., UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO o
3 S ® > - F

& (Bem) B FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y

\\- 7 BIOTECNOLOGIA

(ACULTAD b
’n'i"un“
S

‘3! 38

FCIAB

CARRERA DE INGENIERIA BIOQUIMICA

UNIDAD DE TITULACION

Analisis in silico de las rutas metabolicas necesarias para la sintesis de celulosa

bacteriana en Komagataeibacter xylinus a partir de lactosa

Trabajo de Titulacion, Modalidad Proyecto de Investigacion, previo la obtencién del
Titulo de Ingeniera Bioquimica, otorgado por la Universidad Técnica de Ambato, a

través de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia.

Autora: Zapata Berrones Karina Elizabeth

Tutor: PhD. Mario Daniel Garcia Solis

Ambato - Ecuador

Septiembre 2022

o
o
yor

¥9010003°



APROBACION DEL TUTOR

PhD. Mario Daniel Garcia Solis

CERTIFICA

Que el presente trabajo de titulacion ha sido prolijamente revisado. Por lo tanto
autorizo la presentacion de este trabajo de titulacion bajo la modalidad de Proyecto de
Investigacion, el mismo que responde a las normas establecidas en el Reglamento de
titulos y grados de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia,

de la Universidad Técnica de Ambato.

Ambato, 29 de Julio del 2022

ip Firnado el ectroni camente por

% MARI O DANI EL

PhD. Mario Daniel Garcia Solis

C.1. 1103605471

TUTOR



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, Karina Elizabeth Zapata Berrones, manifiesto que los resultados obtenidos en el
presente Trabajo de Titulacibn modalidad Proyecto de investigacion, previo a la
obtencion del titulo de Ingeniera Bioguimica, son absolutamente originales, auténticos

y personales; a excepcion de las citas bibliograficas.

4 ,mn-w:m'm

Karina Elizabeth Zapata Berrones

C.l1. 171955086-3

AUTORA



APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO

Los suscritos profesores calificadores, aprueban el presente Trabajo de Titulacion,

modalidad proyecto de investigacion el mismo que ha sido elaborado de conformidad

con las disposiciones emitidas por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y

Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

Para constancia firman:

Ambato, 30 de Agosto del 2022

Presidente del Tribunal

ECRLEdEmk W LI AM RI CARDO
FEETEE CALERO CACERES

I,

Dr. Calero Céceres William Ricardo
C.l. 1714348859

R ; "E Fi rmado el ectr 6ni canente por
Fcki ORI STI AN FERNANDO
LI GALARZA GALARZA

Mg. Galarza Galarza Cristian Fernando
C.1. 1803160272



DERECHOS DE AUTOR

Autorizo a la Universidad Técnica de Ambato, haga de este trabajo de titulacion, un
documento disponible para su lectura, consulta y proceso de investigacion, segun las

normas de la institucion.

Cedo los derechos en linea patrimoniales de mi Trabajo de Titulacion, con fines de
difusion publica, ademas apruebo la reproduccién de este, dentro de las regulaciones
de la Universidad, siempre y cuando esta reproduccion no suponga una ganancia

econdmica y se realice respetando mis derechos de autor.

Karina Elizabeth Zapata Berrones
C.1. 171955086-3

AUTORA



DEDICATORIA

Dedicado a Dios, ya que su gracia y bendicién han permanecido conmigo siempre,

pues su diestra me sostuvo, fortaleci6 mi camino y me guio a pesar de mis errores.

A mis padres y hermanos, por su esfuerzo, amor y apoyo incondicional, porque
constantemente han sido mi mejor consuelo, motivacion e inspiracion para hacer

mis suenos realidad.

A Manuel Zapata, mi angel de la guarda, quien eternamente residird en mi mente y

formaré parte de mi corazon.

A mis abuelos Judith Suarez y Manuel Berrones, aquellos que con todo su corazén
me brindaron su afecto, alegria y calidez, siendo su luz mi mas grande bendicién y

sus oraciones la guiay proteccion de mis pasos.

Ustedes son mi vida entera, todo se los debo y sin ustedes nada seria.

Con amor

Karina

Vi



AGRADECIMIENTO

Gracias a Dios por su infinito amor y las promesas que ha dado a mi vida; porque sus
misericordias son nuevas cada mafiana, por tanto “El SENOR es todo lo que tengo.

'37

iEn el esperare
Lamentaciones 3:23

A mi madre, Lucia Berrones, por su lucha constante, inmenso amor, comprensién y
paciencia. Eres mi mas grande bendicion y el ejemplo de mujer que aspiro poder
llegar a ser algun dia. Me siento afortuna de tenerte, pues no quiero imaginarme una

vida sin ti. Te amo con toda el alma.

A Manuel Zapata (QEPD), mi padre, con quien tuve un tiempo corto de convivencia,
pero logré amar con todo mi ser. Solo Dios sabe la causa por la que no puedes formar
parte de este momento, de manera que donde quiera gque te encuentres agradezco tu
compafiia y simultaneamente doy gracias por tu amor y cuidado. No hay un solo dia
en el que pueda dejar de extrafiarte, sin embargo, reconozco que nunca te has
apartado de mi vida a pesar de encontrarte a la diestra de nuestro Sefior todo

poderoso.

