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Abreviaturas y simbolos.

u: Velocidad especifica de crecimiento.

ACE: Acinetobacter schindleri cepa ACE.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNCc: Acido desoxirribonucleico complementario.

ADP1: Acinetobacter baylyi cepa ADP1.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato.

COSY: Espectroscopia de correlaciones (Correlation Spectroscopy).

FAD: Dinucleétido de flavina y adenina

FOH: Alcohol furfurilico.

HSQC: Correlacién cuantica heteronuclear simple (Heteronuclear Simple Quantum

Correlation).

IR: Infrarrojo.

MIC: Concentracidon minima inhibitoria.

NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina.

NADPH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina fosfato.
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OF: oligonucledtido forward.

OR: oligonucleétido reverse.

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

gPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa cuantitativa.

RF: Factor de retencidn.

RIN: Numero de integridad del ARN (RNA integrity number).

RMN: Resonancia magnética nuclear.

RT-qPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcién reversa.

TMS: Tetrametil silano
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Resumen.

Actualmente, la necesidad de sustituir derivados del petréleo va en aumento. Compuestos
gue anteriormente eran considerados “desechos”, ahora son alternativas prometedoras. La
biomasa lignoceluldsica es una de estas alternativas. Para tal fin, la biomasa lignoceluldsica
debe someterse a un tratamiento para ser aprovechada por microorganismos que
produzcan compuestos de interés. Lamentablemente, los tratamientos mds comunes
producen sustancias, como el furfural, que son téxicas para los microorganismos en
cuestidn. Se tienen reportes de microorganismos (bacterias y levaduras) capaces de tolerar
las sustancias tdxicas provenientes de estos tratamientos e inclusive, catabolizarlas o
biotransformarlas en compuestos menos toxicos. Las cepas A. schindleri ACE y A. baylyi
ADP1 no utilizan el furfural como fuente de carbono, en su lugar, lo transforman en un
compuesto menos toxico identificado como difurfuril éter. La MIC del furfural es de 1.25
g/L para ambas cepas en agar medio mineral M9. La presencia de 1 g/L de furfural disminuye
la u de ACE en un 55% y en un 28% en ADP1. La cepa ADP1 biotransforma el furfural a una
velocidad mayor en comparacion con la cepa ACE. La cepa ADP1 logré biotransformar hasta
8 g/L de furfural mediante la adicién de éste en forma de pulsos. El alcohol furfurilico por si
sélo, y en conjunto con el furfural, también es biotransformado al compuesto difurfuril éter
por ambas cepas. En la cepa ADP1 se observa una sobreexpresién de los genes areBy frmA.
Hasta donde sabemos, estos resultados son los primeros en donde se reporta la formacién
de difurfuril éter a partir de furfural y alcohol furfurilico por la posible actividad de las
enzimas AreB y FrmA, proponiendo asi, un mecanismo diferente a lo ya reportado para

otros microorganismos como E. coliy S. cerevisiae.
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Capitulo I. Introduccion.

Actualmente, la produccién de una amplia gama de productos y energia recaen en el uso
de fuentes fosiles. La disminucidn de las reservas de petréleo y sus efectos ambientales
amenazan el futuro de varias industrias y principalmente, el medio ambiente. Las crecientes
preocupaciones con respecto a estos temas exigen a nuestra sociedad el desarrollo de
energias alternas a las derivadas del petrdleo y la elaboracién de productos mas amigables
con la naturaleza a partir de fuentes renovables. México es un pais con una extensa
industria agricola, de la cual, se generan residuos de biomasa vegetal como el bagazo de
cafia, el rastrojo de maiz, la cascarilla de arroz y la lefia, que en su conjunto son
denominados “biomasa lignocelulésica”.

Esta biomasa representa una materia prima ideal para la obtencidn de energia y productos,
debido a su origen natural y amplia distribucién. Dado que la biomasa lignocelulésica estd
conformada por una matriz compleja, es necesario aplicarle un pretratamiento como el de
la hidrolisis acida a altas temperaturas, que permite obtener hidratos de carbono que
pueden ser utilizados por microorganismos para la generacion de productos de valor
agregado, como el bioetanol.

Lamentablemente, el tratamiento acido de la biomasa lignoceluldsica trae consigo la
generacion de sustancias toxicas indeseables como: acidos débiles, furanos y fenoles. Estas
sustancias pueden perjudicar la actividad de los microorganismos que se emplean en el
aprovechamiento de la biomasa lignoceluldsica, por tal motivo, es importante asegurar su

eliminacion.
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Una de las estrategias mas prometedoras para la eliminacion de dichas sustancias tdxicas
es el uso de otro tipo de microorganismos capaces de biotransformar los compuestos
téxicos en compuestos menos toxicos, logrando asi la detoxificacion del medio previo a su
utilizacidon para aprovechar los hidratos de carbono. La presente investigacién estudia la
biotransformacidn del furano furfural en medio mineral M9 mediante el uso de dos cepas
del género Acinetobacter, las cuales, tienen la peculiaridad de convertir el furfural en un
componente menos téxico y de utilizar al acetato como Unica fuente de carbono dejando
los hidratos de carbono de la biomasa intactos. Estas caracteristicas hacen a dichas cepas
un atractivo modelo de estudio que hasta el momento no ha sido lo suficientemente

explorado.
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Capitulo Il. Antecedentes.

Biomasa lignocelulésica.

La biomasa lignoceluldsica (figura 1) es considerada como una de las alternativas
mas prometedoras para la generacion de productos de valor agregado, este material
se genera a partir de CO; atmosférico, agua y luz solar por medio de la fotosintesis.
La biomasa lignoceluldsica ha sido considerada como la Unica fuente sostenible de
carbono organico en la tierra y equivalente al petréleo para la produccién de
combustibles y productos quimicos con una emision de carbono neta igual a cero,
contribuyendo asi a la disminuciéon de emisiones de CO; y contaminacion a la
atmosfera. Los azlcares polimerizados contenidos en la biomasa lignoceluldsica
pueden ser separados a su forma monomérica mediante hidrélisis y ser
aprovechados por microorganismos fermentadores para la produccion de etanol,
también llamado bioetanol (Furkan, 2015; Palmqvist, 2000).

La conversion de la biomasa lignoceluldsica en combustibles, quimicos finos y otros
productos sigue siendo un gran desafio para una eventual aplicacidn comercial. La
lignocelulosa, material que constituye la pared de las células vegetales, ha
evolucionado para resistir la degradacion. Esta propiedad inherente de los
materiales lignoceluldsicos los hace resistentes a la degradacion enzimatica y
guimica. Para liberar los azucares de la biomasa, se deben cambiar las propiedades
fisicas y quimicas de la matriz lignocelulésica, para ello se recurre al pretratamiento

previo de la biomasa lignoceluldsica, el cual, es un procedimiento costoso, pero,
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esencial. Los materiales lignocelulésicos son abundantes y, por lo general, tienen un

precio bajo.
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Figura 1. Estructura y componentes principales de la biomasa lignoceluldsica. Esta biomasa contiene
35-50% de celulosa, 20-35 % hemicelulosa y 10-25 % de lignina (Furkan, 2015).

Pretratamiento de la biomasa lignocelulésica.

Los métodos de pretratamiento se dividen en diferentes categorias: mecanicos,
quimicos, fisicos y biolégicos o combinaciones de éstos. Se conocen varias opciones
de pretratamiento para fraccionar, solubilizar, hidrolizar y separar los componentes

de celulosa, hemicelulosa y lignina. Algunos de ellos incluyen fresado, irradiacién,
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microondas, explosion de vapor, explosién de fibra de amoniaco (AFEX), CO:
supercritico y su explosidn, SO, hidrdlisis alcalina, pretratamiento de agua caliente,
solventes organicos, oxidacién humeda, ozondlisis, hidrolisis acida diluida vy
concentrada, y pretratamientos bioldgicos. El objetivo comun de estos métodos es
modificar la estructura fisica y quimica de la biomasa. Se ha reportado que cada uno
de estos métodos tiene distintas ventajas y desventajas (Furkan, 2015).
Actualmente, los pretratamientos de hidrdlisis dcida son los mds usados debido a su
bajo costo, practicidad y eficiencia. El pretratamiento por hidrdlisis acida diluida es
el mas utilizado dada su rapidez y facilidad de implementacion y tiene como finalidad
liberar los azUcares contenidos en la biomasa lignocelulésica dejandolos disponibles
para microorganismos fermentadores, los cuales, pueden aprovecharlos para
generar diversas sustancias. No obstante, este procedimiento también genera
sustancias que tiene como base el anillo de furano (Furkan, 2015).

Furano.

El furano es un compuesto organico heterociclico que consta de cuatro atomos de
carbono y un oxigeno. Es soluble en solventes orgéanicos, pero es insoluble en agua.
Este compuesto esta presente en varios alimentos, la ingesta de hasta 3.5 g/kg de
peso corporal/dia representa un riesgo potencial para la salud humana por ser
considerado mutageno (lzzotti, 2014). La formacion de furanos se origina con la
degradacidon térmica de azucares (reaccion de Maillard), aminoacidos, acido
ascorbico, acidos grasos poliinsaturados y carotenoides (lzzotti, 2014). Con base en

la descripcidn de Majumdar y colaboradores (2011), el anillo de furano esta presente
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en una gran variedad de productos naturales, desde acetogeninas, policétidos,
fenilpropanoides, terpenos y alcaloides complejos. Varios de estos productos tienen
una potente actividad bioldgica: algunos son feromonas sexuales, otros compuestos
de defensa y varios han sido estudiados clinicamente para tratar enfermedades. Por
ejemplo, los alcaloides del tipo morfina han sido usados desde tiempos ancestrales
para el tratamiento del dolor intenso; terpenos como el Salvinorin A o el disidiolide,
son conocidos por sus propiedades citostaticas y alucindégenas. En general, los
compuestos que contienen anillos de furano y sus derivados han sido encontrados
en toda clase de organismos marinos (bacterias, hongos, algas y moluscos) y
terrestres (hongos, plantas, insectos y bacterias).

Los furanos obtenidos a partir de la hidrdlisis acida diluida de la biomasa
lignoceluldsica son el furfural y el hidroximetil furfural (HMF) (figura 2). Estos furanos
pueden servir como plataforma para modificarlos quimicamente y usarse en muchas
aplicaciones dentro de la industria. Ejemplos de productos donde los derivados del
furfural y del HMF son utilizados los encontramos en pinturas, barnices,
combustibles y plasticos (tabla 1). Dado que el material de partida es de base
bioldgica, estos productos tienen un gran potencial para convertirse en sustitutos
de este mismo tipo de productos que actualmente tienen como base sustancias

fosiles (Algmvist, 2018).

O y O
HOT T Yo 07T
HMF furfural

Figura 2. Estructura quimica del HMF y el furfural (Algmvist, 2018).
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Tabla 1.

Conversion quimica del furfural y el hidroximetil furfural.

Furano Derivados Aplicaciones
Metil tetrahidrofurano
Solvente y biocombustible
(MeTHF) Y
Furfural
Intermediario para la
Alcohol furfurilico sintesis de polimeros,
aglutinante y saborizante
Dimetil furano (DMFu) Biocombustible
. . . Recubrimientos, adhesivos,
Hidroximetil . S
Caprolactona elastomeros, bioplasticos y
furfural
espumas
Precursor de MeTHF,
- , . resina, biocombustible,
Acido levulinico ) ..
anticongelante, herbicida,
fragancia y tintes textiles

La figura 3 muestra un esquema general de las rutas que sigue la biomasa

lignoceluldsica para convertir furanos en productos de interés industrial tras el

pretratamiento de hidrdlisis acida diluida.
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Figura 3. Biomasa lignoceluldsica: rutas de transformacién de furanos
hacia productos de interés industrial (Algmvist, 2018).

Sin embargo, los furanos presentan la desventaja de ser sustancias téxicas -también
llamadas inhibidores- para los microorganismos fermentadores, limitando su
capacidad fermentativa (Palmquvist, 2000).
Ademas de estos, otros compuestos inhibidores son formados por la degradacion
parcial de los diferentes componentes de la matriz lignoceluldsica durante el
pretratamiento y se clasifican en 3 grupos:

- Acidos orgénicos débiles.

- Derivados del furano.

- Compuestos fendlicos.
La degradaciéon de la hemicelulosa libera xilosa, arabinosa, manosa, acido acético,

galactosa y glucosa, mientras que la celulosa libera glucosa. A su vez, la xilosa puede
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ser transformada a furfural. De manera similar, el 5-hidroximetil furfural (HMF) es
formado por la degradacion de hexosas. El acido féormico es producido cuando el
furfural y el HMF son degradados. El acido levulinico es formado por degradacion
del HMF. Los compuestos fendlicos son generados durante el rompimiento parcial
de la lignina, aunque también se ha reportado su formacion a partir de la

degradacion de la xilosa y la glucosa presentes en la hemicelulosa (Figura 4 y 5).

Madera
Hemicelulosa Celulosa Lignina
CHCO0H
Acido
acetico l
CHO CHO CHO CHO
H—+—0OH HO H H OH H———0OH
HO——H HO H HO H HO—1—H Compuestos
fendlicos
He——t—0H H OH HO H H—Tp—0H
CHOH H—t—O0H H——0H H—t—OH
CHOH CH,OH CHyOH
Xilosa Manosa Galactosa Glucosa
o CHO HOP&Cﬁ/EHO o
@/\ HCOOH / \ HyC—— C—CHp e CH;— COOH
Furfural Acido formico Hidroximetil furfural Acido levulinico

Figura 4. Productos obtenidos durante el pretratamiento de hidrdlisis acida diluida
de materiales lignoceluldsicos. Los compuestos fendlicos y derivados del furano
reaccionaran para formar algunos materiales poliméricos (Palmqvist, 2000).
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Figura 5. Productos obtenidos a partir de la degradacion de la biomasa lignoceluldsica
como resultado del pretratamiento de hidrélisis acida diluida (Jonson, 2016).

Los hidrolizados de biomasa lignoceluldsicas pueden ser empleados/aprovechados
junto con todos sus componentes (toxicos y no toxicos). Sin embargo, existen
estrategias de detoxificacidon de las cuales destacan (Jonson, 2016):
o Detoxificacion previa a la etapa de fermentacion mediante el uso de
métodos fisicoquimicos.
o Detoxificacion previa a la etapa de fermentacion mediante el uso de
enzimas.
o Detoxificacion previa a la etapa de fermentacion mediante el uso de

microorganismos.
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o Empleo de microorganismos resistentes a los compuestos inhibidores, por
ejemplo, levaduras o bacterias naturalmente tolerantes, adaptadas o bien
modificadas por ingenieria genética.

Toxicidad de los compuestos inhibidores.

Tras el pretratamiento de la biomasa lignocelulésica, ésta es convertida en azlcares
y compuestos inhibidores, principalmente. Estos inhibidores pueden afectar el
metabolismo microbiano de varias formas, desde mutaciones en el ADN, disrupcion
de la membrana celular, descenso del pH intracelular, inhibicion de enzimas
esenciales y hasta otros blancos no especificados dentro de la célula (figura 6). A
pesar de que se han optimizado los pretratamientos de la biomasa lignoceluldsica,
inhibidores como el acido acético, se liberan directamente por la descomposicién de
la hemicelulosa, y estan siempre presentes en los hidrolizados. Hasta el momento,
de los organismos existentes usados en procesos industriales para la produccion de
bioetanol los mas prometedores son Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae y
Zymomonas mobilis. Cada uno de estos microorganismos tiene sus limitaciones en
la utilizacién de sustrato, capacidad de produccién y tolerancia a componentes
téxicos. Algunos de los compuestos inhibitorios y sus mecanismos de toxicidad se

detallan a continuacién (Mills, 2009).

29



Ruptura HA
““% membrana

L 2 2. 0.4.4.4.4 4
-'u',"".".‘ BUUY BULCEEY
RERUUV DREY 2
"

0 BEL08¢ ¢

®oH ¢ JARKEd 0L o """".lu o0 Vi y H‘",‘f[‘-l‘
=0 AU B RUUSAAS - FPiF e ui P
¥ g LASSssas Aed e d L t:; iyt .‘7"-
»® el
L » > o4 1
w? I &O .'.A‘:./ ’:&l
X
L0 A ApH -0 H' ",
LR\ ‘.‘
-

ES
- & J Inhibicién
' E . £ - ( de enzimas
SR ( Metabolism it argk,
N celular
3 nagA, cyns,
O (0] R R M
R I galM, garl
\&/ § 7‘ v O Varios efectos
= S R o) HOG’ sobre el
= K P S L@) K metabolismo

" Objetivos hidrofobicos

p——
Furhural- ADN No determinados
Ruptura de una sola cadena

Figura 6. Mecanismos de toxicidad de los compuestos inhibidores.
(Mmills, 2009).

Acidos orgénicos débiles.

El 4cido acético es formado por la hidrdlisis del acetil xilano, el principal componente
de la hemicelulosa; otros, como el acido formico o el acido levulinico, son resultado
de la degradacion de azucares (figura 4 y 5). El acido acético es usualmente
encontrado en concentraciones elevadas dentro de los hidrolizados, de 1 a 10 g/L,
dependiendo del tipo de biomasa y del método y condiciones de pretratamiento. El
acido férmico, que es mucho mas téxico que el acido acético para el caso de E. coli,
se encuentra presente en concentraciones mucho menores (cominmente una
décima parte de la concentracién del acido acético). Otros acidos débiles pueden
estar presentes dentro de los hidrolizados, aunque en concentraciones muy por
debajo de las reportadas para el acido formico y el acido acético. Los acidos
organicos débiles inhiben la produccién de masa celular (crecimiento), pero no
inhiben el proceso de fermentacion. El acido acético es el inhibidor acido mas

estudiado hasta el momento, ademads de ser un metabolito celular formado por la
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fermentacion, el cual, se acumula debido al “sobreflujo metabdlico” inhibiendo el
crecimiento celular. Los dcidos débiles en su forma no disociada pueden permear la

membrana celular, y, una vez dentro, disociarse para liberar el anién y el protén

(Figura 7).
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Figura 7.a) Reaccidn de disociacién de un acido organico débil.
b) Curva de titulacion del dcido acético (Nelson & Cox, 2006).