A Pedro Campos, mi segundo padre, a quien retribuyo la mayor parte de mis logros y
ambiciones. Pap4a, no tengo palabras para corresponder a todo el amor y confianza
que has depositado en mi, pues tu llegaste a cambiar mi vida por completo. Eres mi
mejor amigo y mi super héroe favorito. Gracias por que a pesar de un camino lleno
de adversidades, me regalaste una familia y sobre todo esa mano amiga, que con

esfuerzo y sacrificio, dio lugar a que me trasforme en la mujer que soy ahora.

A mis extraordinarios hermanos Alex, Manuel y Ricardo, quienes desde siempre han
sido los mejores comparfieros de aventura y con quien he compartido alegrias,
tristezas y locuras. Ustedes han sido constantemente mi inspiracion y fortaleza.
Gracias por todas sus ensefianzas, pues de su esfuerzo y perseverancia aprendi que a

pesar de las dificultades puedo llegar a alcanzar mis suefios y mas grandes anhelos.

A mis abuelos Manuel Berrones y Judith Suarez (QEPD), los amores mas grandes de

mi vida. Me faltaria la vida para corresponder a todo el afecto que me brindaron, ya

vii



que sus oraciones direccionaron mis pasos y su luz aclaro mi camino. Aunque ya no
se encuentren conmigo, sé que al igual que yo anhelaban que este dia llegara, mis

pajaritos jLo logramos!

A mis sobrinos Alessandro y Violeta Zapata, por su genuino amor y por haber sido mi
mas grande consuelo en momentos de estrés y/o afliccién. Sus ocurrencias me
permitieron olvidar mis consternaciones y mantenerme recia, de manera que doy
gracias por cada gesto de carifio y afecto que me regalaron. Espero que este proyecto

pueda servir de ejemplo en sus vidas.

A mis queridos compinches y mejores amigos; Maria José Hernandez, Pamela Ofiate
Javier Ojeda y Maria Belén Alvarez, por el carifio y sostén que me brindaron en las
diferentes etapas de mi vida. Asi mismo quiero agradecer a Julissa Chulde, Fabricio
Jacome, Ximena LOpez, y Tamara Culqui, por su amistad incondicional, las
experiencias vividas y sobre todo por haberse convertido en mi segunda familia, al
abrirme las puertas de su casa, ademas de protegerme y cuidarme en Ambato, ciudad

gue se convirtié en mi segundo hogar.

A mi tutor, Dr. Mario Garcia, por haberme dado la oportunidad de formar parte de
su equipo de trabajo, brindarme de su conocimiento y permitirme desarrollar este
proyecto bajo su tutela y direccién. Gracias por su amistad, apoyo, paciencia y
dedicacion, ya que sin ello, este proyecto no habria sido posible. En este particular,
también quiero agradecer a la Dra. Liliana Cerda, por su contribucion, aporte y

apoyo.

A la Universidad Técnica de Ambato y en exclusivo a la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia (FCIAB), por haberme dado la oportunidad
de desarrollarme tanto ética como profesionalmente dentro de sus instalaciones,

otorgdndome maestros extraordinarios y educacion de excelencia.

Y a todas las personas que influyeron mi vida de manera positiva y me acompafiaron

en este largo camino.

Con gran gratitud infinita

Karina

viii



INDICE GENERAL DE CONTENIDOS

APROBACION DEL TUTOR.....cociiieiceceieeee s seees s esas s sesss s i
DECLARACION DE AUTENTICIDAD .........oiivieeeeeeeeeee e iii
APROBACION DEL TRIBUNAL DE GRADO .......ccooviveeeeeieeesseseesesesiensssenenns iv
DERECHOS DE AUTOR.......oiiiiiiiieeee ettt %
DEDICATORIA ..ottt bbbt Vi
AGRADECIMIENTO......o ittt nes vii
INDICE GENERAL DE CONTENIDOS.........oooiveerieeeieeieeeieseeteeeessseses s s iX
INDICE DE TABLAS ..ottt sss s s st sensnsesanes Xi
INDICE DE FIGURAS........oooveeieeteeteeeteeeesee s e assesisses s senas s tssan s s sanansn s Xii
INDICE DE ANEXOS......ooiiieiieesieieseteeiesesissessesisss s sesssssesse s s sssssss s sensssensas xiii
RESUMEN . ...ttt ettt sa e e e saestennenreans XV
N S I o ¥ X PP XVi
CAPITULO Lottt 1
MARCO TEORICO ..ottt 1
1.1 Antecedentes INVESTIGALIVOS .........cceieriririiieierie et 1
101 JUSHFICACION.....ecuiieieieie et 1
1.1.2  Celulosa hacteriana ..........cccocverueiieneeieiie e ee e 2
1.1.2.1 Estructura’y COMPOSICION .....cocuiiuiiiriinienieisiesienieese e 3
1.1.2.2 Propiedades........ccccoveiieiieiieeie e esie s se st sve et sra s 6
1.1.2.2.1 Propiedades MorfolOgiCas.........cccuuerirerererisererieeseneeesie e, 7
1.1.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas y MeCANIcas...........c.ccecververreeverrnennn. 7

1.1.2.3 Aplicaciones y usos de la celulosa bacteriana en la industria ............ 8
1.1.2.3.1 Industria AHMENtaria........ccccooereerenieniieeiesee e 8
1.1.2.3.2 Industria biomédica y farmacéutica..............cccecevvvevviveiieieennns 10
1.1.2.3.3 INAUSEIIa PAPEIEIA......eeeiieieieeie et 12
1.1.2.3.4 InAUSEIIA tEXTI ....ooueiiiiiccie e 13