El protdn interrumpe el potencial de pH transmembranal atravesando la membrana
sin la creacién de ATP. La disociacién del acido débil dentro del citoplasma es
causada por el pH intracelular, el cual, es de aproximadamente 7.8 en E. coli, valor
mucho mas alto que el pKa de los acidos débiles. Como estos acidos se encuentran

disociados dentro de la célula, el pH disminuye, lo cual, inhibe el crecimiento.
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Experimentos realizados con E. coli han demostrado una mayor toxicidad por parte
del 4cido féormico comparado con el dcido acético. La hidrofobicidad es un marcador
de la toxicidad de los compuestos organicos (Mills, 2009). El acido formico puede ser
mas toxico debido a que tiene una permeabilidad mucho mas alta que el acido
acético a través de la membrana; esto debido a un menor coeficiente de particién
octanol/agua, (logPoctanol/agua), €l cual, lo vuelve mas hidrofébico (Zaldivar, 1999). El
pH externo tiene un gran efecto sobre la toxicidad de los acidos débiles, este pH
extracelular afecta a la célula debido a que el acido existe en su forma no disociada
y en concentraciones muy altas, lo que permite una mayor permeacion a través de
la membrana celular. Una vez dentro de la célula, los aniones del acido disociado se
acumulan y afectan la presién turgente provocando un desequilibrio e inhibicién del
crecimiento, ademas de que los protones liberados disminuyen el pH intracelular
(Roe, 1998). Se ha demostrado que la inhibicién puede ser anidnica-especifica y que
la toxicidad de los dacidos depende en gran medida de su hidrofobicidad.
Experimentos han demostrado que la adicidn de acido féormico y propidnico en el
medio de cultivo inhibe la sintesis de macromoléculas como el ADN, sin embargo,
no existe evidencia de que estos acidos actiuen directamente sobre el ADN.
Finalmente, se ha mostrado que los acidos débiles reducen la concentracion
citoplasmatica de algunos aminodacidos dentro de la célula como son el glutamato y
el aspartato, precursores de importantes macromoléculas (Roe, 1998). El glutamato
es un importante osmolito de naturaleza anidnica, protector durante el crecimiento

celular. En E. coli se ha concluido que se produce un intercambio de glutamato por
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iones acetato para mantener la neutralidad dentro de la célula, sin embargo, el
mecanismo por el cual disminuye la concentracién del glutamato adn no esta claro,
pudiendo ser debido a su entrada en el ciclo de los acidos tricarboxilicos, su
excrecion o su transformacién por la glutamato descarboxilasa, que esta implicada
en la supervivencia a pH acidos (Roe, 1998). La lisina, arginina, glutamina y metionina
gue estdn directamente relacionadas con el glutamato y el aspartato a través del
metabolismo, también se encontraron en bajas concentraciones tras el cultivo con
un acido débil (Mills, 2009; Roe, 2002). Sin embargo, los mecanismos por los cuales
estos aminoacidos también disminuyen su concentracién tampoco estan del todo
claros (Roe, 2002).

Compuestos fenolicos.

La biomasa lignoceluldsica puede contener hasta un 30% en peso de lignina. La
mayoria de los compuestos fendlicos se generan por la degradacién de la lignina
(figura 4 y 5) y estos contienen los grupos funcionales carboxilo, formilo o hidroxilo

(figura 8).

A

CH,

H
Vainillina

Figura 8. Estructura de la vainillina. Compuesto fendlico proveniente
de los hidrolizados de biomasa lignocelulésica (Monlau, 2014).
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Los compuestos fendlicos pueden inhibir tanto el crecimiento de los
microorganismos fermentadores, como su rendimiento en la elaboraciéon de
productos de valor agregado. Su efecto tdxico es debido a diferentes mecanismos y
puede estar relacionado a grupos funcionales especificos, pero en la mayoria de los
casos los mecanismos no estan bien determinados. Se cree que los fenoles
interfieren con el arreglo de la membrana celular, interfiriendo en su funcién y
cambiando la proporcion proteina-lipido, comprometiendo la integridad celular
(Jonson, 2013). En general, el grado de toxicidad de un compuesto fendlico se
correlaciona con el coeficiente de particidon octanol/agua, log (Poctanol/agua), que €s
una medida del grado de hidrofobicidad. Estudios han demostrado que compuestos
fendlicos como la vainillina (logPoctanol/agua= 1.43) son mds toxicos que el dcido acético
(logPoctanol/agua= -0.17) y el furfural (logPoctanol/agua= 0.41), inclusive, si cuentan con el
mismo grupo funcional. Un experimento demostré que la vainillina, un aldehido
fendlico comunmente encontrado en los hidrolizados, es un compuesto
bacteriostatico y activo dentro de la membrana celular (Mills, 2009). Es causante de
la interrupcidn de los gradientes transmembranales de K* en cultivos de E. coli. 29%
de la poblacion bacteriana de estos cultivos experimentd una desestabilizacién de la
membrana tras el tratamiento con vainillina durante una hora a maés del triple de la
concentracion minima inhibitoria, sin embargo, 13 % de la poblacion se restauro al
continuar con el cultivo durante toda la noche. Este estudio mostré también que la
produccion de ATP continud sin interrupcién significativa y que el dafio a la

membrana no contribuia significativamente a la toxicidad. Se han desarrollado
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hipotesis que afirman que ademas de la membrana celular, otros componentes
hidréfobos dentro de la célula son objetivo de los compuestos fendlicos (Mills,
2009).

Furano y sus derivados.

Los compuestos derivados del furano son el resultado de la deshidratacion de los
azucares durante el pretratamiento. El furfural y el hidroximetil furfural (HMF) son
los primeros derivados del furano que se forman en los hidrolizados (figura 4 y 5).
Su concentracion tipica se encuentra entre 0 y 5 g/L para cada uno de ellos (Mills,
2009).

El furfural ha sido identificado como un inhibidor clave dentro de los hidrolizados
lignoceluldsicos debido a su toxicidad intrinseca y al efecto sinérgico que tiene con
otros inhibidores. De forma general los compuestos altamente hidrofébicos han
mostrado comprometer la integridad de la membrana celular al modificar su
estructura. Sin embargo, no se ha mostrado un dafio perceptible a la membrana de
E. coli durante la exposiciéon a furfural, a pesar de su ya conocido valor de log
(Poctanol/agua) de 0.41. Los sitios blancos del furfural se ubicarian al parecer al interior
de la célula. En E. coli, la produccion de etanol se ve disminuida por furfural,
sugiriendo un efecto directo sobre enzimas glucoliticas o fermentativas. Las
deshidrogenasas glucoliticas como la alcohol deshidrogenasa (ADH) es blanco del
furfural teniendo como consecuencia la no transformacion del aldehido en su
correspondiente alcohol (Mills, 2009). Un estudio realizado in vitro ha confirmado

gue la conversidn de acetaldehido a etanol fue inhibida por furfural e hidroximetil
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furfural (Modig, 2002). Los ensayos enzimaticos in vitro posteriores demostraron
que el furfural era un sustrato de la enzima alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.1.1),
aunque con un aumento de 5 veces la Km y una disminucion de 5 veces su Vmex (Mills,
2009). El valor de Kn representa la afinidad de una enzima por un sustrato; a menor
valor de K, mayor afinidad de la enzima por el sustrato, y a mayor K» , menor
afinidad. En el mismo estudio, se investigd la inhibicién de la aldehido
deshidrogenasa (EC 1.2.1.5) y el complejo piruvato deshidrogenasa y se encontrd
gue es mayor la inhibicibn de estas enzimas comparado con la alcohol
deshidrogenasa (ADH), segun lo indicado por una reduccién de la actividad de mas
del 80% en presencia de 0.12 (g/L) de furfural, mientras que la actividad de la ADH
solo fue inhibida en un 60%. Estos descubrimientos sugieren que el furfural puede
afectar multiples enzimas que se encuentran en el nodo del piruvato, afectando
varias partes del metabolismo, no solo la ruta que lleva a la produccién de etanol. El
furfural y el HMF han mostrado caracteristicas citotdxicas tanto en bacterias como
en levaduras. El furfural es un mutdgeno que puede estar presente en los alimentos
y ha estado bajo investigacion por efectos directos en el ADN (Mills, 2009). Una serie
de estudios realizados por Hadi y colaboradores (1989) confirmaron que se
producen interacciones entre el furfural y el ADN. El ADN bicatenario en presencia
de furfural condujo a fracturas de una sola cadena después de someterse a una
incubacidén in vitro, principalmente en sitios de secuencia de tres o mas bases de
adenina o timina seguidas. Finalmente, se observd que los plasmidos tratados con

furfural causaban un aumento (a altas concentraciones de furfural) o una
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disminucion (a bajas concentraciones de furfural) en el tamafio del plasmido

mediante inserciones, duplicaciones o deleciones (Mills, 2009).

Mecanismos de detoxificacion de hidrolizados de biomasa lignoceluldsica
mediante el uso de microorganismos.

Se ha reportado que varias bacterias y levaduras son capaces de transformar el
furfural a alcohol furfurilico o acido furoico, o una combinacién de ambos. Algunos
ejemplos de organismos detoxificadores son mecionados a continuacion.
Saccharomyces spp ha mostrado reducir el furfural a alcohol furfurilico. También se
ha demostrado que algunas bacterias entéricas como E. coli KO11 y LYO1 y Klebsiella
oxytoca pueden metabolizar el furfural a alcohol bajo condiciones aerobias y
anaerobias, reportandose la reducciéon completa del furfural a alcohol furfurilico por
las cepas arriba mencionadas (Preston, 2002).

E. coli LYO1 usa una enzima denominada furfural reductasa (FFR) para catalizar la
reduccion de furfural a alcohol furfurilico (Preston, 2006). También se sabe que en
E. coli existen dos genes que codifican para enzimas que reducen el furfural a alcohol
furfurilico (furfural reductasas), estos genes son yghD y dkgA, los cuales, son
dependientes de NADPH (Turner, 2011).

Bajo condiciones anaerdbicas en levaduras, el furfural se reduce a alcohol furfurilico
por deshidrogenasas acopladas a NADH. Una enzima alcohol deshidrogenasa
dependiente de NADH, ADHS6, tiene una amplia especificidad para este sustrato (Liu,

2006). En la levadura Saccharomyces cerevisiae se conocen 4 enzimas involucradas
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en la reduccion de furfural e hidroximetil furfural (HMF) a furan metanol (alcohol
furfurilico) y furan dimetanol, respectivamente (Liu, 2008).

Finalmente, FurX es una enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) dependiente de zinc,
tetramérica, proveniente de Cupriavidus necdtor JMP134. Es encargada de la
reduccion de furfural a compuestos menos téxicos utilizando NADH como cofactor;
de manera similar, el gen cgl0331 (designado FudC) es el principal responsable de la
reduccion de furfural a alcohol furfurilico en Corynebacterium glutamicum, figura 9

(Kang, 2012; Tsuge, 2015).

O H O H
NADPH NADP*
5 — ) OH
\ / Fudc \ / H
Furfural Alcohol furfurilico

Figura 9. Detoxificacion del furfural en la cepa Corynebacterium glutamicum.
FudC es responsable de la reduccidn de furfural a alcohol furfurilico
con NADPH como cofactor.

El género Acinetobacter.

El género Acinetobacter pertenece al orden de Pseudomonadales y comprende
bacterias estrictamente aerobias, no fermentativas y gramnegativas que se
encuentran en diferentes habitats incluidos el agua, el suelo e incluso la piel
humana. Estas bacterias son ubicuasy se consideran saprofitos de vida libre. Algunas
especies, como A. baumannii, pueden ser patégenas y se consideran oportunistas,
con una incidencia especial en entornos nosocomiales. Por el contrario, la cepa no

patégena A. baylyi ADP1 tiene un interés biotecnoldgico notable por su excelente
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capacidad de transformaciéon natural, recombinacion genética eficiente y su
capacidad para degradar compuestos aromaticos (Sigala, 2017).

Esta cepa se ha propuesto como un organismo modelo debido a su versatilidad
metabdlica, rapida tasa de crecimiento, facil cultivo, disponibilidad de la secuencia
del genoma y facilidad de manipulacion genética. Su diversidad de habitat y
capacidades metabdlicas destacan la flexibilidad fisiolégica y genética de los
miembros de este género, permitiéndoles sobrevivir en condiciones muy diversas
gue a veces pueden asociarse con patogenicidad. Sin embargo, a pesar de la
extensa investigacion sobre A. baumannii y A. baylyi ADP1, y de las secuencias de
los genomas completos de otras especies de Acinetobacter disponibles, aun no se
explican las bases de la adaptacidon de estas bacterias a entornos tan diferentes
(Sigala, 2017).

De acuerdo con trabajos previos, las cepas de A. baylyi ADP1 y A. schindleri ACE no
utilizan al furfural como fuente de carbono, sino que este es biotransformado, al
parecer, a un compuesto menos téxico. Dicho compuesto se detectd al observar
una nueva senal en los cromatogramas de HPLC, se obtuvo mediante una
extraccion liquido-liquido con cloroformo del sobrenadante de los medios de
cultivo al término de las cinéticas de crecimiento y finalmente, se caracterizd
mediante cromatografia en capa fina, Resonancia Magnética Nuclear de protén y
carbono (*H-RMN y 3C-RMN) e Infrarrojo (IR) determindndose que este compuesto

menos toxico es el difurfuril éter (Figura 10) (Cerros, 2017).
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Figura 10. Representacidon de la biotransformacion del furfural a difurfuril éter
mediante A. baylyi ADP1.

Transcriptoma.

La cantidad de moléculas producidas de determinado ARNm dependen de la funcién
gue este tenga en un proceso celular especifico. Asi, cuando se requiera dar
respuesta a una condicidn determinada en la cual un gen tiene una participacion
importante, mas moléculas de este transcrito se producirdn. De manera similar, bajo
ciertas circunstancias particulares hay genes que permanecen apagados, pero un
estimulo hace que se expresen y se inicia entonces la transcripcién. De esta manera,
la determinacion de donde, cdmo y cuando es generado un transcrito, bajo una
condicidn dada, es fundamental para el entendimiento de la actividad biolégica de
un gen.

Mads aun los niveles de ARNm pueden dar una visidon clara de patrones de expresion,
y su cuantificacion en la mayoria de los casos puede estar altamente correlacionada
con la abundancia de las proteinas asociadas. En conjunto, a todos los transcritos
derivados de genes que se producen en una célula en un momento y bajo una

condicidn fisioldgica determinada se les denomina transcriptoma (Soto, 2012).
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Analisis de expresion de genes.
El estudio y andlisis de la expresién de genes es esencial para el entendimiento de la
funcién de estos, y se le conoce de manera genérica como andlisis o estudios
transcripcionales. De manera general, se puede establecer que si un gen se expresa
en una condicion o célula determinada es porque cumple ahi una funcion. El estudio
global del transcriptoma permite también establecer patrones de regulacion génica
coordinada, lo que contribuye no solo a dilucidar la funcidon y agrupamiento de varios
genes bajo un estimulo o condicidn especifica, sino también a identificar elementos
promotores comunes a varios genes. Para llevar a cabo este andlisis en necesario
echar mano de alguna técnica que permita cuantificar el nUmero de transcritos y
determinar la cantidad de actividad de los genes, en un tipo especifico de células o
tejidos y bajo una condicién de interés (Soto, 2012). Cada microorganismo contiene
genes esenciales para su supervivencia, los cuales, muestran diferentes patrones de
expresion de acuerdo con las caracteristicas fisiolégicas de cada especie. Estas
diferencias son las responsables de distintas propiedades y comportamientos a nivel
celular.
Al obtener y comparar transcritos de distintos microorganismos se puede adquirir
un conocimiento mas profundo de su funcidn bajo condiciones de interés. Las
principales técnicas para llevar al cabo el andlisis de transcritos son:

a. Microarreglos de ADN (microarrays).

b. RT-qPCR.

c. ARN-seq (secuenciacion del ARN).
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RT qPCR.
Los primeros ensayos efectuados en PCR tiempo real fueron reportados por Higuchi
en 1993, utilizando bromuro de etidio como agente intercalante, empleando un
termociclador modificado que permitia irradiar las muestras con luz ultravioleta y
detectar la fluorescencia mediante una camara CCD (charge coupled device)
encargada de la conversion de la sefal luminosa a una sefal eléctrica. Con esta
técnica se efectuaron los primeros ensayos de PCR en tiempo real, sin embargo,
tenia muchas desventajas, la baja sensibilidad del bromuro de etidio, la falta de
especificidad y el riesgo a la salud que involucra trabajar con este compuesto. Las
caracteristicas que los agentes detectores o reporteros deben cumplir son:

a. Lafluorescencia que generan debe ser directamente proporcional al nimero

de copias obtenidas en cada ciclo de la PCR.
b. Que la molécula fluorescente no inhiba o disminuya la eficiencia de
amplificacién durante la reaccién de PCR.

Actualmente los agentes reporteros mds comunes, utilizados para ensayos de
tiempo real son: 1) SYBR GREEN®, que igual que el bromuro de etidio es un
intercalante de bases de ADN y 2) Sondas Tagman®, que son fragmentos de ADN
especificos que tienen unido un fluoréforo y un apagador (o quencher) (Thermo
Fisher Scientific, 2017).
Transcripcion reversa.
La transcripciéon reversa es la sintesis de un ADN monocatenario (ADN

complementario o ADNc) tomando un ARN monocatenario como plantilla, mediado
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por enzimas denominadas transcriptasas reversas. El ADNc puede utilizarse como
plantilla para la amplificacién por PCR o para generar una biblioteca de ADNCc.

El dogma central original de la biologia molecular sostuvo que el ADN se transcribid
a ARN, que a su vez se tradujo en proteina (Figura 11). Sin embargo, este concepto
fue desafiado en la década de 1970 cuando dos equipos cientificos, uno liderado por
Howard Temin de la Universidad de Wisconsin y el otro dirigido por David Baltimore
del MIT (Massachusetts Institute of Technology), identificaron de forma
independiente nuevas enzimas asociadas con la replicacién de virus ARN llamados
retrovirus. Estas enzimas convierten el genoma del ARN viral en una molécula de
ADN complementaria (ADNc), que entonces es capaz de integrarse en el genoma del
huésped. Estas son ADN polimerasas dependientes de ARN y se denominan
transcriptasas reversas porque, en contraste con el flujo de ADN a ARN, transcriben
plantillas de ARN en moléculas de ADNc. En 1975, Temin y Baltimore recibieron el
Premio Nobel de Fisiologia por su trabajo pionero en la identificacion de

transcriptasas reversas (Thermo Fisher Scientific, 2017).
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Figura 11. Flujo de informacion genética, incluye la transcripcidn inversa.
La molécula de ADN es transcrita a una molécula de ARN que posteriormente
se traduce en una proteina (© 2017 Thermo Fisher Scientific Inc).