1.1.3  Microorganismos productores de celulosa bacteriana ..............c.......... 13
1.1.3.1 Komagataeibacter XYliNUS..........ccccviriiiiieieese e, 14



1.14 Produccién de celulosa bacteriana ...........eeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeee e 18

1.1.4.1  BIOSINEESIS. .cuvivieiieiisicsteetesi et 18
1.1.42 Complejo celulosa SINtasa ..........ccccerereriiieiieiese e, 20
1.1.5  Meétodos de obtencion de celulosa bacteriana...........c.ccocooeviiiiinieee 22
1.1.5.1 Técnicas de fermentacion .............ccoeovrerciineneisiseeese e 22
1.1.5.1.1 Cultivo agitad0......cccueeiriieiiieie et 22
1.1.5.1.2 CuUltiVO ESEALICO ....c.covieiieiisieieieese e 23
1.1.5.2 Condiciones de CUITIVO ..........ccceriririiiiieienc e 24
1.1.5.3 Matrices para produccion de celulosa bacteriana.............ccccccueee.... 26
1.1.6  Metabolismo de lactosa en bacterias...........c.coeveivreneinnieninciineas 28
1.1.7  Lactosa como matriz para produccion de celulosa ..........cccccceeruennnnee. 29
I O 1 o] [ £ Yo LSS URRRPSSN 30
121  ODbjJetivo GENETAl .......c.ooveiiiiieiiiiree e 30
1.2.2  Objetivos ESPECITICOS......ccciiiiiiicecc e 30
CAPITULO T 1ottt 31
METODOLOGIA ...ttt 31
2.1 MaterialeS Y QUIPOS ......cviieieieite sttt 31
211 MAEEIIAIES ...t 31
2.1.2  EQUIPOS. c.ceuteeeitectt sttt bbb 31
2.2 MBLOAOS ...ttt 32
2.2.1  Recopilacion de genes 16S y genomas completos...........ccccovevvervenenn, 32
2.2.2  Construccion de arbol filogenetico ..........covvvieiiinieiiiiiiccee 32

2.2.3 Comparaciébn de secuencias genOmicas de especies de

Komagataeibacter XYINUS ..........cooveiiieiece e 32

2.2.4  ldentificacion y seleccion de genes y/o enzimas a introducir en

Komagataeibacter xylinus para el proceso de biosintesis de celulosa................ 33

2.2.5 Desarrollo de ruta sintética para biosintesis de celulosa bacteriana a

PAITIF 8 LACTOSA. ....cvvevevitisieeiiei ettt nee e 34



CAPITULO T oo ettt e e e e et e s e e e e er e e e e e erae e 35

RESULTADOS Y DISCUSION........coiierreiesieeesetereeteeisssiesessesiesessesessessenessnesnens 35
3.1  Analisis y discusion de 10S resultados ...........ccceevveieeiiciesiese e 35
3.1.1  Anédlisis comparativo de SECUENCIAS.........cevererereeeaieiesiesesiesiesreanens 35
3.1.2  AnAlisis fIlogENELICO. ........coveieeiiece e 37
3.1.3  Analisis y seleccion de rutas metabolicas .........ccoovevvevievereienesesnenens 44

3.1.4  Busqueda de genes y seleccidn de enzimas 6ptimas para la biosintesis de

celulosa bacteriana a partir de 1aCtoSa..........c.ccvevveieeiiciieiie e 49
3.1.4.1 Permeasa lactosa (Lactosa/H™) .........ccccevveiieieceicrieece e 52
3.1.4.2 B -galactoSidasa .........ccceererviriiiiiiiieiee s 54
3.1.4.3  GalaCtOqUINASA .....ecveiveeiieieeteeste ettt 57
3.1.4.4 Galactosa-1-P-uridiltransferasa..........ccccooereieiiieiinesisieeeees 61

3.1.5  Disefio y construccién de ruta metabdlica para produccion de celulosa a

[0 L [ - 1ot (0L OSSPSR 63

3.2 Verificacion de 1a NipOteSIS ........cceiiiieiieiie e 66
3.21  HipOtesis NUIA (HO) ...cveoveeieeeecieceee e 66
3.2.2  Hipotesis alternativa (H1) ...o.oooveeeieiieiese e 66
CAPITULO IV ittt 67
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........coooi it 67
4.1 CONCIUSIONES. ..ottt 67
4.2  RECOMENUACIONES .......ciuiiiiriieiieieie sttt ettt 68
BIBLIOGRAFIA. ......oooeeeeeeeeeeeee et es sttt s e 69
ANEXOS . .. 101

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas y mecanicas de la celulosa bacteriana............. 8
Tabla 2. Microorganismos productores de celulosa bacteriana .............c.cccceevenenen. 14
Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Komagataeibacter xylinus..............cccceeveneen. 15
Tabla 4. Caracteristicas generales de Komagataeibacter xylinus.............cccccoceeveuene. 15

xi



Tabla 5. Caracteristicas bioquimicas identificadas en K. xylinus .............c.ccoceeeune. 17

Tabla 6. Genes involucrados en la biosintesis de celulosa bacteriana...................... 18
Tabla 7. Complejo celulosa sintasa (EC 2.4.1.12) ...cccceveeieeieeiieie e 21
Tabla 8. Secuencias 16S y genomas completos de Komagataeibacter xylinus
registrados €N GENBANK ..........ccooiiiiiiiiiiee e 36
Tabla 9. Modelos de sustitucion de NUCIEOIAOS .........ccervereriieiiiiiieee e 39

Tabla 10. Proteinas y/o genes que interceden en el proceso de biosintesis de Celulosa

bacteriana, identificadas en el genoma de K. xylinus E25 ...........ccocviviiienenciennnn 45
Tabla 12. Enzima EC 3.2.1.23 ( —galactosidasa) ..........cccoeeereririininienenieieseniens 54
Tabla 13. Enzima EC 2.7.1.6 (galactoquinasa) ..........ccoceeeereenenieesiesieeie e seens 58

Tabla 14. Enzima EC 2.7.7.10; EC 2.7.7.12 (galactosa-1-P-uridiltransferasa) ........ 61

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Celulosa BaCteriana..........cccccueieeiiiieiec et 4
Figura 2. Composicion de cadena de celulosa (n=DP; grado de polimerizacion). ..... 4
Figura 3. Esquema de formacion de celulosa bacteriana. ...........c.ccocevevvivrennnsennne. 5
Figura 4. Produccion de celulosa 1y 11 en KXYHNUS ........ccoooiiiiiiiiiiicccccceeceee 6
Figura 5. Komagataeibacter xylinus visualizado mediante microscopia electrénica de
0 1 4 o o TSRS 16
Figura 6. Esquema general de Biosintesis de celulosa bacteriana...........c.cc.cccveunee.. 20
Figura 7. Esquema de formacidn y extrusion de celulosa bacteriana en K. xylinus . 20
Figura 8. Organizacion del complejo proteico celulosa sintasa.............cccceeevvennne. 22
Figura 9. Biofilm de celulosa bacteriana obtenido a partir de medio Hestrin-Schramm
BN CUITIVO AGITAAOD ...t 23
Figura 10. Biofilm de celulosa bacteriana obtenida a partir de medio Hestrin-Schramm
BN CUITIVO BSEALICO. ....veevieiieieie ettt sttt saesbenre s 24
Figura 11. Metabolismo de [aCt0Sa ..........ccccvveiuiiieiieiice e 28
Figura 12. Control de genes presentes en Komagateibacter xylinus E25 a partir del
recurso digital NCBI-GENOME .......ccooiiiiiiiiiiiee s 33
Figura 13. Alineamiento mdltiple de secuencias de ARNr 16S de las cepas de
Komagataeibacter Xylinus reportadas............cccceevveveeieeiieieese e 38
Figura 14. Arbol filogenético inferido por el método probabilistico “Maximum

Likelihood” procedente del analisis de secuencias de ARNr 16S de K. xylinus........ 41

xii



Figura 15. Arbol filogenético inferido por el método de distancia “Neighbor-Joining”
procedente del analisis de secuencias de ARNr 16S de K. xylinus............c.cccccveune.n. 42
Figura 16. Arbol filogenético inferido por el método probabilistico “Maximum
Likelihood” procedente del analisis de secuencias de ARNr 16S de las cepas K. xylinus
TIUD2, E25Y DSM 2004 ........oooiieiiieiieiee ettt nee e 43
Figura 17. Esquema general de biosintesis de celulosa en bacterias acido acéticas con
respecto @ CePas K. XYIINUS......c.ccviiieie et ene e 45
Figura 18. Esquema general de transporte y metabolismo de lactosa en bacterias
Yo [0 [0 I - T £ [or: PSSR SR 48
Figura 19. Busqueda de genes involucrados en la biosintesis de aminodcidos de
cadena ramificada en el genoma K.Xylinus E25..........cccoviiiiiiiiiiccic e, 50
Figura 20. Basqueda de genes involucrados en el metabolismo de la lactosa en el
genoma de KXYHNUS E25.......cooiiiiiiiieice e 51
Figura 21. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos del simportador Lactosa-
Permeasa tomado de Escherichia coli K-12 ..., 53

Figura 22. Secuencia de aminoacidos y nucledtidos de la enzima [3 -galactosidasa (EC

3.2.1.23) de Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC 27009 .........ccccceevevvereeieesnennn. 57
Figura 23. Secuencia de amino&cidos y nucledtidos de la enzima galactoquinasa (EC
2.7.1.6) de Bifidobacterium longum subsp. Infantis ATCC 15697............ccccceveenene. 60

Figura 24. Secuencia de aminoacidos y nucleétidos de la enzima galactosa-1-P-
uridiltransferasa (EC 2.7.7.10/EC 2.7.7.12) de la cepa mutante Escherichia coli XL1-

Figura 25. Ruta biosintética de produccion de celulosa a partir de lactosa como

sustrato principal en K. XyliNUS E25.........ccooviiiiiiiice e 65

INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Secuencias 16S de K. xylinus implementadas en analisis filogenético.. 101
Anexo 2. Genomas completos de Komagataeibacter xylinus reportados en NCB1102

Anexo 3. Porcentaje de similitud entre secuencias 16S de diferentes cepas K. xylinus

en contraste a DSM2004 mediante BLAST ... 103
Anexo 4. Modelos de sustitucion de NUCIEOLIAOS ........cov v 104
Anexo 5. Modelo de sustitucion de nucledtidos HKY+G ......ooovvveiiiiiciiiieeeeee, 105