Se han identificado transcriptasas reversas en muchos organismos, incluyendo virus,
bacterias, animales y plantas. De esta manera, la transcripcién reversa contribuye a
la:
a. Propagacion de retrovirus, como: el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) y el virus de la mieloblastosis aviar (AMV).
b. Diversidad genética en eucariotas a través de elementos mdviles
transponibles llamados retrotransposones.
c. Replicacion de los extremos cromosdmicos llamados telémeros.
d. Sintesis de elementos quiméricos extracromosémicos de ADN/ARN llamados
ADN de una sola cadena multicopia (msDNA) en bacterias.
Mientras que las transcriptasas reversas tienen diversas funciones en los sistemas

biolégicos, también sirven como herramientas importantes para estudiar las
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poblaciones de ARN. Uno de los primeros protocolos de Biologia Molecular utilizd
transcriptasas reversas para la produccién de ADNc y asi construir bibliotecas que
contenian copias de ADN de ARNm de células y tejidos (Thermo Fisher Scientific,
2017).

Aunque la creacién de bibliotecas de ADNc fue un paso importante en la
caracterizacidn de los genes expresados, el reto se mantuvo para el estudio de la
baja abundancia de ARN. Posteriormente con el desarrollo de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), una técnica para amplificar pequefias cantidades de material
genético, la anterior aplicacién mejord. La transcripcidn reversa combinada con PCR
o gPCR de transcripcién reversa (RTqPCR), permite la deteccién de ARN incluso a
niveles muy bajos de expresion génica y abre el camino para la deteccion de ARN
circulante, virus de ARN vy fusiones de genes cancerosos en diagndsticos
moleculares. Ademas, el ADNc puede servir como plantilla en aplicaciones tales
como microarreglos y RNA-sequencing, para caracterizar ARN’s desconocidos con

un alto rendimiento (Thermo Fisher Scientific, 2017).
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Capitulo lll. Justificacion y objetivos.

Justificacion.

Dentro de los hidrolizados de biomasa lignocelulésica, el furfural proviene de la
deshidratacion de azucares pentosas; ha mostrado inhibir el crecimiento celular de
microorganismos etanologénicos, induciendo dafio en el ADN vy la inhibicién de
varias enzimas involucradas en la glucdlisis (Ask, 2013).

La importancia de este trabajo radica en caracterizar fisioldgica y molecularmente la
biotransformacién del furfural al compuesto difurfuril éter en cepas de
Acinetobacter como posibles agentes para la detoxificacion de hidrolizados de
biomasa lignocelulésica. Es de suma importancia conocer que enzimas llevan a cabo
dicho proceso para saber en que via de biotransformacidén estan involucradas, y a su
vez, que productos generan y si éstos son menos téxicos para microorganismos
etanologénicos.

Para tal fin, se determind la concentracion minima inhibitoria de furfural en ambas
cepas, se comparo la velocidad especifica de crecimiento en medios con furfural y
sin furfural, se determind la velocidad de biotransformacidon y se cuantificaron los
transcritos de aquellos genes que consideramos estan involucrados en la
biotransformacion del furfural por parte de A. baylyi ADP1, campo no estudiado

hasta el momento.
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Objetivo general.
Caracterizar fisioldgica y transcripcionalmente la biotransformacion de furanos en
cepas de Acinetobacter.
Objetivos particulares.
= Determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) de furfural en cepas
de A. schindleri ACE y A. baylyi ADP1.
= Determinarla u en cepas de Acinetobacter en presencia de furfural y alcohol
furfurilico, por separado y en conjunto, con acetato como fuente de
carbono.
= Calcular la velocidad de biotransformacién de furfural.
= |dentificar en el genoma de A. baylyi ADP1 genes que puedan codificar para
enzimas que biotransformen el furfural en un compuesto menos tdxico
como alcohol furfurilico, difurfuril éter o polimeros derivados.
= Realizar andlisis de expresidn por RT-gPCR de los genes que posiblemente
estén involucrados en la biotransformacién de furanos en A. baylyi ADP1, al

crecer en ausencia y presencia de furfural.
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Capitulo IV. Materiales y métodos.
Cepas bacterianas.
Se utilizaron las cepas Acinetobacter schindleri ACE y Acinetobacter baylyi ADP1
(ATCC®33305) (Sigala, 2017), las cuales, fueron obtenidas del banco celular del
laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad
Cuajimalpa. La cepa ACE tiene como caracteristica que es resistente al antibidtico

kanamicina.

Medios, indculos y condiciones de cultivo.

Se tomaron muestras de las cepas ACE y ADP1 provenientes de un ultracongelador
a -80°C, las cuales, estaban contenidas dentro de crioviales con medio LB y glicerol
al 25% como agente crioprotector. Las cepas se inocularon por estriado en placas de
agar LB con kanamicina 30 mg/mL y sin kanamicina, para ACE y ADPI1,
respectivamente y se incubaron durante 24 horas a 30 °C. Transcurrido ese tiempo,
se tomaron colonias aisladas de cada cepa y se inocularon por separado en matraz
de 250 mL con 25 mL de medio mineral M9 con acetato de sodio 3 g/L como fuente
de carbono durante 24 horas a 30°Cy 250 rpm. Todos los cultivos correspondientes
a ACE deben contener el antibidtico Kanamicina, por el contrario, los cultivos de
ADP1 deben ir sin antibidtico. En la tabla 2 y 3 se presenta la composicion de las

sales stock y el medio M9.
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Tabla 2. Solucién stock 10X para preparar medio M9 (100 mL).

Sustancia. | Cantidad (gramos).
Na;HPO4 6
KH2PO4 3
NaCl 0.5
NH4Cl 1

Tabla 3. Medio mineral M9 con acetato de sodio a 3 g/L.

Volumen total 25 mL
H,0 19.6 mL
Sales M9 10X 2.5mL
FeSO4 10X 2.5mL

Acetato de sodio 20% | 375 pL

MgS04 (1M) 50 uL
Vitamina B1 50uL
CaClz (1M) 2.5puL
Kanamicina* 25 uL

*Afadir kanamicina 30 mg/mL a los medios en los que
se desarrolla Acinetobacter schindleri ACE.

Se determind la D.O. de cada matraz (indculo) y se calculé el volumen necesario para
comenzar una cinética de crecimiento a una D.O de 0.2 en el volumen y condiciones
de trabajo deseadas. Estos cultivos fueron hechos y usados como indculos en cada

experimento.
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Determinacion de la MIC en las cepas A. schindleri y A. baylyi ADP1.

a. A partir de los indculos de cada cepa, se tomaron muestras de 2 uL y se
afadieron en cada cuadrante de placas que contenian agar medio mineral M9
con acetato de sodio 3 g/L como fuente de carbono, distintas concentraciones
de furfural (0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75y 2.00 g/L) y kanamicina; ésta ultima
para el caso de la cepa ACE.

b. Seincubaron las placas durante 24 horas a 30°C.

c. Tras finalizar la incubacién, se observé si existia crecimiento y se determind la
concentracién minima inhibitoria de furfural en cada cepa.

Cinéticas de crecimiento de las cepas de Acinetobacter en presencia de acetato

como fuente de carbono y ausencia de furfural.

a. El volumen necesario de cada cepa se afiadié a matraces de 250 mL con 25 mL
de medio mineral M9, conteniendo 3 g/L de acetato y se incubaron a 30°Cy 250
rpom.

b. Se monitored la absorbancia a 600 nm cada hora hasta alcanzar la fase
estacionaria y se tomé una muestra de 500 pL a los tiempos 0, 2, 4, 6 y 8 para
determinar la concentracién de acetato remanente en el medio mediante HPLC.

Cinéticas de crecimiento de las cepas de Acinetobacter en presencia de acetato

como fuente de carbono y furfural.

a. El volumen necesario de cada cepa se anadié a matraces de 250 mL con 25 mL
de medio mineral M9 conteniendo 2 g/L de acetato y 1 g/L de furfural. Se

incubaron a 30°Cy 250 rpm.
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b. Se monitored la absorbancia a 600 nm cada hora hasta alcanzar la fase

estacionaria y se tomé una muestra de 500 pL a los tiempos 0, 2, 4, 6 y 8 para
determinar la concentracién de acetato y furfural remanente en el medio

mediante HPLC.

Cinéticas de crecimiento de las cepas de Acinetobacter en presencia de acetato

como fuente de carbono, alcohol furfurilico y furfural mas alcohol furfurilico.

a.

El volumen necesario de cada cepa se aifadié a matraces de 250 mL con 25 mL
de medio mineral M9 conteniendo 2 g/L de acetato, 0.5 g/L de furfural y 0.5 g/L
de alcohol furfurilico, por otra parte, 2 g/L de acetato y 1 g/L alcohol furfurilico.
Se incubaron a 30°Cy 250 rpm.

Se monitored la absorbancia a 600 nm cada hora hasta alcanzar la fase
estacionaria y se tomé una muestra de 500 uL a los tiempos 0, 2, 4, 6 y 8 para
determinar la concentracién de acetato, furfural y alcohol furfurilico residual en

el medio mendiate HPLC.

Cinéticas de crecimiento de las cepas de Acinetobacter en presencia de acetato (3

g/L) y pulsos de furfural (0.5 g/L).

a.

El volumen necesario de cada cepa se afiadié a matraces de 250 mL con 25 mL
de medio mineral M9 conteniendo 3 g/L de acetato y se incubaron a 30°Cy 250
rpm.

Se monitored la absorbancia a 600 nm y una vez alcanzada 1 D.O., se afiadié un
pulso de furfural correspondiente a 0.5 g/L cada hora hasta que se alcanzd la

fase estacionaria.
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c. Se verificd mediante una prueba cualitativa (ver apéndice C) la presencia de
furfural tras la adicidon de los pulsos.

d. Se determind la velocidad de biotransformacion.

Cinéticas de crecimiento de las cepas de Acinetobacter en presencia de acetato (4

g/L) y pulsos de furfural (0.5, 1.0y 2.0 g/L).

a. El volumen necesario de cada cepa se afadié a matraces de 250 mL con 25 mL
de medio mineral M9 conteniendo 4 g/L de acetato para conseguir mayor
cantidad de biomasa y se incubaron a 30°Cy 250 rpm.

b. Se monitored la absorbancia a 600 nm y una vez alcanzada 1 D.O., se aiadieron
pulsos de furfural correspondientes a 0.5 g/L cada hora, desde la hora 2.5 hasta
la 7.5. A la hora 10 un pulso correspondiente a 2.0 g/L de furfural, a la hora 27
un pulso correspondiente a 1 g/L de furfural y a la hora 30 un pulso
correspondiente a 2 g/L de furfural.

c. Se verific6 mediante una prueba cualitativa (ver apéndice C) la presencia de
furfural tras la adicién de los pulsos.

d. Se determind la velocidad de biotransformacion.

Obtencion sintética del compuesto difurfuril éter.
La sintesis se realiza a partir de alcohol furfurilico (CsHsO3), cloruro de tionilo (SOCI»)
y trietilamina (CeHisN). Esto comprende una halogenacion seguida de un paso de

eterificacion en medio alcalino (figura 12).
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Figura 12. Sintesis organica del difurfuril éter.

Se debe trabajar esta mezcla de reaccién dentro de la campana de extraccion en
todo momento, debido a la formacién de vapores irritantes.
Estequiometria de la reaccién.
Para dicha reaccidn, la relacién molar estequiométrica se establecié como alcohol
furfurilico: cloruro de tionilo (2:1) para la formacién de un intermediario clorado. La
mitad de mol del alcohol furfurilico no reaccionaran con el cloruro de tionilo pero si
con el aloalcano formado llevandose a cabo una sustitucidn nucleofilica bimolecular
con este ultimo y generar el difurfuril éter.
El volumen de alcohol furfurilico con el que se trabajé fue de 0.5 mL. Por lo tanto,
con base en la estequiometria propuesta, los volimenes adicionados fueron:
a. Alcohol furfurilico (CsHs02):

Peso molecular: 98.1 g/mol

Densidad: 1.135 g/mL

Pureza del reactivo: 98%

11359 _ 0.5675 g (FOH) .~ 100 %

0.5 mL FOH
m X TmL 98 % 98.1 g/mol

= 0.0059 moles FOH

b. Cloruro de tionilo (SOCI,):

Peso molecular: 118.96 g/mol
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Pureza del reactivo: 98%

Densidad= 1.638 g/mL

0.0059 moles FOH
2

= 0.0029 moles necesarias de SOCI2

118969 034499  0.2mlL
mol  1.638g/mL 98 %

0.0029 mol x x 100 %

= 0.200 mL necesarios
Para el caso de la trietilamina, esta deberd estar en la misma proporciéon que el
cloruro de tionilo para neutralizar el HCl formado durante la adicion del cloruro de
tionilo.
c. Trietilamina (CsH1isN):
Peso molecular: 101.19 g/mol
Densidad: 0.726 g/mL

Pureza: 98 %

0.0059 moles FOH

> = 0.0029 moles necesarias de trietilamina

101.19g  0.2934g  0.4041mL

_ - 100 9
mol  _0726g/mL 98y, 100%

0.0028 mol trietilamina x

= 0.41mL
Sintesis y cromatografia en capa fina.
a. Enun matraz bola de 100 mL adicionar 10 mL de THF (Tetrahidrofurano), el cual,
es un compuesto de polaridad intermedia que se usard como disolvente en
nuestro medio de reaccion. Afladir una barra de agitacion magnética pequeiia

(0.5—-1 cm aprox.)
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b. Adicionar 500 pL (0.0059 moles) de alcohol furfurilico (CsHeO3).

c. Adicionar 400 pL (0.0029 moles) de trietilamina (CsH1sN).

d. Adicionar muy lentamente 204 uL (0.0029 moles) de cloruro de tionilo (SOCI,).
PRECAUCION este reactivo es muy irritante al tacto y al olfato, no olvidar
manejarlo dentro de la campana de extraccion.

e. Dejar esta mezcla de reaccién durante una hora a temperatura ambiente y
agitacién constante.

f. Tomar una pequena muestra desde el matraz bola con pipeta Pasteury colocarla
sobre una placa de silica.

g. Eluir con una mezcla de Hexano: acetato de etilo (8:2).

h. Revelar dicha placa impregnando acido fosfomolibdico sobre la superficie con
ayuda de unas pinzas y una torunda, posteriormente, calentarla sobre una
parrilla hasta la aparicion de un color azulado caracteristico.

La figura 13 muestra el resultado de la cromatografia en capa fina obtenida al

término de la reaccién. Se observa que como resultado de la reaccién se obtienen al

menos dos tipos de compuestos. La mancha sefialada dentro del circulo rojo
representa al posible compuesto de interés. Esto se sabe debido a que en
experimentos anteriores se determind que el compuesto de interés tenia casi la
misma distancia de recorrido o factor de retencidon (RF) desde el punto de aplicacion
gue la muestra de alcohol furfurilico, ademas de que al observarse dentro de una
[dmpara de luz UV a 254 nm, este ultimo no aparecia y el difurfuril éter si. El furfural

no es observado con estos reveladores.
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FOH F RXN FOH F  RXN

Figura 13. Cromatografia en capa fina para comprobar la sintesis de furfuril éter.
FOH: alcohol furfurilico; F: furfural; RXN: muestra proveniente de la reaccidn.
A) Revelado con acido fosfomolibdico; B) Revelado con vainillina.

Mezcla de elucion hexano: acetato de etilo (8:2).

En la siguiente figura 14 se muestra el compuesto de interés una vez que este se
concentrd, eliminando el exceso de solvente al término de la reaccion. Se puede
apreciar nuevamente que el compuesto tiene casi el mismo RF que el alcohol
furfurilico, ademas de que el color del relevado con acido fosfomolibdico es
diferente, lo que hace pensar que no son el mismo compuesto, aunque tengan el

mismo RF.
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FOH RXN

Figura 14. Cromatografia en capa fina para comprobar la sintesis de furfuril éter
concentrado. FOH: alcohol furfurilico; RXN: muestra proveniente de la reaccidn.
Revelado con acido fosfomolibdico. Mezcla de elucidén hexano: acetato de etilo (8:2).

Purificacién por cromatografia en columna.

a. Adicionar 1 mL aproximadamente de una solucién de bicarbonato al 5% al
matraz bola con la mezcla de reaccién.

b. Adicionar a esta mezcla aproximadamente 10 mL de cloroformo, el compuesto
de interés difurfuril éter se quedara dentro de la fase orgdanica de cloroformo, la
cual, fue secada empleando sulfato de sodio anhidro (Na;SO4) y posteriormente
filtrada.

c. Separar ésta ultima fase, llevarla a otro matraz bola y por medio de un rotavapor
evaporar el exceso de solvente?, dejar el tiempo necesario hasta que se observe
una cantidad minima de solvente.

d. Unavez que nuestro compuesto se encuentra concentrado, se adsorbid en silica

gel para su separacién cromatografica, se formara un polvo seco.

! Condiciones del rotavapor= 16°C y 45 rpm.
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e. Posteriormente, preparar una cromatografia en columna con silica gel dentro de
una columna cromatografica de 1m x 2 cm de didmetro, afiadir silica gel hasta
cubrir 7 pulgadas de altura; afiadir el polvo seco (compuesto de interés) obtenido
en el paso d y homogenizar empleando hexano, posteriormente comenzar a eluir
con la fase movil conformada por la mezcla de hexano/acetato de etilo en
proporciones de 10:0, 9:1, 8:2, 0:10 y metanol puro al final.

f. Hacer una cromatografia en placa fina con cada una de las muestras eluidas para
confirmar en que mezcla de elucidén se encuentra el compuesto de interés.

g. Unir estas mezclas y dejar que se evapore el exceso de solvente a temperatura
ambiente o baifo maria a 50°C aproximadamente.

h. Tomar una pequefia muestra del compuesto y analizar por IR, RMN de H* y

HPLC?.

Identificacion de genes que codifiquen enzimas responsables de la

biotransformacidn de furfural a un compuesto menos téxico.

a. Se identificaron dentro del genoma de A. schindleri ACE y A. baylyi ADP1 genes
gue codifican para enzimas alcohol y aldehido deshidrogenasas.

b. Se seleccionaron aquellos que demostraban ser los mds viables en la

biotransformacion del furfural.

2 para analizar la muestra sintetizada en HPLC, se mezclaron 25uL de ésta, 25uL de metanol y 25ul agua MQ
(Vt= 75pL). Posteriormente se filtré la mezcla con filtro de 0.2um y se inyectaron manualmente 30uL.
Condiciones de corrida: 60°C, Fase movil= H2S04 (5 mM): Acetonitrilo 2 (90-10%). Columna Aminex HPX 87.
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c. Se copiaron las secuencias de dichos genes y se hizo un alineamiento multiple
entre ellas, con ayuda del software Muscle: ClustalW2 de European

Bioinformatics Institute https.//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

d. Se determind si existia homologia entre las secuencias evaluadas, tanto en
numero de aminoacidos, como en numero de nucleétidos.

e. Posteriormente, cada una de estas secuencias fueron sometidas a un segundo
Blast usando la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Esto con la finalidad de confirmar la homologia de estas secuencias

con las de otras especies de Acinetobacter.

Diseiio de oligonucledtidos para amplificar genes de enzimas responsables de la
biotransformacion de furfural.

Una vez identificados los genes que pudieran llevar al cabo la biotransformacién del
furfural, se copiaron las secuencias de dichos genes, ademas de un grupo de genes
gue podrian ser de referencia durante la cuantificacién de transcritos. Se procedié a
disefar los oligonucledtidos mediante la herramienta Primer Design-Primer BLAST
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). La secuencia de los
oligonucleédtidos de los genes seleccionados para este estudio se detalla en el
apéndice B de este documento. Una vez sintetizados los oligonucledtidos (Unidad
de Sintesis y Secuenciacidn, Instituto de Biotecnologia, UNAM), se registraron las
concentraciones que cada uno de ellos tenia. Posteriormente se tomd el volumen
necesario y se hicieron diluciones a 50 pmol/pL (50 uM). de cada uno y se procedid

a comprobar que estos producian un solo producto de amplificacidn con un tamaiio
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de 101 pb mediante PCR de punto final (Tablas 4 y 5) con ADN genémico de ambas
cepas y los productos de amplificacion fueron analizados en geles de agarosa al 3%

(p/v) (Tabla 6).

Tabla 4. Condiciones de amplificacién de la PCR de punto final para genes de
enzimas posiblemente involucradas en la biotransformacién de furfural.

Temperatura Tiempo
95°C 2 minutos
94°C 45 segundos
60°C 30 segundos | 3> ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos
4°C 5 minutos

Tabla 5. Condiciones de reaccidn de la PCR en punto final para comprobar la produccién
de un solo producto de amplificacion de los oligonucledtidos disefados.

Componente | Volumen (uL)
H,0 4.75
Master mix 6.25
OF 0.5
OR 0.5
Templado 0.5
Total 12.5

Tabla 6. Condiciones para la elaboracion del gel de agarosa al 3% (p/v).

Componente Cantidad
Agarosa 3 gramos
TBE 0.5X 100 mL
Syber Green | | 0-75 KL por cada 30 mL de gel

*Disolver la agarosa con el TBE 0.5X calentando, posteriormente,
sin dejar enfriar, afiadir el Syber Green I.
Mezclar bien y vaciar sobre la placa, colocando el peine antes de su enfriamiento.
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Obtencion de ARN total para analisis de expresion de genes posiblemente

involucrados en la biotransformacion de furfural por gPCR.

Obtencidn y tratamiento previo de muestras de cultivo.

a.

El volumen necesario de cada cepa se aifadidé a matraces de 500 mL con 50 mL
de medio mineral M9 conteniendo 4 g/L de acetato. Se incubaron a 30°Cy 250
rom.

Se monitored la absorbancia a 600 nm cada hora y una vez que alcanzo la fase
estacionaria de crecimiento se tomé una alicuota de 7.5 mL del medio de cultivo,
la cual, se mezclé con 7.5 mL del reactivo RNAprotect Bacteria Reagent® (Qiagen,
Cat No./ID: 76506) dentro de un tubo estéril de 50 mL para llevar al cabo la
extraccion de ARN de la condicién sin furfural en el medio de cultivo;
posteriormente, se comenzaron a afadir pulsos de furfural equivalentes a 0.5
g/L cada 30 min, siendo 4 pulsos en total. Tras 30 minutos del ultimo pulso, se
tomo otra alicuota de 7.5 mL del medio de cultivo y se mezclé nuevamente con
7.5 mL de reactivo RNAprotect® dentro de un tubo estéril de 50 mL para llevar

al cabo la extraccion de ARN de la condicién con furfural en el medio de cultivo.

Lisis celular.

a.

Inmediatamente de la adicion y mezcla de medio de cultivo y reactivo RNA
protect®, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente obteniendo un volumen
final de 15 mL.

En 10 tubos eppendorf de 1.5 mL se colocaron 1.5 mL de la mezcla anterior a

cada tubo y se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 minutos.
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C.

Se desech6 el sobrenadante y se agregaron nuevamente 1.5 mL de la mezcla a

cada uno de los 10 tubos.

d. Se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 minutos, se desechd el sobrenadante.

e. El pellet formado al fondo del tubo fue llevado al congelador a -80°C.

Extraccién y purificacion de ARN: método RNeasy®Protect Bacteria mini Kit (Qiagen,

Cat No. /ID: 74524).

Se preparo el buffer RLT anadiendo 10 plL de B-mercaptoetanol por cada 1 mL de
buffer RLT usado. Mezclar bien esta solucidn.

Se afadid a las muestras 100 pL de buffer TE con lisozima (1 mg/mL), mezclar
con agitacion tipo vértex durante 10 segundos.

Se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos, dentro de una
incubadora para tubos eppendorf (Thermomixer) a 500 rpm. Se agitdé por
inversion cada 2 minutos.

Terminado este tiempo se agregaron 350 plL de buffer RLT a cada tubo y se hizo
agitacién tipo vértex.

Se afiadid a cada tubo 250 pL de etanol al 96-100% y se homogenizd por
inversion.

Se anadieron los 700 uL del lisado a la columna de RNAeasy mini, la cual, estaba
colocada dentro de un tubo colector de 2 mL, se centrifugd 15 segundos a 10,000

rpm. Se desech¢ el sobrenadante.
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Se afiadieron 700 pL de buffer RW1 a la columna (la cual estd dentro del tubo
colector de 2 mL). Se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 segundos. Se desechd
el sobrenadante.

Se anadieron 500 plL de buffer RPE a la columna dentro del tubo colector, se
centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos. Se desechd el sobrenadante.

Se colocd la columna en un nuevo tubo colector y se centrifugd a maxima
velocidad durante 1 minuto para secar lo mas posible la membrana de la
columna.

Se colocd la columna en un nuevo tubo colector y se afiadieron 30 pL de agua
libre de RNasas directamente sobre la columna. Se centrifugé durante un minuto
a 10,000 rpm para eluir el ARN. Se repitié la elucién con el mismo volumen (30
uL) del ARN ya eluido.

Se cuantificd la cantidad de ARN y se llevd a congelacién a -80°C hasta su

procesamiento.

Extraccion y purificacion de ARN: método fenol — cloroformo.

a.

Descongelar dos tubos de células almacenadas a -80°C dentro de reactivo
RNAprotect Bacteria Reagent® (Qiagen, Cat No./ID: 76506).

Resuspender cada tubo en 0.2 mL de solucién con lisozima 10 mg/mL. Mezclar
con ligero vortex.

Incubar a 30°C por 15 minutos. Dar agitacion tipo vortex ligera cada 3 min,

aproximadamente.
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. Adicionar 0.2 mL de solucion SDS 2% y acetato de sodio 0.01 M (en agua DEPCy
filtrado) y mezclar por vortex durante 30s a velocidad maxima.

Calentar maximo 10 min a 70°C, dependiendo de la lisis.

Adicionar 0.75 mL de fenol a 70°C (mezclar por inversién) y dar agitacién tipo
vortex durante 30s a velocidad maxima.

Incubar 3 min a 70°C.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min a 4°C.

Recuperar fase acuosa superior, transferirla a un tubo eppendorf.

Adicionar un volumen equivalente de fenol a 70°C y dar vortex durante 30s a
velocidad maxima.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 5min a 4°C.

Recuperar la mayor cantidad de fase acuosa superior evitando tomar la
interfase.

. Adicionar un volumen equivalente de fenol/cloroformo/Isoamilico (25:24:1) y
dar vortex durante 30s a velocidad maxima.

Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min a 4°Cy recuperar la fase acuosa superior

cuidando de no tomar interfase.

. Adicionar un volumen equivalente de cloroformo y dar agitacion vértex durante

1 min a velocidad maxima (2X si la interfase es gruesa).
Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C.

Recuperar la fase acuosa superior evitando tomar la interfase.
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r. Adicionar 1/10 volumen de acetato de sodio 3M y dar agitacion vortex suave por
10 segundos.

s. Agregar 2.5 volimenes de etanol absoluto y dar agitacién vértex suave por 10
segundos.

t. Centrifugar a 10,000 rpm durante 15 min a 4°C (se observa pastilla blanca).

u. Eliminar sobrenadante y dejar secando los tubos boca abajo sobre un pafiuelo.

v. Resuspender el pellet en 30 pL de H,O libre de nucleasas y almacenar a -80°C
hasta su uso.

Cuantificacion de ARN.

Obtenido el ARN, se cuantific6 mediante un espectrofotémetro NanoDrop UV-Vis

(Thermo Scientific, USA). Se encendié el instrumento y dentro del software se eligié

la opcién de cuantificacion de ARN. Se limpid el porta muestras con agua grado

Biologia Molecular y con ayuda de un paio suave. Se calibré a cero, agregando en el

porta muestras 2 pL de agua grado Biologia Molecular. Una vez calibrado, se

retiraron con un pafio suave los 2 plL de agua del porta muestras. Cada muestra fue

homogenizada perfectamente y se colocaron 2 ylL en el porta muestras del aparato

para su cuantificacion. Una vez cuantificada, la muestra se retird y se procedid a

cuantificar el resto del mismo modo descrito anteriormente, limpiando el porta

muestras con 2 ulL de agua entre cada lectura.

Digestion de ARN con DNAsa.

Este procedimiento se realizé conforme al protocolo del kit Turbo DNA free Kit

(Thermo Scientific, Cat No. AM1907).
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De acuerdo con la concentracion obtenida de ARN en cada muestra, se tomo el
volumen necesario que garantice llevar la cantidad de 31.5 pg de ARN. Esto
debido a que para el ensayo con DNAsa se sugiere hacerlo en un stock de ARN
de concentracién de 350 ng/uL en un volumen de 90 pL. de tal manera que al
tener una alicuota con una cantidad de 31,500 ng de ARN vy llevarla hasta 90 pL
de volumen total con agua grado Biologia Molecular, la concentracién de esta
solucién serd de 350 ng/uL, concentracién recomendada de trabajo para la
DNAsa.

Se afadieron a las muestras 10 pL de reactivo 10X Turbo DNAse buffer y se
mezclé mediante pipeteo.

Se agregaron 1.5 uL de enzima DNAsa y se mezcld por pipeteo.

Se incubd a 37°C durante 30 minutos.

Se agregaron otros 1.5 pL de enzima y se mezclé por pipeteo.

Se incubd a 37°C durante otros 30 minutos.

Se transfirio el volumen de digestion (aprox 103 uL) a un nuevo tubo de 0.6 mL
(el uso de un tubo de esta capacidad se recomienda para facilitar la remocién
del reactivo de inactivacién de la DNAsa en los pasos siguientes)

Se afiadieron 12 pL del reactivo de inactivacidon de DNAsa y se dio vortex.

Se incubd 5 minutos a temperatura ambiente, mezclando ocasionalmente.

Se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 minutos y transfirié el ARN a un tubo
eppendorf de 0.6 mL evitando traer el reactivo de inactivacion de DNAsa, el cual,

estaba en el fondo.

66



k. Se colocé el tubo con ARN digerido en hielo.

|. Se midid la concentracion de ARN.

m. Se almacend a -80°C.

PCRs de punto final de verificacion usando como templado muestras de ARN
digeridas con DNAsa.

Una vez que las muestras de ARN fueron digeridas con la enzima DNAsa, se
corroboré la ausencia de ADN en ellas mediante la amplificacién por PCR de punto
final del gen pntB, el cual, es una transhidrogenasa de la que se obtuvo una mayor
cantidad de productos de amplificacién al llevar al cabo la PCR de punto final para
confirmar el disefo de oligonucleétidos (ver apéndices B y D). Posteriormente, los
productos de amplificacién fueron revelados en un gel de agarosa al 3% (p/v). Como
control positivo se usé como templado ADN gendmico de A. baylyi ADP1. Las

condiciones de este ensayo se muestran en las tablas 7, 8 y 6.

Tabla 7. Condiciones de la PCR de punto final para el gen pntB.

Temperatura Tiempo
95°C 2 minutos
94°C 45 segundos .
56°C 30 segundos | 32 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos
4°C 5 minutos
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Tabla 8. Condiciones de reaccién de la PCR punto final para el gen pntB.

Componente Volumen pL
Agua 4.75
PCR Master Mix 6.25
OF= ACIAD3078F (50 pmol/uL) 0.5
OR= ACIAD3078R (50 pmol/pL) 0.5
Templado 0.5
Total 12.5

Evaluacidn de integridad de ARN.
Para esta evaluacion se empled el equipo Bioanalizador modelo Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent GC systems, USA).
I.  Instalacién de la estacidon del chip.
a. Se desatornillé la vieja jeringa de la tapa de la estacion de chip.
b. Se liberd la jeringa del clip del soporte superior y se deseché.
c. Se obtuvo una nueva jeringa y se removié el empaque, se insertd
dentro del clip del soporte superior.
d. Se deslizé hacia el orificio de la tapa de la estacidn y se atornillé.
II.  Ajustar la base de la placa.
a. Se abrié la estacion del chip.
b. Se abrid el tornillo en la parte inferior de la placa base.
c. Se subid la placa base e insertdé nuevamente en la posicién
denominada “C”. Se volvié a ajustar el tornillo.

lll.  Ajuste del clip de la jeringa.
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a. Seliberd la palanca del clip y deslizé hasta la posicion superior.
IV.  Limpieza del cartucho de electrodos del equipo.

a. Se abrié un chip de limpieza.

b. Se abrid la tapa del equipo y se colocd dicho chip en la posicion
indicada.

c. Se cerré la tapa del instrumento y se dejé reposar durante un
minuto.

d. Se abrid la tapay se removio el chip de limpieza.

e. Se guardd dicho chip para limpiezas futuras.

V.  Preparacién del gel.

a. Se dejoé que todos los reactivos tengan la temperatura ideal
dejandolos al menos 30 minutos a temperatura ambiente antes
de usarse.

b. Se colocaron 550 pL del reactivo Agilent RNA 6000 nano gel
matrix© (Cat No. 5067-1511) dentro del receptdculo de un filtro
spin.

c. Se colocd el filtro spin dentro de una microcentrifuga y se
centrifugd a 4,000 rpm durante 10 minutos.

d. Se tomo una alicuota de 65 uL del gel filtrado y se colocé dentro
de un tubo eppendorf de 0.5 mL el cual viene contenido en el kit.

Se almacend a 4°C hasta su uso.
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VI.  Preparacién de la mezcla gel/colorante.

a. Se dejo que todos los reactivos tuvieran la temperatura ideal
dejandolos al menos 30 minutos a temperatura ambiente antes
de usarse.

b. Se hizo una agitacion tipo vértex al reactivo RNA 6000 Nano Dye
concentrate© (Cat No. 5067-1511) durante 10 segundos y
posteriormente, se centrifugd a mdaxima velocidad durante 3
segundos.

c. Se afiadié 1 L de reactivo RNA 6000 Nano Dye concentrate© a
los 65 pL de gel filtrados previamente.

d. Se cerrd el tubo y se dio agitacién tipo vortex vigorosa, se
inspecciond la correcta homogenizacién de ambos reactivos.

e. Se centrifugé el tubo a temperatura ambiente durante 10
minutos a 14,000 rpm. Se usé la mezcla lo antes posible.

VII.  Carga de la mezcla colorante/gel dentro de un chip de ARN.

a. Se dejo que todos los reactivos tuvieran la temperatura ideal
dejandolos al menos 30 minutos a temperatura ambiente antes
de usarse.

b. Se tomd un nuevo chip RNA nano®© (Cat No. 5067-1511) y se
retiré de su empaque.

c. Se colocd dicho chip en la estacién del chip.
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d. Se pipetearon 9 plL de la mezcla gel/colorante dentro del fondo
del pozo marcado con la letra G sefialada en el chip.

e. Seasegurd de que el embolo de la jeringa estuviera en la posicién
de 1 mLy a continuacién se cerrd la estacién, esto debid hacer un
clic si fue cerrado correctamente.

f. Se presioné el embolo de la jeringa hacia abajo hasta que este
permanecio sujetado por el clip.

g. Se esperaron 30 segundos y después se liberd el embolo del clip.

h. Visualmente se inspeccioné que el embolo se movid hasta la
posicion de 0.3 mL de la jeringa.

i. Se esperaron 5 segundos, después lentamente se colocd el
embolo nuevamente hasta la posicion de 1 mL en la jeringa.

j- Se abrid la estacion del chip.

k. Se pipeteraon 9 pL de la mezcla gel/colorante dentro de los pozos
marcados en el chip.

VIIl.  Carga del marcador dentro del chip de ARN.

a. Se pipetearon 5 plL del marcador dentro de los pozos indicados en

el chip de ARN (se aprecia un simbolo de escalera) y dentro de los

12 pozos para muestras.
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IX.  Carga de las muestras y el marcador de peso molecular dentro del chip
de ARN.

a. Antes de comenzar, descongelé el marcador de peso molecular,
se hicieron alicuotas y se mantuvieron en hielo.

b. Para minimizar estructuras secundarias, se desnaturalizaron las
muestras calentado a 70°C durante 2 minutos antes de cargarlas
al chip.

c. Se pipeted 1 puL de ARN marcador de peso molecular dentro del
pozo marcado (se aprecia un simbolo de escalera).

d. Se pipeted 1 uL de muestra dentro del pozo destinado para esto
(hasta 12 muestras).

e. Se colocd el chip dentro del aparato destinado para hacer vortex
(IKA vortex mixer) y se hizo agitacion tipo vortex durante 60
segundos a 2,400 rpm.

f. Seinsertdé cuidadosamente el chip dentro del Bioanalizador.