Anexo 6. Cromosoma Yy plasmidos del genoma de Komagataeibacter xylinus E25105

Xiii



Anexo 7. Biosintesis de celulosa bacteriana a partir de maltiples fuentes de carbono

Anexo 8. Metabolismo de lactosa / galactosa en bacterias acido lacticas ............... 107
Anexo 9. Control positivo ( genes encargados de la biosintesis de aminoécidos de
CAdENA FAMITICATA) ... .ovveeeeeeiec e 108
Anexo 10. Resultados completos de la § — galactosidasa obtenidos de la base de datos
BRENDA ...ttt ettt ettt n ettt ens 108
Anexo 11. Actividades enzimaticas de la p —galactosidasa..........c.ccccevereririennnn 112
Anexo 12. Resultados completos de la galactoquinasa reportados en la base de datos

BRENDA ...ttt ae e e et nrennenre s 113
Anexo 13. Resultados completos de la Galactosa-1-P-uridiltransferasa obtenidos de la
base de datos BRENDA ........cooiiiiieee e 114

Anexo 14. Genes involucrados en el metabolismo de lactosa seleccionados para la
produccion heterologa de Proteingas ..........cccovveerieieiierene s 114
Anexo 15. Red metabdlica de biogénesis de celulosa a partir de lactosa en

KomagataeibaCter XYINUS .........cc.viieiieieiiecieese et nnees 115

Xiv



RESUMEN

La celulosa bacteriana simboliza un recurso multifacético de capacidades
excepcionales y propiedades fascinantes. Actualmente, la demanda de este
exopolisacarido ha aumentado progresivamente, en funcién de la optimizacion de
procesos e implementacion de residuos agroindustriales, como fuentes de carbono
alternativas. En tal contexto, el arquetipo productor (K. xylinus), representa uno de los
organismos mas valiosos dentro del campo biotecnoldgico, escenario que ha permitido
evidenciar su poder descomunal, para sintetizar CB a partir de una amplia gama
sustratos. No obstante, algunos autores han elucidado su incapacidad para metabolizar
lactosa, provocada por la falta de los genes, encargados del transporte y catabolismo
de lactosa. Aqui, DSM 2004 y la cepa analoga E25 (identificada mediante un analisis
filogenético), se estudiaron con el objetivo de identificar los genes faltantes y el
equipamiento genético minimo. Se llevd a cabo un analisis critico de rutas metabolicas
en BAL y BAA, a fin de enlistar el transportador y las enzimas participes del proceso
de interés. En este particular, las proteinas compendiadas fueron evaluadas acorde a
parametros cinéticos, donde los mejores resultados reportan cédigo de acceso y
secuencia del gen que las codifica. En este particular, se seleccionaron los genes de
Escherichia coli K-12 (Permeasa Lactosa), Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC
27009 (Beta — galactosidasa), Bifidobacterium longum subsp. Infantis ATCC 15697
(galactoquinasa), y Escherichia coli XL1-Blue (galactosa-1-P-uridiltransferasa).
Finalmente, el modelamiento de la nueva ruta biosintética presentd6 dos modulos
conexos; i) Transporte e hidrolisis de Lactosa y ii) Biosintesis de CB, aptos para la
produccion de CB, tras la sustitucion total de la glucosa por lactosa.

Palabras Clave: Analisis filogenético, Bioinformatica, Biosintesis, Celulosa

bacteriana (CB), Komagataeibacter xylinus, suero lacteo, lactosa, ruta biosintética.
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ABSTRACT

Bacterial Cellulose symbolizes a multifaceted resource of exceptional capabilities and
fascinating properties. Currently, the demand for this exopolysaccharide has
progressively increasing, in function of the optimization of processes and the
implementation of agro-industrial waste as alternative carbon sources. In such a
context, the archetype productor (K. xylinus) represents one of the most valuable
organisms in the biotechnological field, a scenario that has made it possible to
demonstrate its enormous power to synthesize BC from a wide range of substrates.
However, some authors have elucidated its inability to metabolize lactose, caused by
the lack of genes responsible for the transport and catabolism of this substrate. Here,
DSM 2004 and the analogous strain E25 (identified by phylogenetic analysis), were
studied with the aim of identifying missing genes and minimal genetic equipment. A
critical analysis of metabolic pathways in BAL and BAA was carried out in order to
list the transporter and the enzymes involved in the process of interest. In this
particular, the summarized proteins were evaluated according to kinetic parameters,
where the best results report access code and both peptide and nucleotide sequence of
the gene that encodes them. In this particular, the genes of Escherichia coli K-12
(Lactose permease), Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC 27009 (p — galactosidase),
Bifidobacterium longum subsp. Infantis ATCC 15697 (galactokinase), and Escherichia
coli XL1-Blue (galactose-1-P-uridyltransferase) were selected. ). Finally, the modeling
of the new biosynthetic route presented two related modules: i) Transport and
hydrolysis of Lactose and ii) Biosynthesis of CB, after the total replacement of glucose

by whey lactose.