X.  Insertar el chip dentro del Bioanalizador.

a. Se encendid el equipo y se asegurd de que el software y las
conexiones estuvieran funcionando correctamente.

b. Se abrid la tapa del instrumento.

c. Se verificd que el cartucho de electrodos estuviera insertado

correctamente y el selector del chip estuviera en posicion 1.
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Se colocé el chip cuidadosamente dentro del receptaculo. El chip
embona solo de una manera.

Cuidadosamente se cerrd la tapa del instrumento. Los electrodos
dentro del cartucho de electrodos encajan dentro de los pozos del
chip.

El software indicé en la pantalla que el chip habia sido insertado
y la tapa habia sido cerrada.

Se inicié la corrida del chip seleccionando los pardametros
adecuados para nuestro ensayo (Electroforesis — ARN).

Se indicé al software donde se guarda nuestro archivo.

Se dio clic en Start.

Al finalizar el proceso se removio el chip y posteriormente se dio
limpieza al cartucho de electrodos con el correspondiente chip de
limpieza, colocdandolo dentro del aparato y cerrando la tapa

dejando reposar 1 minuto.

Sintesis de ADN complementario.

a.

Cc.

De acuerdo con la concentracion reportada en cada oligonucledtido reverse, se

tomo el volumen equivalente de cada uno de ellos para tener una cantidad de

Se multiplicd este volumen por 20, ya que asi nos permitié tomar un volumen
significativo con la micropipeta.

Se anadid cada uno de estos volumenes dentro de un tubo.
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d.

La suma de cada volumen de los oligonucledtidos reverse nos dio el volumen

total de nuestra mezcla, la cual, tuvo una concentracién caracteristica e igual

para cada uno de los oligonucledtidos. Esta mezcla se aford a 200 microlitros con

agua grado Biologia Molecular.

e. La concentracién de la mezcla de oligonucleétidos fue de 1 pmol/uL (200
pmol/200 puL)

f. Esta solucion es la que se utilizd para llevar al cabo la sintesis de ADN
complementario de acuerdo con la tabla 9. El kit utilizado para este paso fue
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase Kit (Thermo Scientific, Cat No. EP0451).

Tabla 9. Mezcla de reaccion para la obtencién de ADNc
Vol
Item Componente o(:rSen Observaciones

ML necesarios que garanticen una

1 ARN-ADN free XuL cantidad
de 3 pug de ARN dentro de la reaccién.
5 . Mezcla de 10 L
oligonucleétidos

KL necesarios para completar un

3 Agua X pL volumen
final de 60 uL en la reaccidn.

4 Buffer 5X Kit ADNc 12 uL

5 Inhibidor RNAsas 1.5uL

6 dNTPs 10 mM 6 uL

Transcriptasa
7 L
Reversa 3p
Volumen total 60 uL
g. Se afiadieron en orden los primeros 3 items de la tabla 7 dentro de un tubo.
h. Se mezcld suavemente, se dio un golpe de centrifuga e incubd a 65°C durante 5

minutos.

Se dio nuevamente un golpe de centrifuga y se llevd a hielo.
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j. Se anadieron los items del 4 al 7 respetando ese orden.

k. Se mezcld suavemente, se dio golpe de centrifuga.

I.  Seincubd a 45°C durante una hora.

m. Se incubd a 70°C durante 5 minutos.

n. Secongeld a-200-70°C.

NOTA: en este punto se obtuvo una concentracién de ADNc equivalente a 50 ng/ulL

dentro de la reaccion, con base en la cantidad afiadida de ARN y el volumen total de

la reaccidn. Posteriormente, este ADNc se diluyd para obtener una solucidon de
concentracion de 5 ng/ulL para llevar a cabo las RT-gPCRs.

Eleccion de un gen de referencia endégeno y determinacion de la eficiencia de

reaccion de amplificacion.

a. Delgrupo de genes candidatos para ser el control endégeno (Tabla 10) se decidid
analizar Unicamente a los genes secA y gyrA, debido a que en trabajos anteriores
(Arteaga, 2017) fueron reportados como los mas adecuados para la cepa de A.
schindleri ACE. Se corrieron PCRs de tiempo real bajo los siguientes parametros

de reaccion (Tablas 11y 12).
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Tabla 10. Lista de genes de referencia cominmente utilizados

en células procariotas (Rocha, 2015).

Gen Descripcion

gyrA ADN girasa A

gyrB ADN girasa B

secA Proteina translocasa sub A
dnaG ADN primasa

adkA Adenilato quinasa
gmk Guanilato quinasa
ftsz Proteina de divisidn celular
recA Recombinasa A

rpoB ARN polimerasa sub B

rpoC ARN polimerasa sub beta prime

Tabla 11. Mezcla de reaccién para amplificacidn
genes de referencia endégenos.

Componente Volumen plL
ADNc 1
OF 0.5 (5 pmol/uL)
OR 0.5 (5 pmol/uL)
Master mix Syber Green 6
Agua grado Biologia Molecular 4
12

Volumen total de cada reaccion
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Tabla 12. Condiciones de amplificacion de la RT-gPCR
para genes de referencia enddgenos.

Temperatura Tiempo
95°C 10 minutos
95°C 15 segundos 40 ciclos
60°C 60 segundos
95°C 15 segundos
60°C 1 minuto | Curva de disociacion
95°C 15 segundos
4°C 5 minutos

b. Se analizaron los datos obtenidos en la RT-qPCR (principalmente el Cq) y se
determiné cual fue el mejor candidato para ser gen de referencia.

c. Una vez seleccionado el gen, se llevd al cabo una prueba de eficiencia con 6
diluciones seriadas de 1:5 a partir del ADNc concentrado (50 ng/uL) de cada
condicidon experimental’.

d. Con los datos obtenidos se hizo una curva patrén y se calculé el nimero de

copias de ADN de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Copias de ADN=6.022141 x 10?3 (copias/mol) x Cantidad ADN (g)

Longitud ADN (pb) x 660 (g/mol/pb)
Donde:
6.022141 x 1022 = Numero de Avogadro
Cantidad de ADN= muestras de concentracion 50, 10, 2, 0.4, 0.08, 0.016 (ng/uL)

Longitud ADN = 101 pb (tamafio del amplicon de los oligos disefiados)

3 Condiciones: cinética de crecimiento sin furfural y con furfural, cada una por duplicado. Cepa: A. baylyi ADP1.
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660= Factor de conversion.

La eficiencia del ensayo puede ser calculada mediante la formula:

E= 10(1/m) -1

Donde:

m= pendiente

RT-qPCR.

Antes de comenzar con las RT-qPCR se hicieron diluciones de los oligonucledtidos

forward y reverse a una concentracion de 5 pmol/uL. Para esto se partié de las

soluciones de oligonucledtidos que tienen una concentracién de 50 pmol/puL.

a. A continuacidn, se realizd la siguiente mezcla de reaccién para cada gen por
duplicado (tabla 13), sin olvidar incluir en ningin ensayo el gen de referencia

(gyrA).

Tabla 13. Mezcla de reaccion para RT-gPCR de genes posiblemente
involucrados en la biotransformacién de furfural.

Componente Volumen plL
ADNC 1[5 ng/uL]
OF 0.5 (5 pmol/puL)
OR 0.5 (5 pmol/puL)
Master mix Syber Green 6
Agua grado Biologia Molecular 4
Volumen total de cada reaccion 12

b. De forma general en el andlisis de PCR en tiempo real se agregaron reacciones

de control sin amplificacion, denominadas No Template Control o NTC. Estos
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controles se constituyen con todos los elementos de la reaccion excluyendo el
ADNCc y sustituyendo por agua grado Biologia Molecular.
c. Una vez agregados los reactivos en la placa, se realiz6 el sellado:
1. Se extrajo una membrana dptica adhesiva y se identificd la superficie
brillante. Esta membrana no debe ser tocada en la superficie.
2. Se doblaron los extremos de la membrana y se retiré la cubierta de papel
blanco, evitando tocar la superficie en todo momento.
3. Se colocd la membrana sobre la placa de plastico sin hacer presion. Se
asegurdé que ésta quedara centrada.
4. Usando un aplicador limpio (ufieta plastica) se fijé la membrana.
d. Las mezclas de reaccidn se corrieron dentro de un termociclador para RT-qPCR
7500 Real Time PCR System (Thermo Fischer Scientific, USA) bajo las condiciones

de la tabla 14:

Tabla 14. Condiciones de amplificacién de la RT-gPCR para genes posiblemente
involucrados en la biotransformacién de furfural.

Temperatura Tiempo
95°C 10 minutos
95°C 15 segundos 40 ciclos
60°C 60 segundos
95°C 15 segundos
60°C 1 minuto | Curva de disociacion
95°C 15 segundos
4°C 5 minutos

e. Finalmente, con los datos obtenidos se procedié a hacer el andlisis de expresion

de genes.
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Capitulo V. Resultados y discusion.
Concentracidn minima inhibitoria de furfural.
El intervalo de concentraciones de furfural para determinar la MIC fue de 0.5 a 2.0

(g/L), con incrementos de 0.25. La tabla 15 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 15. MIC de furfural en cepas de Acinetobacter en placas con medio mineral M9
y acetato 3 g/L. (+) crecimiento, (-) sin crecimiento.

Crecimiento de la cepa

Concentracion de

ACE ADP1
furfural (g/L)
0.50 + +
0.75 + +
1.00 + +
1.25 - -
1.50 - -
1.75 - -
2.00 - -

Para ambas cepas la MIC fue de 1.25 g/L, por lo que, en este caso la presencia del
furfural repercute por igual sin importar la especie. El furfural ha sido identificado
como un inhibidor clave dentro de los hidrolizados lignocelulésicos debido a la
toxicidad causada por si mismo y al efecto sinérgico que tiene con otros inhibidores
(Mills, 2009). El mecanismo por el cual el furfural causa dafio a las cepas de
Acinetobacter no esta del todo claro.

Los compuestos altamente hidrofébicos comprometen la integridad de |la

membrana celular. Sin embargo, no se ha mostrado un dafo perceptible a la
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membrana de E. coli durante la exposicion a furfural, parece ser que los sitios
blancos del furfural se encuentran ubicados al interior de la célula. Los ensayos in
vitro demostraron la reduccion de actividad en algunas enzimas como alcohol
deshidrogenasa (EC 1.1.1.1), la aldehido deshidrogenasa (EC 1.2.1.5) y el complejo
piruvato deshidrogenasa, lo cual, sugiere que el furfural puede afectar multiples
enzimas esenciales del metabolismo central.

Finalmente, estudios realizados en la cepa de E. coli LY180 EMFR9 mostraron que,
las enzimas YghD y DkgA dependientes de NADPH y encargadas de la reduccion del
furfural compiten por este cofactor, el cual, es indispensable para el crecimiento
celular (Miller, 2010). Con esto, se deduce que concentraciones de furfural a partir
de 1.25 g/L en las cepas de A. baylyi ADP1 y A. schindleri ACE podrian inhibir el
crecimiento debido a tres posibles causas: perturbacion de enzimas esenciales del
metabolismo central, rupturas en la cadena de ADN y disminucién indirecta del

cofactor NADPH.
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Velocidad especifica de crecimiento en presencia y ausencia de furfural.
La figura 15 representa el comportamiento cinético de las cepas en ausencia y

presencia de furfural.
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Figura 15. Cinéticas de crecimiento en ausencia de furfural y
3 g/L de acetato (lineas continuas), y en presencia de furfural 1 g/L
y acetato 2 g/L (lineas discontinuas), de las cepas ACE (negro) y ADP1 (rojo).
Experimentos hechos por triplicado, se muestra una grafica representativa.

La velocidad especifica de crecimiento (i) durante la fase exponencial en medio
mineral M9 con acetato 3 (g/L) como fuente de carbono y ausencia de furfural es de
0.7 hty0.9 h?, para ADP y ACE, respectivamente (tabla 16). En presencia de furfural,
la u disminuye 28% y 55% en ADP1 y ACE, respectivamente, con respecto los medios
sin furfural. Es importante remarcar que la cepa ACE tiene una capacidad superior
para catabolizar el acetato como Unica fuente de carbono (Sigala et al., 2017; Sigala
et al., 2019). Sin embargo, la cepa ADP1 es la que se muestra una menor afectacion

en su velocidad especifica de crecimiento al estar en presencia del furfural.
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Tabla 16. u en ausencia de furfural y 3 (g/L) acetato vs i en presencia de furfural 1 (g/L)
y acetato 2 (g/L). Experimentos hechos por triplicado.

Cepa | u (h?)sin furfural | u(h?) con furfural

ACE 0.9+0.08 0.4+0.03

ADP1 0.7 £0.03 0.5+0.04

Actualmente, uno de los campos de investigacion mas estudiados es el del desarrollo
de cepas tolerantes al furfural. Algunas cepas de Escherichia coli y Saccharomyces
cerevisiae son los modelos mds estudiados dada su importancia en el uso de
hidrolizados de biomasa lignoceluldsica. Como ejemplo, se ha demostrado que en
cepas de E. coli tolerantes a furfural (alrededor de 1 g/L) y xilosa como fuente de
carbono, la u se encuentra alrededor de 0.2 h™* (Wang, 2012). Para el caso de cepas
de S. cerevisiae tolerantes a concentraciones de furfural de 0.8 (g/L) y glucosa como
fuente de carbono, la u se encuentra entre valores de 0.2 a 0.3 h! (Xiao, 2014). Con
base en estos datos podemos observar que en medio mineral M9 con acetato como
Unica fuente de carbono y presencia de furfural 1 (g/L), las cepas de Acinetobacter
ADP1 y ACE tiene una u mucho mayor a algunas de las cepas de interés industrial
mas usadas.

Durante las cinéticas de crecimiento se obtuvieron muestras para determinar el
porcentaje de acetato y furfural residual al paso del tiempo. En las figuras 16 y 17
podemos observar los resultados obtenidos para las cepas ADP1 y ACE,
respectivamente. La cepa ADP1 es una mejor detoxificadora al degradar la totalidad

de furfural a la hora 4, mientras que la cepa ACE lo logra mas alld de la hora 8.
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Figura 16. Crecimiento ADP1 (linea continua negra) en presencia de acetato 2 g/L
y furfural 1 g/L. Porcentaje de acetato (linea continua roja)
y furfural residual (linea continua azul).
Experimentos hechos por triplicado, se muestra una grafica representativa.
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Figura 17. Crecimiento ACE (linea continua negra) en presencia de acetato 2 g/L
y furfural 1 g/L. Porcentaje de acetato (linea continua roja)
y furfural residual (linea continua azul).
Experimentos hechos por triplicado, se muestra una grafica representativa.
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Velocidad especifica de crecimiento en presencia de furfural y alcohol furfurilico.

Se ha reportado que varias bacterias y levaduras son capaces de transformar el
furfural a alcohol furfurilico, como es el caso de Saccharomyces Spp (Preston, 2002).
También se ha demostrado que algunas bacterias entéricas pueden metabolizar el
furfural a alcohol bajo condiciones aerobias y anaerobias (Preston, 2002). En otros
casos se comprobd la degradacion de furfural por cepas de E. coli KO11y LYO1, y por
Klebsiella oxytoca (Preston, 2002). El furfural fue reducido por completo por cada
cepa con una relacion estequiométrica casi equivalente entre el furfural y el alcohol
furfurilico (Preston, 2002). Con base en estos antecedentes, se estudid el
comportamiento de las dos cepas estudiadas en presencia de la mezcla de furfural
y alcohol furfurilico. Las figuras 18 y 19 muestran el comportamiento cinético de
crecimiento en presencia de estos compuestos, ademas, la tabla 17 muestra el valor

de u para cada caso.
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Figura 18. Crecimiento de ADP1 (linea continua negra) en presencia de
acetato 2 g/L (linea continua roja), furfural 0.5 g/L (linea continua azul)
y alcohol furfurilico (FOH) 0.5 g/L (linea continua verde).
Experimentos hechos por duplicado, se muestra una grafica representativa.
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Figura 19. Crecimiento de ACE (linea continua negra) en presencia de
acetato 2 g/L (linea continua roja), furfural 0.5 g/L (linea continua azul)
y alcohol furfurilico (FOH) 0.5 g/L (linea continua verde).
Experimentos hechos por duplicado, se muestra una gréfica representativa.

La presencia en conjunto de 0.5 g/L de furfural y 0.5 g/L de alcohol furfurilico
disminuye la pun 28% y 33% en ADP1 y ACE, respectivamente, en comparacién con

medios sin la presencia de estos compuestos (Tabla 17). En la cepa ADP1, ambos
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compuestos son degradados mas rapidamente en comparacion con ACE. Es
importante sefialar que la produccion del difurfuril éter se llevd al cabo en ambas
cepas; la concentracion de alcohol furfurilico se mantuvo disminuyendo a lo largo
de la cinética, no se observd un aumento de ésta durante algun punto del tiempo
gue demuestre su acumulacidn por efecto de una primera biotransformacion del
furfural a alcohol furfurilico como pasa en otros microorganismos, sin embargo, esto
no significa que no haya formacion del alcohol, sino que posiblemente su
degradacion o biotransformacién a otro compuesto (posiblemente el difurfuril éter)

es muy rapida.

Tabla 17. u en ausencia y presencia de furfural 0.5 g/L y alcohol furfurilico 0.5 g/L.

cena | # (h1) sin furfuraly | u (h') con furfuraly
P alcohol furfurilico alcohol furfurilico

ACE 0.9+0.08 0.6 £ 0.06

ADP1 0.7 £0.03 0.5+0.02

Posteriormente, se evalud el comportamiento cinético en presencia de acetato y
alcohol furfurilico (figuras 20 y 21) a una concentracién de 1 g/L, y se determiné que
la u disminuye un 25% y 11% en ADP1 y ACE (tabla 18), respectivamente, en
comparacion con medios sin la presencia del alcohol; ademads se observa que el
alcohol furfurilico se degrada mas lentamente en ADP1 en comparacion con ACE.
Posiblemente, esta degradacion mas lenta en la cepa ADP1 se debe a que este
alcohol de naturaleza aromatica no es toxico a dicha concentracién y la célula no
emplea demasiados recursos en su degradacién. Es importante sefialar que se

detecto la presencia de difurfuril éter en estos experimentos con ambas cepas, por
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lo que, podemos deducir que el alcohol furfurilico puede ser intermediario para la

formacion de dicho éter.
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Figura 20. ADP1 (linea continua negra) en presencia de acetato
2 g/L (linea continua roja) y alcohol furfurilico 1 g/L (linea continua verde).
Experimentos hechos por duplicado,
se muestra una grafica representativa.
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Figura 21. ACE (linea continua negra) en presencia de acetato
2 g/L (linea continua roja) y alcohol furfurilico 1 g/L (linea continua verde).
Experimentos hechos por duplicado,
se muestra una grafica representativa.

88



Tabla 18. u en ausencia y presencia de alcohol furfurilico 1 g/L.

o u (h?) sin u (h?) con

P alcohol furfurilico | alcohol furfurilico
ACE 0.9 +0.08 0.8+0.02
ADP1 0.7 £0.03 0.5+0.02

Finalmente, es importante hacer notar que en las cinéticas con presencia de furfural
y alcohol furfurilico la sintesis del difurfuril éter fue mayor que en aquellas dénde
solamente habia alcohol furfurilico, esto se determiné mediante el analisis de las
areas de los picos representativos del éter en los cromatogramas obtenidos del
analisis de HPLC (datos no mostrados).

Cinéticas de crecimiento en presencia de acetato (3 g/L) y pulsos de furfural (0.5
g/L).

La figura 22 muestra el comportamiento cinético de las cepas tras la adicién de
furfural en pulsos equivalentes a 0.5 g/L cada hora a partir de una DO de 1. Bajo
estas condiciones la u no se ve alterada con respecto a los experimentos en ausencia
de furfural (tabla 19). Sin embargo, aunque ambas cepas son buenas
detoxoficadoras, la cepa ACE no logra biotransformar la totalidad del furfural
anadido en forma de pulsos tras determinar su presencia con un ensayo cualitativo
(ver apéndice C) (tabla 20); caso contrario de la cepa ADP1, la cual, logra
biotransformar la totalidad del furano al no haber presencia de éste al tratar de

determinarlo con un ensayo cualitativo (ver apéndice C).
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22. Cinéticas de crecimiento de las cepas ADP1 (linea continua roja)

y ACE (linea continua negra) en presencia de acetato 3 g/Ly
furfural en pulsos equivalentes a 0.5 g/L (flechas azules).

Tabla 19. u de cepas de Acinetobacter crecidas en medio mineral M9

con 3 g/L de acetato y furfural en pulsos equivalentes a 0.5 g/L.

1\ o -1
Cepa p (h) sin u (h) con
furfural pulsos de furfural
ACE 0.9 0.9
ADP1 0.7 0.7

Tabla 20. Concentracion de furfural acumulada mediante pulsos. Se determiné la presencia
del furfural ala hora 4 y 6 de la cinética de crecimiento. Biotransformacion por cepas
de Acinetobacter. (+): presencia de furfural, (-): ausencia de furfural.

4 horas 6 horas
Furfural
acumulado 1g/L 2g/L
ADP1 (-) (-)
ACE (+) (+)
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Cinéticas de crecimiento en presencia de acetato (4 g/L) y pulsos de furfural (0.5,
1.0y 2.0 g/L).

Con la finalidad de conseguir una mayor cantidad de biomasa y observar una mayor
capacidad de biotransformacién del furfural, se anadieron acetato a una
concentracion de 4 g/L y furfural en pulsos equivalentes a concentraciones de 0.5,

1.0y 2.0 (g/L) a partir de una DO de 1 y distintos tiempos (tabla 21 y figura 23).

Tabla 21. Furfural en pulsos a diferentes concentraciones
y tiempos durante la cinética.

Pulso de furfural Tiempo de la cinética

(g/L) (horas)

0.5 2.5

0.5 3.5

0.5 4.5

0.5 5.5

0.5 6.5

0.5 7.5

2.0 10

1.0 27

2.0 30

Total: 8 g/L furfural Total: 48 horas de cinética

Como se puede observar en los resultados (tabla 22), la 4 disminuye un 11% y un
14% en ACE y ADP1, respectivamente. Esto puede deberse a una competencia por
el cofactor NADPH, el cual, es utilizado para la biosintesis durante el catabolismo de
acetato y a su vez, es usado por las enzimas oxidorreductasas responsables de la

biotransformacion del furfural (Kang, 2012; Liu, 2006; Tsuge, 2015; Zheng, 2013). Sin
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embargo, podemos confirmar que la cepa ADP1 es la mejor detoxificadora, ya que

logra biotransformar la totalidad del furfural afiadido en forma de pulsos (tabla 23),

al no haber presencia de éste tras realizar el ensayo cualitativo (ver apéndice C).

Finalmente, se determind que la velocidad de biotransformacion en la cepa ADP1 es

de 0.5 g/L de furfural cada 30 minutos.

w
1

N
1

=
1

Absorbancia (DO a 600 nm)

2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

Figura 23. Cinéticas de crecimiento de las cepas ADP1 (linea continua roja)
y ACE (linea continua negra) en presencia de acetato 4 g/L y furfural
en pulsos equivalentes a 0.5, 1.0 y 2.0 g/L. Se muestra solo hasta la hora 8.

Tabla 22. u de cepas de Acinetobacter crecidas en medio mineral M9 con 4 g/L
de acetato y furfural en pulsos equivalentes a 0.5, 1.0y 2.0 g/L.

Cepa p(h?)
ACE 0.8
ADP1 0.6
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Tabla 23. Concentracién de furfural acumulada por los pulsos. Se determiné la presencia
del furfural a la hora 8, 24 y 48 de la cinética de crecimiento. Biotransformacién por cepas
de Acinetobacter. (+): presencia de furfural, (-): ausencia de furfural

8 24 48
horas horas horas
Furfural 3 5
acumulado (g/L) (/L) 8 (g/L)
ADP1 (-) (-) (-)
ACE (+) (+) (+)

Sintesis organica e identificacion del compuesto difurfuril éter.

Actualmente, no existen proveedores de difurfuril éter grado analitico, el cual,
serviria como referencia para determinar cuantitativamente el producto
proveniente de la biotransformacién del furfural por cepas de Acinetobacter. Por tal
motivo, se realizd su sintesis en el laboratorio mediante una reaccién de
halogenacién a partir del alcohol furfurilico y cloruro de tionilo (Yang, 2017). La
sintesis de este compuesto se da en un proceso de dos pasos partiendo de la materia
prima alcohol furfurilico y se describe en detalle en la seccién de materiales y

métodos. La purificacion del compuesto se detalla en el apéndice A.
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En trabajos anteriores (Cerros, 2017) se caracterizé por *H-RMN, 3C-RMN e IR el
compuesto proveniente del sobrenadante de medios de cultivo donde se lleva a
cabo la biotransformacién del furfural y se determiné que este compuesto es
denominado difurfuril éter. A continuacion, se presenta su caracterizacion.

Analisis Infrarrojo.

La zona situada a la derecha de la longitud de onda de 1400 cm-1 de un espectro
infrarrojo es, por lo general, notablemente compleja, debido a que en ella aparecen
bandas de vibraciones tanto de alargamiento como de flexiéon y se le denomina
“regidn de huellas dactilares”. Por tal motivo, no pueden efectuarse correlaciones
seguras entre bandas de absorcidén y grupos funcionales determinados en esta zona
(Fessenden, 1983). Sin embargo, esta parte del espectro puede ser especifica y Unica
al momento de diferenciar compuestos similares.

Como se puede observar en la figura 24, el compuesto de interés muestra senales
importantes mas alld de los 1500 cm?, especificamente entre los 2800 y 3000 cm?,
sefiales que representan interacciones “C-H” dentro de un anillo aromatico e
interacciones “C-H” de carbonos con hibridaciéon sp2, lo cual, es consistente con la
fuente de origen del compuesto que es el furfural.

Por otra parte, la sefial encontrada alrededor de los 3300 cm-1 se debe a
interacciones entre puentes de hidrégeno causadas muy posiblemente por el
contenido de agua en la muestra.

Los éteres exhiben una banda de alargamiento debida al enlace “C-O”, que cae

dentro de la regidon “dactiloscopica” entre los 1050-1260 cm-1. Esta absorcidén es,
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por lo general, bastante fuerte, pues la electronegatividad del oxigeno produce,

durante la vibracién, un cambio grande en el momento de enlace (Fessenden, 1983).
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Figura 24. Espectro de IR del compuesto difurfuril éter proveniente de
sobrenadantes del cultivo celular de cepas de Acinetobacter.

Al analizar la muestra proveniente de nuestra reaccién de sintesis mediante IR
(figura 25), observamos que el espectro derivado contiene las sefiales o picos
caracteristicos del compuesto “difurfuril éter”, principalmente aquellas ubicadas en
una longitud de onda alrededor de 2800 y 3100 cm™. Esto con base en el espectro
del difurfuril éter obtenido de las muestras de sobrenadante de los cultivos
bacterianos de Acinetobacter. También se puede apreciar la existencia de una sefial
fuerte a una longitud de onda alrededor de los 1000 cm™, la cual, sugiere la
formacidén de un éter por la seial del enlace “C-O”. De esta manera, se tuvo una

primera confirmacién de la sintesis del éter deseado, ademas, la sefial caracteristica
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del carbonilo del aldehido del furfural en 1700 cm™ desaparece por completo, lo

cual, confirma que ya no es furfural.
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Figura 25. Espectro de IR del compuesto difurfuril éter sintetizado.

Analisis por *H-RMN.

En la figura 26 se muestran las sefiales que representan los nucleos de hidrogeno
del difurfuril éter en un espectro de 'H-RMN obtenido a 500 MHz, empleando
cloroformo deuterado. El nimero de nucleos existentes en cada sefal se puede
obtener por medio de la integracién del drea bajo la curva de la seial, siendo un
valor de integracion igual a 1 la representacidon de un solo nucleo o atomo de
hidrégeno.

La sefal del H correspondiente al carbono marcado con el nimero 4 es las mas
sencilla de identificar, debido a que en presencia de un campo magnético las sefiales

de los nucleos de H muestran diferentes desplazamientos (8) causados por el
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entorno molecular que los rodea. La influencia de atomos electronegativos dentro
de la molécula provoca disminucién de la densidad electrénica del H, fenémeno
conocido como desapantallamiento (Fessenden, 1983).

Por tal motivo, se sabe que la seifal mds alejada del cero es la que presenta el
fendmeno de desapantallamiento, siendo ésta la marcada con el numero 4 (figura
26) que corresponde a un hidrégeno aromatico perteneciente al &tomo de carbono
en la posicion “orto” del anillo, el cual, contiene un hidrégeno con una densidad
electréonica mas baja debido a su cercania al atomo de oxigeno (Fessenden, 1983).
La sefial se aprecia claramente como un doble, dada la regla de multiplicidad n+1
aplicada al hidrogeno vecino del &tomo de carbono marcado con el numero 3.

Con base en estas observaciones, se asigné un valor de integracion de 1.0 a la sefial
perteneciente al carbono marcado con el nimero 4, la cual, tiene un desplazamiento
de 6= 7.42 ppm. Esta se tomé como referencia para el analisis de las dreas bajo la
curva de las senales restantes marcadas con los niumeros 1,2 y 3, las cuales, tienen
valores de integracién de 2.0, 1.0 y 1.0, respectivamente, siendo estos valores
coincidentes con el nimero de hidrégenos que contienen sus relativos atomos de

carbono, teniendo éstos configuracion sp3, sp2 y sp2, respectivamente.
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Figura 26. Espectro 1H-RMN a 500 MHz obtenido del estudio de sobrenadantes provenientes
del cultivo celular en cepas de Acinetobacter una vez que ha biotransformado el furfural.

Por otro lado, al hacer un acercamiento de las sefiales 2 y 3 podemos observar lo

siguiente:

- Seial 2: la sefial se interpreta como una sefial “doble” al aplicar la regla de
multiplicidad sobre el hidrégeno vecino situado en el dtomo de carbono
marcado con el nimero 3. A su vez, dicha sefial se ve partida en otro doble
debido a la influencia o acoplamiento de los hidrégenos vecinos
pertenecientes a los carbonos marcados con los nimeros 3y 4.

- Senal 3: la sefal se interpreta como una sefial “doble de doble” al aplicar la
regla de la multiplicidad sobre los hidrogenos vecinos situados en los dtomos
de carbono marcados con los niumeros 2 y 4, los cuales, tienen la mayor
influencia sobre esta seiial.
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RMN-COSY (1H-1H).
Con respecto al analisis del espectro de RMN-COSY (Correlation Spectroscopy) se
observaron las relaciones homonucleares de los hidrogenos al enfrentar sus sefales

en dos dimensiones (figura 27).
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Figura 27. Espectro RMN-COSY (1H-1H) obtenido del estudio de
sobrenadantes provenientes del cultivo celular en cepas de Acinetobacter

Las correlaciones de los cuatro hidrégenos encontrados (pertenecientes a los
atomos de carbono marcados con los numeros 1, 2, 3 y 4) son coincidentes, se
observa una tendencia lineal (correlacién) y puntos de mayor intensidad donde la

sefial de cada hidrégeno converge con su igual y con la de los hidréogenos mas
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cercanos, la figura 28 muestra el espectro de RMN-COSY depurado y resaltando las
sefiales.

Conforme esta sefial se correlaciona con las sefales de los hidrégenos vecinos
observamos una disminucion en la intensidad de las marcas dentro del plano, lo cual,
indica que tan alejado se encuentra dicho hidrégeno de sus hidrégenos vecinos, por
lo tanto, entre mas alejados se encuentren, menor sera la influencia o acoplamiento
entre ellos, de esta manera observamos que el H asignado en 4.65 correspondiente

al metileno de la posicién 1 tiene una correlacién con el H en 6.32 asignado al H de

la posicién 2.
3 2 o
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Figura 28. Espectro depurado RMN-COSY (1H-1H) obtenido del estudio de
sobrenadantes provenientes del cultivo celular en cepas de Acinetobacter
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El hidrogeno aromatico asignado a la posicion 2 en 6.32 ppm, correlaciona
fuertemente con el hidrégeno en 6.37, alcanza a correlacionar con 4.65 y muy
tenuemente con 7.42 y finalmente, esta sefial correlaciona exclusivamente con el
hidrégeno en 6.37.

En la figura 29 se muestra el espectro de H-RMN proveniente del compuesto
obtenido por medio de sintesis organica del difurfuril éter. Se puede corroborar que
las sefiales caracteristicas alrededor de 4.65, 6.32, 6.37 y 7.42 ppm, asi como las
multiplicidades, son coincidentes con el espectro de la figura 30. Con esto se puede
concluir que el producto de sintesis fue el esperado. No obstante, es importante
sefialar que las diferencias entre las sefiales de los espectros de la figura 26 y 29 se
debe a la diferencia de resolucién en cada uno de ellos, siendo el primero obtenido
a 500 MHz y éste ultimo a 60 MHz, cabe mencionar que tanto el espectro de

infrarrojo como la cromatografia en capa fina también fueron coincidentes.

I I I
7.4 6.3 4.5

(ppm)

Figura 29. Espectro *H-RMN a 60 MHz obtenido del proceso de sintesis orgénica del
difurfuril éter.
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Anélisis por 3C-RMN.

La espectroscopia de H-RMN proporciona una descripcion de los dtomos de
hidrégeno en una molécula orgdnica, por otro lado, la espectroscopia de 3C-RMN
proporciona una descripcidn de los &omos de carbono. En la espectroscopia de 3C-
RMN los desplazamientos quimicos son mayores que los observados en 'H-RMN.
Con 13C, la zona de absorcién se extiende en el intervalo de 0-200 ppm hacia el
campo menor que la sefial de TMS (tetrametil silano, considerado como cero). Esto
permite que los espectros de 13C sean més sencillos que los de *H, ya que en un
espectro de *3C es poco probable que se observen sefiales superpuestas (Fessenden,
1983).

La figura 30 muestra un espectro de 3C-RMN desacoplado de hidrégenos, donde
como su nombre lo indica, el nicleo de *3C no estd acoplado con los de *H y por
consecuencia, no hay desdoblamiento de picos y la sefial para cada grupo de atomos
de carbono magnéticamente equivalentes aparece como un “singulete” (Fessenden,
1983). Esto permite determinar de manera sencilla los diferentes tipos de carbono
en la molécula, que en este caso son cinco.

Las sefiales fueron asignadas a cada atomo de carbono con base en el
desplazamiento (6) que presentan. Sefales en el intervalo de 0 a 60 ppm
representan carbonos con configuracion sp3, senales entre 100 y 150 ppm
representan carbonos con configuracion sp2, pudiendo ser alquenos o aromaticos y
finalmente, carbonos que no contienen hidrégeno mas alld de las 150 ppm

(Fessenden, 1983). De esta manera, se determinaron los tipos y niumero de dtomos
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de carbono dentro de la molécula. No obstante, es importante sefialar la presencia
de unasenal aun § aproximado de 77 ppm, lo cual, indica la presencia de cloroformo

empleado para disolver la muestra.
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Figura 30. Espectro de 13C-RMN obtenido del estudio de sobrenadantes
provenientes del cultivo celular en cepas de Acinetobacter

RMN HSQC (*H-13C).

Los nucleos de 'H y '3C que estan directamente unidos se correlacionan en los
espectros denominados HSQC (Heteronuclear Simple Quantum Correlation). En la
figura 31 podemos ver un espectro de este tipo, en donde se correlaciona de manera
integra las sefales de cada uno de los tipos de atomos de carbono de la molécula
con su respectivo atomo de hidréogeno. Las marcas color amarillo y azul,

corresponden a las sefiales de 'H y 13C, respectivamente. Se observa una perfecta
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correlacidn de *H y 13C para los carbonos marcados con los nimeros 1, 2,3y 4. En el
caso del &tomo de carbono marcado con el nimero 5 (6= 159.99 ppm), no se observa
correlacién con un hidrégeno debido a que se trata del Unico atomo de carbono
dentro del anillo que no contiene un atomo de hidrégeno dado su caracter

cuaternario.