Keywords: Phylogenetic analysis, Bioinformatics, Biosynthesis, Bacterial cellulose

(CB), Komagataeibacter xylinus, whey, lactose, biosynthetic pathway.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes investigativos
1.1.1  Justificacion

La celulosa bacteriana (CB) constituye un biopolimero extracelular de elevado
valor agregado, sintetizado mediante bacterias del género Acetobacter,
Agrobacterium, Rhizobium, y Sarcina (Perna et al., 2016). Su descubrimiento se
remonta al afio 1886 por John Brown, pero solo fue hasta la segunda mitad del siglo
XX cuando esta macromolécula adquirié importancia y se establecié como objeto de
atencion y estudio (A. J. Brown, 1886; Jacek et al., 2019). Este polimero representa
uno de los metabolitos mas relevantes de la industria ya que, en comparacion con la
celulosa vegetal (CV), difiere en conformacion, cristalinidad (>60%) y ostenta un
grado de pureza elevado, con un indice bajo de generacion de residuos (Carrefio et
al., 2012; Hernandez, 2018). Ademas, la CB posee diversas ventajas, tales como
excelentes propiedades fisicoquimicas y mecanicas, versatilidad y bajo costo de
produccion, que la hacen atractiva para multiples aplicaciones dentro de los campos
farmaceuticos, alimentarios y tecnoldgicos (J. Wang et al., 2019). Sin embargo, la
problemaética predominante en la produccion de CB esta relacionada al costo y
naturaleza de las fuentes de carbono y nitrdgeno empleadas para el cultivo microbiano,
lo cual puede afectar el rendimiento y cristalinidad del polimero (Jozala et al., 2015;
Vazquez et al., 2013).

Los organismos productores de CB mas representativos son las bacterias Gram
negativas del género Gluconacetobacter, al cual corresponde Komagataeibacter
xylinus, la especie mas eficiente por su capacidad excepcional para sintetizar elevadas
concentraciones de celulosa (Pradas, 2019). De este modo, K. xylinus es descrito
como el arquetipo o modelo de estudio de la biogénesis de celulosa a partir de la
implementacion de una gran variedad de sustratos, en donde se destaca el uso de
subproductos agroindustriales como medio para la produccion de polimero (R. M.
Brown & Saxena, 2000; Souza et al., 2020).
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En este sentido, al hablar de la polucién ocasionada por parte de la industria
lactea, el suero de leche se establece como uno de los principales residuos liberados al
ambiente (Amaro et al., 2019). No obstante, con el paso de los afios, este subproducto
ha adquirido gran valor por su alto contenido de nutrientes, lo cual ha permitido el
desarrollo de varios productos, incluyendo medios de cultivo de bajo costo para la
produccion de polimeros (W. Czaja et al., 2006; Revin et al., 2018). Sin embargo,
Balseca (2021) demostré que la falta del gen lacZ en K. xylinus (DSM2004), el cual
se encarga de la produccion de la enzima B-galactosidasa, no permite la hidrolisis de
la lactosa en sus mondmeros estructurales, galactosa y glucosa. Por consiguiente, esto
impide el aprovechamiento del lacto suero como sustrato para la produccion de CB
mediante K. xylinus. Los diversos reportes bibliograficos enfocados en el analisis de
la sintesis de celulosa bacteriana por K. xylinus proporcionan una fuente confiable de
informacion, misma que se enfoca tanto en la biosintesis como en la estructura,
aplicaciones, y propiedades de la CB (C.- Pacheco et al., 2004). Asi mismo, las rutas
de catabolismo de la lactosa se encuentran ampliamente descritas en varios modelos,
incluyendo Escherichia coli y Lactobacillus bulgaricus (Axelsson et al., 2004;
Martinez, 2014), lo cual permite identificar genes clave ausentes en K. xylinus.

Considerando estos antecedentes, el presente proyecto plantea disefiar una ruta
biosintética para la obtencion de CB en K. xylinus empleando lactosa como fuente de
carbono. La ruta se describiréd a partir del analisis de vias metabdlicas e identificacion
de enzimas y genes necesarios para la absorcién de la lactosa y su conversion en
monomeros de glucosa. De esta forma, el presente proyecto representara el punto de
partida para la construccion de proyectos de investigacion que persigan emplear el
suero lacteo como sustrato para la sintesis de productos con valor agregado y mitigar

el impacto de este residuo en el medio ambiente.
1.1.2 Celulosa bacteriana

En los Gltimos afios, se ha despertado gran interés en torno al estudio,
caracterizacion e implementacion de la celulosa bacteriana, como un metabolito de
elevado valor agregado (Gallegos et al., 2016). Esto ocurre debido al estallido de

investigaciones relacionadas con el origen, estructura, propiedades, aplicaciones, etc.,



topicos que en literatura han sido analizados y expuestos desde la segunda mitad del
siglo XX (Jacek et al., 2019; Lahiri et al., 2021).

La CB representa un recurso emergente de interés sustancial, que ha sido
participe de prometedores ensayos centrados en el desarrollo de materiales alternativos
a los polimeros convencionales, escenario que ha permitido evidenciar su descomunal
potencial en una amplia gama de campos (Hu et al., 2014; Lustri et al., 2015;
Nitkiewicz et al., 2020). Por esta razdn, hoy en dia, esta macromolécula se considera
como un exopolisacarido multifacético puntualizado como un compuesto organico,
renovable, biodegradable y versétil, que es obtenido principalmente a partir de
procesos fermentativos en bacterias del género Acetobacter, las cuales utilizan una
gran variedad de fuentes de carbono y nitrégeno (Eslahi et al., 2020; Jonas & Farah,
1998).