6.37H 6.32H

110.34C 107.73C o \ RMN HSQC
7424 / \153.99co == 500 MHz
142.565l o 5 WEn CDCly
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Figura 31. Espectro de RMN-HSQC obtenido del estudio de sobrenadantes
provenientes del cultivo celular en cepas de Acinetobacter

Analisis por HPLC.
Una vez que la bacteria A. baylyi ADP1 ha biotransformado el furfural en difurfuril
éter, éste se aprecia a un tiempo de retencion alrededor de los 18 minutos dentro

de un cromatograma obtenido mediante HPLC.
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Figura 32. Cromatograma de HPLC del difurfuril éter obtenido en el laboratorio.
Tiempo de retencién de 17.94 minutos.

La figura 32 muestra una seial a un tiempo de retencién de 17.94 minutos, la cual,
coincide con la sefial que aparece en experimentos anteriores y permite confirmar
la correcta sintesis del difurfuril éter. No obstante, se debera evaluar y probar cudl
disolvente es el mas adecuado para poder amplificar la sefial del difurfuril éter
sintetizado en el laboratorio y hacer mas fina su determinacién en HPLC, ya que
como se muestra en la figura 32, adn persisten algunas otras sefales, las cuales,
posiblemente sean de algunos otros polimeros derivados de la sintesis organica del

difurfuril éter.

Cinética de crecimiento de A. baylyi ADP1 en presencia de acetato 4 g/L como
fuente de carbono y furfural en pulsos equivalentes a 0.5 g/L.

Con base en los resultados anteriores, se decidid estudiar como modelo de
detoxificacion a la cepa A. baylyi ADP1. Para tal efecto, el furfural en pulsos

equivalentes a 0.5 g/L se comenzd a afiadir a partir de la fase estacionaria de
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crecimiento cada 30 minutos y hasta completar el equivalente de 2 g/L de

concentracion total afiadida (figura 33).
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Figura 33. Cinética de crecimiento de ADP1 con 4 (g/L) de acetato y furfural en
pulsos equivalentes a 0.5 g/L (flechas azules). Experimento realizado por duplicado,
se muestra solo una grafica representativa.

Es importante sefalar que antes de la adicidén del primer pulso y tras 30 minutos de
la adicion del dltimo pulso, se tomaron muestras para el analisis transcripcional
correspondiente. Como se puede observar en la tabla 24, la u es igual a aquellos
experimentos con ausencia de furfural, lo que indica que, bajo estas condiciones de
experimentacion, el furfural es biotransformado a tal velocidad que no presenta

efecto fisioldgico negativo en esta cepa.

Tabla 24. u de A. baylyi ADP1 en medio mineral M9 con 4 g/L
de acetato y pulsos de furfural de 0.5 (g/L).

Cepa u(h?)

ADP1 0.7 £0.00
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Identificacion de genes de posibles enzimas responsables de la biotransformacion
del furfural.

Se ha reportado que varias bacterias y levaduras son capaces de transformar el
furfural a alcohol furfurilico (Preston, 2002). Algunos resultados mostraron la
degradacidn de furfural por cepas de E. coli KO11 y LYO1 y por Klebsiella oxytoca
mediante la reduccién completa del furfural a alcohol furfurilico (Preston, 2002).

E. coli LYO1 usa una enzima denominada furfural reductasa (FFR) para catalizar la
reduccion de furfural a alcohol furfurilico (Preston, 2006). También se sabe que en
E. coli existen dos genes que codifican para enzimas que reducen el furfural a alcohol
furfurilico (furfural reductasas), estos genes son yghD y dkgA, los cuales, son
dependientes de NADPH (Turner, 2011).

Por otro lado, se ha reportado que la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) FurX es
dependiente de zinc, tetramérica, de Cupriavidus necator IMP134. Se encarga de la
reduccion de furfural a compuestos menos tdxicos; de manera similar, el gen
cgl0331 (designado fudC) es el principal responsable de la reduccion de furfural en
alcohol furfurilico en Corynebacterium glutamicum (Kang, 2012; Tsuge, 2015).

Con estos antecedentes en mente se realizé una busqueda dentro del genoma de A.
baylyi APD1 para identificar genes homaélogos involucrados en la biotransformacién

del furfural a difurfuril éter. Los resultados se muestran en la tabla 25.
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Tabla 25. Posibles genes de enzimas oxidorreductasas involucrados en
la biotransformacion de furanos en la cepa A. baylyi ADP1.

. . Numero de genes
Tipo de enzima
encontrados

Alcohol deshidrogenasas 8
Aldehido deshidrogenasas 9
Deshidrogenasas 4
Reductasas 2
Transhidrogenasas 4
Total 27

Diseno de oligonucleédtidos para amplificar genes de enzimas responsables de la
biotransformacion de furfural.

Las secuencias de ARNm de los genes de la tabla 25 sirvieron como plantilla para el
disefio de oligonucleétidos (ver apéndice B), los cuales, tienen la funcion de
cebadores o primers dentro de una reaccidon de PCR al hibridarse con las muestras
de ADNCc, definiendo una regién de interés que sera amplificada y nos ayudara a
corroborar la existencia y nivel de expresién de un transcrito. De este modo,
conoceremos de manera precisa cuales de estos posibles genes estan involucrados
en la biotransformacidn del furfural en la cepa A. baylyi ADP1.

El correcto diseio de oligonucledtidos es esencial para asegurar la especificidad y
eficiencia de los productos de amplificacion. Para corroborar lo anterior, se
realizaron PCRs de punto final sobre el ADN gendmico de ambas cepas.

Posteriormente, los productos de amplificacion se revelaron en geles de agarosa.
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Los productos de amplificacién tuvieron el tamafio esperado de 101 pb (Figura 34)
en todos los casos (ver apéndice D). De acuerdo con las directrices MIQE, los
amplicones de PCR en tiempo real deben estar entre 75 — 150 pb. Por otro lado, la
temperatura de alineamiento a la plantilla debe estar entre 55-65°C; nuestros
oligonucleétidos tienen una temperatura de 60°C, cumpliendo asi con lo propuesto

por Sean Taylor (Taylor, 2010).

Figura 34. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos
de amplificacion de la PCR punto final. Carriles, 1: marcador de peso molecular
GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen pntA-2, 3: gen pntA-1vy 4: gen calB.

109



Eleccion del gen de referencia para el andlisis transcripcional.

A partir del experimento descrito en la figura 33, se tomaron muestras antes y

después de la adiciéon de furfural para poder extraer ARN y hacer el andlisis

transcripcional correspondiente en la cepa A. baylyi ADP1. Se determiné que el gen

gyrA seria el gen mas adecuado para su uso como gen de referencia, con base en los

antecedentes obtenidos por Quiroz (2019). En la tabla 26 se muestran los valores Cq

de dicho gen en las diferentes condiciones de estudio. Se aprecia que el valor de ACq

es menor a 1, ademas de que el valor promedio de NTC se encuentra muy por

encima del valor de Cq de las muestras y es 235, cumpliendo asi los requisitos para

su eleccion como gen de referencia, de acuerdo con las directrices MIQE (Bustin,

2009). Los valores de Cq fueron obtenidos considerando un valor Threshold de 0.05.

Tabla 26.Valores de Cq del gen de referencia gyrA en las
condiciones de este estudio para la cepa ADP1.

Condicion de estudio

Gen de referencia

gyrA

Antes de furfural Después de furfural
Muestra | Valorde Cq | Muestra Valor de Cq
Sin
NTC 36.3 NTC amplificacién
Lote 1 23.15 Lote 1 23.45
Lote 1 22.59 Lote 1 22.94
Lote 2 23.3 Lote 2 22.45
Lote 2 22.97 Lote 2 22.34

Cq promedio: 23.00% | cq promedio: 22.79 + 0.51
0.31

ACq: 0.21
NTC promedio: 36.3
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Eficiencia de la reaccion de amplificacion del gen de referencia gyrA.

La figura 35 muestra la curva de eficiencia de reaccion de amplificacién para el gen
de referencia gyrA. Se puede apreciar un coeficiente de correlacion >0.99. Ademas,
el porcentaje de eficiencia de amplificacidn obtenido fue de 94% encontrandose asi

dentro del intervalo aceptable (90-110%) (Taylor, et al., 2010).

32.0
30.0 y =-3.4837x + 59.861
R?=0.9925
28.0
O
(@)
26.0
24.0
22.0
8 8.5 9 9.5 10 10.5

Log numero de copias ADN

Figura 35. Curva de eficiencia de la amplificacidn del gen gyrA.

Los valores de pendiente entre -3.1 y -3.6 se consideran aceptables, representando
eficiencias del 90% y 110%, respectivamente. La R? es el coeficiente de correlacion
al cuadrado entre los datos de la curva, valores de R mayores a 0.98 indican que el
ensayo es estable y confiable (figura 35). En la tabla 27 se presentan los valores de

eficiencia de reaccion de amplificacion, pendiente y correlacion lineal al cuadrado.

Tabla 27. Eficiencia de la reaccidon de amplificacidn del gen gyrA.
Gen de referencia gyrA

2
Pendiente | Eficiencia R

-3.4837 94% | 0-9925
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Concentracion, pureza e integridad del ARN obtenido durante el crecimiento en
ausencia y presencia de furfural.

Se estudié la biotransformacion del furfural durante la fase estacionaria del
crecimiento para evitar la competencia que puede surgir por NADPH en la fase
exponencial entre la sintesis de biomasa y la reduccién del furfural, situacion que se
ha determinado va en detrimento de la segunda (Kang, et al., 2012; Liu, et al., 2006;
Tsuge, et al., 2015; Zheng, et al., 2013). Se extrajo y se purificé ARN a partir de dos
lotes en matraz durante la fase estacionaria de crecimiento antes de afadir furfural
al medio y tras la biotransformacion de 2 g/L de furfural en la cepa ADP1, por ser
ésta, como se menciond antes, mejor detoxificadora del furano en comparacién con
la cepa ACE.

Las concentraciones obtenidas del ARN, asi como su pureza e integridad, se
muestran en la tabla 28. Dichos valores fueron los adecuados para que las muestras

pudieran ser utilizadas para continuar con el andlisis transcripcional.

Tabla 28. Concentracion, pureza e integridad de las muestras de ARN
antes y después de la digestién con DNasa.

ARN ARN
Muestra [ARN] 260/230 | 260/280 [ARN] 260/230 | 260/280 | RIN
(ng/uL) (ng/ul)
Antes 96
852 1.82 2.18 126 1.24 2.03 :
Lote | furfural
1 D 5
eSPUES |65 2.03 211 257 1.79 209 |91
furfural
Antes 9.7
927 1.44 2.26 135 1.05 2.02 .
Lote | furfural
2 D :
eSPUES | 540 2.13 2.14 453 2.07 200 |83
furfural
Antes del tratamiento con | Después del tratamiento con
DNAsa DNAsa
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Respecto a la pureza, se puede apreciar que las relaciones de absorbancias 260/280
estuvieron siempre por encima del valor minimo recomendado en todas las
muestras (1.8). Por otro lado, en algunas muestras la relacion 260/230 se encuentra
por debajo del valor minimo recomendado, esto debido a la presencia de algin
componente del kit de extracciéon que absorba a 230 nm. Sin embargo, esto no
compromete la confiabilidad de estas muestras ya que, de acuerdo con el proveedor
del kit, incluso con valores de 0.5 en la relacion 260/230 se comprobd que no existian
consecuencias durante el procesamiento posterior. Para el caso de la integridad, el
valor de RIN de las muestras después de la digestion con DNasa fue elevada en todos
los casos. Dichos valores estan muy por encima del valor minimo recomendado (RIN
= 7) para llevar a cabo experimentos de RT-qPCR (Fleige, 2006). Los picos de los
electroferogramas, asi como las bandas del gel virtual tienen muy buena definicién,
representando una degradacion minima del ARN de las muestras, lo cual, concuerda
con los altos valores de RIN obtenidos. Con los resultados obtenidos se asegura un
buen control de calidad del ARN, cumpliendo con lo estipulado por las directrices

MIQE.

Analisis de expresion de genes posiblemente involucrados en la biotransformacion
de furfural por RT-qPCR.

Una vez que se definié a gyrA como gen de referencia, se llevaron a cabo las
reacciones de RT-gPCR de los posibles genes involucrados en la biotransformacién
del furfural en la cepa A. baylyi ADP1, y algunos otros genes del metabolismo cuyos

cofactores son NADPH o NADH. Durante este procedimiento, se obtuvieron
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productos Unicos de amplificacion en todos los casos al analizar cada una de las
curvas de disociacion. De la misma manera, la ausencia de productos de
amplificaciéon en los controles NTCs demostré la ausencia de contaminacion, asi
como una sintesis de oligonucledtidos satisfactoria y condiciones dptimas de
amplificacién.

En la figura 36 se puede observar que existen diferencias importantes en el nivel de
expresion de algunos de los genes de enzimas oxidorreductasa que podrian estar
involucradas en la biotransformacion del furfural, siendo las mas probables areB y
frmA. Otros genes que se sobreexpresan en A. baylyi ADP1 son ACIAD1578,
ACIAD2287, y las transhidrogenasas pntB, pntA-2 y pntA-1. Por otro lado, los genes
gue muestran una subexpresion son ACIAD1950, sthA, ACIAD1577 y los genes

metabdlicos adhA, icd, sfcA.
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Figura 36. Nivel de expresion de genes en la cepa A. baylyi ADP1.
El nivel de expresion es calculado mediante el método de 2-24¢,
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Para considerar que un gen de estudio en la cepa A. baylyi ADP1 tenga una diferencia
significativa en su nivel de expresién, éste debe tener un valor mayor oiguala 2 o -
2 con respecto al gen de referencia gyrA.

Esto se debe a que el nivel de expresidn para el gen de referencia se establece en 1,
ya que su valor de AACg= 0y, por lo tanto, 2°=1 (Rao, 2013).

Al obtener valores mayores o iguales a 2 o -2 se estd por encima del nivel de
expresion del gen de referencia (2°= 1) y de su coeficiente de variacidon (CV), que en
experimentos de PCR se recomienda sea <30% (Karlen, 2007).

De este modo, aseguramos que la sobreexpresidon o subexpresién de un gen de
estudio es valida. El garantizar un valor de expresion al menos del doble con base en
el valor del gen de referencia, asegura que aun con el maximo porcentaje de error

en alguna muestra, ésta estara por encima del valor de normalizacién (=1).

Caracteristicas de las enzimas AreB y FrmA.
En la tabla 29 se muestran algunas caracteristicas relevantes de los genes areB y

frmA y sus productos.

Tabla 29. Caracteristicas de los genes areBy frmA.
Caracteristica areB frmA

Proteina que
a Bencil alcohol deshidrogenasa | Alcohol deshidrogenasa

codifica
Localizacion (locus) ACIAD1429 ACIAD1879
EC number 1.1.1.90 1.1.1.1/1.1.1.284
# nucledtidos 1116 1110
# aminodacidos 371 369
Cofactor NAD / NAD(P) NAD / NAD(P)

Sitio de union

Zn2+ Zn2+
estructural (ién)
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Como se puede observar, las similitudes son muy cercanas en cuanto al nUmero de
nucledtidos de los genes y por tanto al niumero de aminodcidos de sus productos.
Ademas, ambas enzimas emplean el mismo cofactor y tienen sitios de union
estructural dependientes de Zn?*.
Las reacciones que catalizan los productos de los genes que se sobreexpresaron en
mayor medida en presencia de furfural en ADP1 son las siguientes:

AreB: Benzil alcohol + NAD* <=> Benzaldehido + NADH + H*

FrmA: Alcohol primario + NAD* <=> Aldehido + NADH + H*
Como se puede observar en ambos casos, la enzima reduce el grupo carbonilo
(aldehido) u oxida el grupo alcohol de una molécula, con la consecuente reduccién
del cofactor asociado. Por tal motivo, el mecanismo que se seguiria en el caso del
furfural es la reduccion del grupo carbonilo (aldehido) presente en el furano para
convertirlo en un primer paso a alcohol furfurilico (figura 37) y posteriormente a

difurfuril éter.

Alcohol furfurilico + NAD+ = Furfural + NADH

Figura 37. Reaccidn posiblemente catalizada por la enzima
AreB (benzil alcohol deshidrogenasa).

Con respecto a las vias metabdlicas en las que estas enzimas participan, la tabla 30

muestra un compendio de éstas. Es importante remarcar aquellas en las que ambas
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coinciden, siendo la mas notable en relacién con los furanos, la de degradacion de

compuestos aromaticos.

Tabla 30. Vias metabdlicas en las que participan las enzimas AreB y FrmA (Kegg, 2019).

Enzima AreB FrmA
Metabolismo de tirosina Glucolisis/Gluconeogénesis
Metabolismo de fenilalanina Degradacion de acidos grasos
Degradacion de xileno Metabolismo de tirosina

Degradacion de cloroalcanos y

Degradacion de tolueno
cloroalquenos

Degradacién de compuestos .,
L. Degradacion de naftaleno
Via aromaticos

metabolica Metabolismo de metano

Biosintesis de metabolitos
secundarios

Biosintesis de antibioticos

Metabolismo de carbono

Degradacion de compuestos
aromaticos.

Con respecto a nuestras cepas de estudio y basados en su EC number, la enzima AreB
se ha encontrado en otro organismo del mismo género: Acinetobacter calcoaceticus
(Beauchamp, et al., 2003). Su masa molecular es de 40 KDa, su principal actividad se
centra en la oxidacién de alcoholes primarios unidos a un anillo aromatico, siendo
altamente especifica al alcohol bencilico. Ademas, se sabe que su actividad es muy

pobre sobre alcoholes primarios alifaticos (Curtis, 1999). Esta conformada por una
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sola cadena denominada “cadena A” y cuenta con 4 sitios de union a ligandos, los

cuales son (Beauchamp, et al., 2003):

Sitio de unidn a Zn.

Sitio de unidn a sulfato.

Sitio de uniodn a cofactor NAD.

Sitio de union a etanol.

Con respecto a los motivos/dominios en la enzima AreB en A. baylyi ADP1 se han

determinado los de la tabla 31 (Kegg, 2019).

Tabla 31. Motivos/Dominios de la enzima AreB.

Motivo/Dominio Definicion
ADH_N_2 Dominio N-terminal oxidorreductasa
ADH N Dominio alcohol deshidrogenasa tipo
- GroES
Dominio C-terminal Alanina
AlaDh_PNT_C nio ! n
-~ deshidrogenasa/PNT
Glu_dehyd _C Glucosa deshidrogenasa C-terminal
ADH_Zinc_N Unidn a zinc deshidrogenasa
ADH_Zinc_N_2 Unidn a zinc deshidrogenasa

Por su parte, la enzima FrmA esta catalogada de dos maneras. La primera de ellas es
como una S-(hidroximetil) glutatién deshidrogenasa (EC= 1.1.1.284), la cual tiene
una accioén redox sobre grupos alcohol usando como aceptor de electrones NAD* o
NADP*. En los humanos, esta enzima pertenece a la familia de las alcohol
deshidrogenasas dependientes de zinc (Barber, 1996; Sanghani, 2000). Por otro

lado, también es denominada como una enzima alcohol deshidrogenasa (1.1.1.1), la
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cual actua sobre alcoholes primarios, secundarios e inclusive hemiacetales, usando
como aceptor de electrones NAD* o NADP*. Sin embargo, la oxidacion del metanol
es muy pobre en comparacion con la del etanol con esta enzima. En animales, esta
enzima puede actuar sobre alcoholes ciclicos secundarios, lo cual, no ocurre en
levaduras (Jornovall, 1977).

Su tamano es de alrededor de 40 KDa. Con respecto a sus motivos y dominios, estos

se muestran en la tabla 32 (Kegg, 2019).

Tabla 32. Motivos/Dominios de la enzima FrmA.

Motivo/Dominio Definicion
Dominio alcohol deshidrogenasa tipo
ADH_N
- GroES
. Dominio C-terminal, formacién
MinC_C S .
- inhibidora MinC
Met_10 Proteina tipo Met-10+
D-isomero especifico de 2-hidroxiacido
2-Hacid_dh_C deshidrogenasa, Dominio de unién a
NAD*
ADH_Zinc_N Unidn a zinc deshidrogenasa
ADH_Zinc_N_2 Unidn a zinc deshidrogenasa
Glu_dehyd _C Glucosa deshidrogenasa, C-terminus
TrkA N Dominio TrkA_N (transport'e de NAD*
- dentro de la bacteria)

Los motivos/dominios proteicos en los que estas dos enzimas coinciden son:
- ADHZincN
- ADHN

- ADH Zinc N2
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- GluDehyd C
Con base en los motivos y/o dominios reportados, es importante mencionar las
caracteristicas de aquellos con la denominacion “ADH” (alcohol deshidrogenasa), en
los cuales, recae la principal actividad biotransformante del furfural. Las enzimas con
este tipo de motivos y/o dominios catalizan la oxidacion reversible de alcoholes a
sus correspondientes aldehidos o cetonas con la concomitante reduccién del
cofactor NAD. Frecuentemente, tres tipos estructurales y cataliticos de enzimas
alcohol deshidrogenasas son conocidos (Interpro, 2019):

- Alcohol deshidrogenasas de cadena larga que contiene zinc.

- Alcohol deshidrogenasa de cadena corta o de tipo insecto.

- Alcohol deshidrogenasas que contiene hierro.
Generalmente, las enzimas que contiene motivos y/o dominios de unién a zinc estan
conformadas por dimeros o tetrameros que unen dos atomos de zinc por subunidad.
Uno de estos atomos de zinc es esencial para la actividad catalitica, mientras que el
otro no lo es. Ambos atomos de zinc estan coordinados tanto por residuos de
cisteina o histidina; el zinc catalitico esta coordinado por dos cisteinas y una
histidina. Estas enzimas estdn presentes en mamiferos, bacterias, levaduras, plantas
y hongos (Jornvall, 1987; Sun, 1992). En varias especies existen mas de una
isoenzima (por ejemplo, los humanos tienen al menos seis, las levaduras tres, etc).
Estudios estructurales indican que estos dominios forman un plegamiento muy
comun denominado “Rossman” el cual, se une de manera reversible al cofactor

NAD(H) (Pauly, 2003; Rubach, 2003; Thorn, 1995).
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Capitulo VI. Conclusiones y perspectivas.

Conclusiones.

La MIC del furfural es de 1.25 g/L para ACE y ADP1 en agar medio mineral M9.
La presencia de 1 g/L de furfural desde el comienzo de la cinética de crecimiento
disminuye la u de ACE en un 55% y en un 28% para ADP1, respecto a medios sin
furfural.

La velocidad de biotransformacién del furfural en cepas de A. baylyi ADP1 es de
1 g/L de furfural por 1 hora.

Con la cepa ADP1 se logré biotransformar hasta 8 g/L de furfural mediante pulsos
equivalentes a 0.5, 1.0y 2.0 g/L.

El alcohol furfurilico por si sélo, y en conjunto con el furfural, también es
biotransformado al compuesto difurfuril éter por ambas cepas de este estudio.
La sobreexpresiéon de enzimas alcohol deshidrogenasas sugiere que la
biotransformacion de furfural puede llevarse al cabo mediante una primera
conversién a alcohol furfurilico y posteriormente, a difurfuril éter.

De manera especifica, los dos genes que posiblemente estén involucrados en la
biotransformacién del furfural a difurfuril éter son: areBy frmA, estos codifican
para una enzima bencil alcohol deshidrogenasa (AreB) y una enzima alcohol

deshidrogenasa (FrmA), respectivamente.
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Perspectivas.

Inactivar los genes areB y frmA en la cepa ADP1 para comprobar su implicacién
en la biotransformacion del furfural.

Clonar los genes areB y frmA en un plasmido para transformar a alguna cepa de
E. coliy determinar si adquieren la capacidad de tolerancia y biotransformacién
del furfural.

Caracterizar cinéticamente a las enzimas AreB y FrmA y determinar su constante
de actividad (Km) y Vmax, con lo cual, se podria saber cual de las dos es mas

adecuada cinéticamente para la detoxificacién.
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Capitulo VIII. Apéndices.

Apéndice A. Purificacién del difurfuril éter.

La cromatografia en columna se realizd para la purificacion del compuesto de interés

(figura 38).

Figura 38. Cromatografia en columna mostrando los tipos de compuestos obtenidos
de la sintesis organica del difurfuril éter.

Cada uno de estos compuestos fue eluido con las mezclas hexano: acetato de etilo
(10:0, 9:1, 8:2, 0:10) y metanol puro al final. De estas eluciones se sabe que el
compuesto de interés eluye con una mezcla de hexano:acetato de etilo (8:2) (figura

39).

Figura 39. Cromatografia en capa fina de las eluciones provenientes de
la cromatografia en columna. Productos de elucion.
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Se puede observar dentro del circulo rojo el producto de interés (figura 39); éste fue
eluido principalmente con una mezcla de hexano:acetato de etilo (8:2) y
corresponde a la siguiente fraccién central dentro de la cromatografia en columna

(figura 40).

Figura 40. Cromatografia en columna mostrando la fraccién
que contiene al compuesto de interés difurfuril éter.

Apéndice B. Genes y oligonucledtidos considerados para el estudio de RT-qPCR.

Tabla 33. Genes considerados en el estudio de RT-qPCR para la cepa A. baylyi ADP1.

Alcohol deshidrogenasas
ORF Gen Descripcion
ACIAD1429 areB aril alcohol deshidrogenasa
ACIAD1578 ] ail alcohol deshidroge'nasa putativa (bencil alcohol
deshidrogenasa)
ACIAD1879 | frmA Alcohol deshidrogenasa clase 3
ACIAD1950 - Alcohol deshidrogenasa putativa con hierro
ACIAD2015 - Alcohol deshidrogenasa putativa
ACIAD2929 - Alcohol deshidrogenasa putativa
ACIAD3339 adhA Alcohol deshidrogenasa
ACIAD3612 - Alcohol deshidrogenasa putativa
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Transhidrogenasas

ORF Gen Descripcién

ACIAD2274 <thA Piridina nucleotida transhidrogenasa,
(NAD(P)(+)transhidrogenasa [B-especifica])
ACIAD3078 pntB Piridina nucleotida transhidrogenasa, subunidad beta
ACIAD3079 | pntA-2 | Piridina nucleotida transhidrogenasa (bomba protdn), alfa
ACIAD3080 | pntA-1 | Piridina nucleotida transhidrogenasa (bomba protdn), alfa
Aldehido deshidrogenasas

ORF Gen Descripcién
ACIADO503 calB Coniferil aldehido deshidrogenasa
ACIAD0998 - Aldehido deshidrogenasa putativa
ACIAD1430 areC benzaldehido deshidrogenasa Il
ACIAD1577 - Aldehido deshidrogenasa putativa
ACIAD1725 hcaB Hidroxibenzaldehido deshidrogenasa
ACIAD1879 | frmA Alcohol deshidrogenasa clase 3
ACIAD2018 acoD Acetaldehido deshidrogenasa 2
ACIAD2542 - Aldehido deshidrogenasa putativa
ACIAD3616 alrA Aldehido reductasa
ACIAD3642 - Aldehido deshidrogenasa putativa

Deshidrogenasas

ORF Gen Descripcion
ACIAD0663 hisD Histidinol deshidrogenasa
ACIAD1187 idh Isocitrato deshidrogenasa
ACIAD1190 icd Isocitrato deshidrogenasa
ACIAD2287 - Proteina bifuncional putativa

Reductasas
ORF Gen Descripcion
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ACIAD1454 - Oxidoreductasa dependiente de Zn putativa

ACIADO166 SfcA Malato deshidrogenasa unida a NAD

Tabla 34. Secuencia de oligonucledtidos empleados en el estudio de RT-qPCR de la cepa A. baylyi ADP1

Alcohol deshidrogenasas
ORF Oligonucledtido Secuencia
ACIAD1429 OF TACGCCATCAGCCGTGAAAA
OR GCACCTGCACCAGTTTGTATG
ACIAD1578 OF GGTGATGCGTTCACTGGCTT
OR ACTGTTGAATGACGGCTCCC
ACIAD1879 OF GCGTTCGGCATTAGAGTGTG
OR CGAGCTGAAAAGGTCGAGTTG
ACIAD1950 OF GTCTCACCTCAGCTTTATGCC
OR ACCATCGCATCAATACCCGT
ACIAD2015 OF TGGCGATTGTAGATTGGCGT
OR ATCCATACCAGTCGCAGCAG
ACIAD2929 OF GGCGGAGATGACCTGCTAAA
OR GCTTCAGAGCCTGTACCAGA
ACIAD3339 OF AGGTGTAGGTGAGGTGGTCG
OR CACAATGACCACATGCCGAA
ACIAD3612 OF GGGCTGTGAAATTACTGCGT
OR TTTCGGCATCATCACGGCTA
Transhidrogenasas
ORF Oligonucledtido Secuencia
ACIAD2274 OF GTGGTGTAACGGACGCTCAG
OR GGTATTTCTCGTTGACCGCC
ACIAD3078 OF TCTCGACGGGCAATATGACG
OR TACTGGCATATCACCGCCAC
ACIAD3079 OF ACGCCGCTTATGGCAGTG
OR ACGCTACCTTCCACACCAAT
ACIAD3080 OF CGTCCAACGGCTAAAGAGCA
OR TTTTTGGCAGCTTCATCGGC
Aldehido deshidrogenasas
ORF Oligonucledtido Secuencia
ACIADO503 OF CCCCTTGGAACTATCCGCTAC
OR ATGTGCTGATGCGCTGGAAA
ACIAD0998 OF GCGGCATGTGAAACAATGAAC
OR GTAATCGCAGCAACCACACC
ACIAD1430 OF GGCTGGCTTACCAAAGGGAT
OR CCGTAAACTGAATGCTGGCAA
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ACIAD1577 OF CATGCGTATAGCCGTCGTCA
OR GCTAGTGCAGGCGCAATTTT
ACIAD1725 OF TGATGTACCGGGCAATCTGG
OR GTGCTCGGGTTGGCAAAATA
ACIAD1879 OF GCGTTCGGCATTAGAGTGTG
OR CGAGCTGAAAAGGTCGAGTTG
ACIAD2018 OF GGTGAAGTATGTACCTGCCCT
OR CCCGTCTTGATGCGTTTGAC
ACIAD2542 OF AGCCAGATATGCAGGCATGG
OR GCCAACTTTAACCGCAGACA
ACIAD3616 OF TCAGAGCATCAGGCATCGAC
OR CTGATGAGATGTTCGCGTTTGG
ACIAD3642 OF GTAACGCTTGAGCTTGGCG
OR TGTCCATAGCCGCCAGTTATC
Deshidrogenasas
ORF Oligonucledtido Secuencia
ACIAD0663 OF GACGCTATACACCAGAAGCGA
OR ATACACCCCAAGAGGCGATG
ACIAD1187 OF GTGTCAGGTGAAAGACGCAC
OR GGTACGGGTCAAGCCAGAAA
ACIAD1190 OF CCAGTGGGTGGAGGTATTCG
OR CTTGGTACACCTTCAAACCAGC
ACIAD2287 OF ATCAGCCTCCTTTGGTCGTG
OR CAGAATCCATCGCTGCCTGA
Reductasas
ORF Oligonucledtido Secuencia
ACIAD1454 OF AGGCGATGAAGTCTGGTATGC
OR GGCGTTTCGGTTTATGCCC
ACIAD0166 OF TTGGGTCTAGGCGATCAGGG
OR GGCAATGTATAGGCAGGGCT
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Apéndice C. Determinacidn cualitativa de furfural.
El furfural, también llamado “2-Furaldehido” o “Furan-2-carboxaldehido”, es un
aldehido aromatico derivado del procesamiento de varios productos de la industria

agricola como lo son: el maiz, la caia de azucar, el trigo, la avena, entre otros.

Su obtencion es mediante la deshidratacion en medio dcido de los azlcares pentosas
contenidos en la biomasa vegetal. Algunos de sus usos recaen en la fabricacién de
pldsticos, base quimica para herbicidas, fungicidas e insecticidas y aromatizante en

la industria de alimentos.

La Norma Oficial Mexicana “NOM-142-SSA1-1995. Bienes y Servicios. Bebidas

III

alcohdlicas. Especificaciones sanitarias. Etiquetado sanitario y comercial” tiene por

objeto establecer las especificaciones sanitarias y disposiciones de etiquetado
sanitario y comercial de las bebidas alcohdlicas que se comercialicen en el territorio
nacional. Dicha NOM concentra otras Normas Mexicanas de Método para la

determinacion de diversos analitos contenidos en las bebidas alcohdlicas.

Antecedentes.

La Norma Mexicana “NMX-V-004-NORMEX-2013" establece los métodos de ensayo

para la determinacidn de furfural en las bebidas alcohdlicas que se comercializan en
los Estados Unidos Mexicanos, asi como en las materias primas empleadas en su

elaboracion.

El protocolo que se presenta a continuacion se basa en la determinacién

colorimétrica del compuesto colorido que se forma al hacer reaccionar el furfural
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gue contenga la bebida alcohdlica con anilina, en presencia de acido después de un
tiempo de 20 min a 20°C. En nuestro caso, la bebida alcohdlica serd sustituida por

medio mineral M9 adicionado con furfural.

La intensidad de la coloracién rojo-cereza que se produce es proporcional a la
concentracion de furfural presente en la muestra. La intensidad de color producida
en la muestra se mide en el espectro visible a 520 nm (determinacién de

absorbancia).

Reactivos.

Furfural con una densidad de 1.1594 g/mlL.

- Anilina.

- Acido acético glacial o 4cido clorhidrico concentrado.
- Alcohol etilico 95%, libre de furfural.

- Alcohol etilico 50%, libre de furfural.

- Agua destilada.

Procedimiento.

1. Setoman 1x103g de furfural (0.86 L) y se aforan a 1 mL con medio mineral M9.
Esta es la solucién patrén de furfural a 1 g/L.

2. Se preparan una serie de diluciones de 100 plL cada una a partir de la solucién
patron de furfural que contengan 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 [g/L] de furfural. Se

[levan al volumen con medio mineral M9.
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3. Seadiciona 2 pL de anilina a cada una de las diluciones y 1 pL de HCl concentrado,
se homogenizan en agitacién tipo vortex y se deja reposar a temperatura
ambiente durante 20 minutos, al término de los cuales, se lee la absorbancia
espectrofotométricamente a 520 nm, previamente ajustar el cero del equipo con
el blanco (dilucién cero).

4. Se grafican las absorbancias de cada dilucidn contra la concentracién (g/L) de
furfural, se obtiene su correlacion lineal, la cual, debe ser >0.97. Esta es nuestra
curva patron.

5. Para la muestra problema, se toman 100 pL y se le afiaden 2 pL de anilinay 1 uL
de HCI concentrado, se homogeniza con agitacién tipo vértex y se deja reposar
a temperatura ambiente durante 20 minutos, al término de los cuales, se lee la
absorbancia espectrofotométricamente a 520 nm.

6. Elresultado se interpola dentro de la curva patrén y se obtiene la concentracidn

en [g/L] de la muestra problema.
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Apéndice D. Productos de PCR de los genes de estudio en A. baylyi ADP1.

'..
L -

300 pb ——

100 pb =—o0

1 23456 78910

Figura 41. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (I). Carriles, 1: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen ACIAD1950,
3:gen ACIAD1578, 4: gen areB, 5: gen frmA, 6: gen ACIAD2929, 7: gen ACIAD2015, 8: gen idh, 9: hisD, 10: gen

adk.
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Figura 42. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (11). Carriles, 1y 11: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen rpoC,
3:gen rpoB, 4: gen gyrA, 5: gen ftsZ, 6: gen secA, 7: gen dnaG, 8: gen gyrB, 9: gen adhA, 10: gen ACIAD3612.
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Figura 43. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (). Carriles, 1 y 8: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen
ACIAD1454, 3: genicd, 4: gen ACIAD2287, 5: gen ACIAD0166, 6: gen pntB, 7: gen sthA.
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Figura 44. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (1V). Carriles, 1: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen pntA-2, 3:
gen pntA-1, 4: gen calB.
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Figura 45. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (V). Carriles, 1: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen frmA, 3:
gen acoD, 4: gen hcaB, 5: gen ACIAD0998, 6: gen alrA, 7: gen ACIAD2542, 8: gen ACIAD1577, 9: gen areC, 10:

gen ACIAD3642.
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Figura 46. Electroforésis en gel de agarosa al 3% y buffer TBE 0.5X de productos de amplificacién de la PCR
punto final (VI). Carriles, 1 y 4: marcador de peso molecular GeneRuler Low Range DNA Ladder, 2: gen gmk,
3: gen recA.
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