1.1.2.1 Estructura'y Composicion

Actualmente, la celulosa bacteriana (CB) simboliza un homopolimero
altamente funcional con caracteristicas y propiedades fascinantes, el cual, dentro del
campo cientifico, ha ganado progresivamente importancia a causa de la creciente
concientizacion y el uso de tecnologias verdes a favor de la sostenibilidad ambiental.
Esto ha motivado el desarrollo de un incontable nimero de investigaciones exhaustivas
y sistematicas, direccionadas a analizar su estructura y composicion, a fin de ampliar
el conocimiento sobre esta base bioldgica (Baghaei & Skrifvars, 2020; Finny et al.,
2021).

Esta macromolécula presenta una composicion semejante a la celulosa vegetal
(43,6 — 45 % de carbono, 6 — 6,5% de hidrogeno y el remanente constituido por
oxigeno), aunque mantiene diferencias significativas con respecto a su composicion
elemental (CB: 98% celulosa, 0% lignina y 0% hemicelulosa; CV: varia respecto a la
fuente) y propiedades (Compton, 1948; Liu et al., 2018a). Quimicamente este
exopolisacarido definido por la ecuacion (CsH100s)n, representa una estructura lineal
no ramificada conformada por 2000 a 14000 unidades de B-D-glucopiranosa conexas
por enlaces glicosidicos B-(1,4) (Figura 1a), los cuales inician con la formacion del

intermediario celobiosa en el sitio de unién de la glucosa UDP (Klemm et al., 2005).



Figura 1. Celulosa Bacteriana. (a) Estructura quimica: 1. Enlaces glicosidicos, 2. Puentes
de hidrogeno, 3. Puentes de hidrogeno entre cadenas; (b) Fibras de celulosa visualizadas a

través de un microscopio

La cadena de CB tal como se presenta en la figura 2, consiste en una estructura
bésica conformada por un extremo reductor (D-glucosa con un grupo C40H), una
unidad estructural repetida (celobiosa) y un extremo no reductor (C1-OH) que se
encuentra en equilibrio con la estructura aldehido (Cerda, 2016). Las cadenas de
glucosa promueven la formacion de una serie de conexiones intra e intermoleculares
(puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals); vinculos que permiten la obtencion
de una estructura supramolecular de elevada cristalinidad (Figura 1a y b), ya que estas
conexiones se encargan de la morfologia, orientacion e incluso reactividad de las
cadenas (Esa et al., 2014; Rémling, 2002).

Extremo no reductor Extremo reductor
OH
HO oH O  Ho oH HO oH OH
0 HO oH o 0
OH OH OH

Figura 2. Composicion de cadena de celulosa (n=DP; grado de polimerizacién).

(Figura modificada de Klemm et al., 2005).

Como se observa en la figura 3, CB se sintetiza partir de pequefios poros
situados en la envoltura celular del cuerpo bacteriano, donde este compuesto se



produce en forma de extrusiones de cadenas de glucosa, las cuales se asocian formando
subfibrillas (1,5 nm de ancho) que mediante un proceso de autoensamblaje se
cristalizan dentro del medio de cultivo y constituyen microfibrillas. Las microfibrillas
se fusionan desde cada uno de los sitios sintéticos y se agrupan a manera de paquetes,
dando paso a la generacion cintas o fibras (4 nm de espesor, 117 nm de ancho y una
longitud de 20 um), que al agregarse al azar, finalmente permiten el desarrollo de una
estructura tridimensional reticulada ultrafina (hidrogel; pelicula flotante) semejante a

la expuesta en la figura 1b (Gayathry & Gopalaswamy, 2014; Santos et al., 2016)

Subﬁlirilla (1,5 nm) Cinta o fibra

Poro
(3,5 nm)

ANANANNDNNNNDNDD Do

Espacio periplasmatico

Particulra (10 nm)

Membrana plasmatica interna

Enzimas polimeriz;mtes de glucano f(1,4)

Figura 3. Esquema de formacion de celulosa bacteriana.

(Figura modificada de Jonas & Farah, 1998)

Mdltiples investigaciones sugieren que dependiendo del mecanismo de
cristalizacion, se puede obtener diferentes tipos de celulosa. Esto debido a que estas
estructuras elementales, poseen dos caracteristicas primordiales que recaen en la
polaridad unidireccional y espesor variable, de tal forma que si se tiene una disposicién
paralela se sintetiza celulosa | (Semejante a una cinta; sitio catalitico de la celulosa
sintetasa orientado al citoplasma) y si el ajuste es anti paralelo se genera celulosa Il
(Termodindmicamente estable; sitio catalitico de la celulosa sintetasa orientado al
espacio extracelular). Ambas formas pueden ser producidas por un mismo organismo
y son predominantes en la naturaleza (Figura 4), en comparacion a las aloformas 111y
IV, las cuales pueden sintetizarse al aplicar calor o algin tratamiento quimico
(Carrefio et al., 2012; Chawla et al., 2009; C.- Pacheco et al., 2004).
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Figura 4. Produccion de celulosa I y 1l en K.xylinus.

(Figura extraida de Chawla et al., 2009)
1.1.2.2 Propiedades

La CB es un exopolisacérido renovable, estable y multifacético, el cual

representa un material de elevado interés bioldgico, que en los Gltimos afios y con la

creciente concientizacion sobre la sostenibilidad ambiental, ha alcanzado gran impacto

como objeto de estudio dentro de investigaciones que tienen como finalidad desarrollar

una alternativa a los polimeros sintéticos (R. M. Brown & Saxena, 2000; Labhiri et

al., 2021).

Seguidamente, se describen las propiedades de la celulosa bacteriana en torno

al analisis y una recopilacion de diversos parametros asociados tanto a aspectos

morfolégicos, fisicoquimicos y mecanicos.



1.1.2.2.1 Propiedades morfologicas

La celulosa es el homopolimero méas abundante en la tierra, constituido por una
red reticulada de cintas o fibras, las cuales estan conformadas por nanoestructuras que
contienen alrededor de 30 a 100 cadenas de B-D-glucopiranosa apiladas de formas
paralela y orientadas uniaxialmente (J. K. Park et al., 2009).

Las cintas de celulosa en esta estructura supramolecular representa un valor
aproximado de 0,9 % del contenido neto, mientras que el resto esta conformado por
agua libre en 98,8 % y agua ligada en 0,3%. En este sentido, las fibras de medida
nanométrica proporcionan una amplia superficie interna. La gran cantidad de grupos
hidroxilo presentes en la molécula de glucosa permiten la formacion de interacciones
con alrededor del 90 % de las moléculas de agua (H20) y por ende concede una alta
capacidad de retencion (W. Czaja et al., 2006; Gelin et al., 2007).

1.1.2.2.2 Propiedades fisicoquimicas y mecénicas

Este biopolimero es un material prometedor de elevada pureza, estabilidad
térmica y propiedades Unicas (Panaitescu et al.,, 2016). Si bien CB presenta
caracteristicas naturales excepcionalmente eficientes, las propiedades fisicoquimicas
de este homopolimero dependen ampliamente de las condiciones de biosintesis y del
procesamiento. Mientras que en el caso de las propiedades mecanicas, estas son
dependientes de la conformacion y la estructura. Las propiedades y la cantidad de
celulosa, pueden ser controladas y/o modificadas durante el proceso de biogénesis, de
tal manera, que el incremento o la mejora de la propiedad pueden producirse debido al
organismo implementado, las condiciones de cultivo e incluso la purificacion o
eliminacién de impurezas de los geles (Chawla et al., 2009; W. Czaja et al., 2006;
Retegi et al., 2010).

En la tabla 1, se recopil6 los parametros mas representativos asociados a las

caracteristicas especificas de la celulosa bacteriana.



Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas y mecanicas de la celulosa bacteriana

Propiedades Parametro Valor Unidad
Densidad 135 1,50 7
cm
Cristalinidad 60 — 80 %
Humedad 93,97 %
o Unidades de
Grado de polimerizacion 14000-16000
Fisico- glucosa
Quimicas Porosidad >85 %
Temperatura de
» 290 — 298 °C
degradacion
Temperatura de fusion 120,4 °C
Temperatura de transicién
] 13,90 °C
vitrea
Modulo de Elasticidad 15-35 GPa
Mecanicas Esfuerzo de traccion 200 — 300 MPa
Elongacion 1,50-2,00 %

Fuente: (J. Wang et al., 2019; Yamanaka et al., 1989)

1.1.2.3 Aplicaciones y usos de la celulosa bacteriana en la industria

La celulosa representa un biomaterial innovador comunmente destinado al
desarrollo de multiples procesos y una amplia gama de propositos. Esto debido a que
combina una serie de propiedades que permiten considerarlo como una alternativa
atractiva a los polimeros convencionales y uno de los metabolitos mas relevantes de la
industria (Fu et al., 2013; J. Wang et al., 2019).

En vista a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, resistencia y versatilidad,
las aplicaciones y usos mas importantes de la celulosa bacteriana pueden resumirse en

las siguientes categorias:
1.1.2.3.1 Industria Alimentaria

La Industria alimentaria se ha ido desarrollado con el transcurso tiempo, por lo

que progresivamente ha evolucionado y experimentado un proceso de diversificacion.

8



Este sector productivo es encargado de llevar a cabo los procesos asociados a la cadena
alimentaria, ya que se encuentra conformado por un conjunto de actividades
encaminadas al tratamiento, transformacion y conservacion de alimentos (Recordati,
2015). La CB juega un papel fundamental dentro del sector alimentario, debido a
proporciona una base atractiva para un sinnumero de procesos y por ende el desarrollo
de una amplia variedad de productos, dado que actla como un agente espesante,
estabilizante y ligante (Chawla et al., 2009; D. N. Thompson & Hamilton, 2001).

El uso mas antiguo de este metabolito corresponde a la nata de coco, un postre
de origen filipino desarrollado a través de la fermentacién del agua de coco mediante
Komagataeibacter xylinus, proceso que tiene como fin la obtencion de una pelicula
comestible de al menos un 1 cm de grosor, la cual para su consumo requiere ser
cortada, lavada y servida junto a algun licor o en conjunto con jarabes de sabores
(Halib et al., 2012). Otro ejemplo importante es el uso de consorcios microbianos de
bacterias acetogénicas y fermentativas para la produccion del t¢ Kombucha, una
bebida fermentada con propiedades revitalizantes en la cual la CB se produce como
producto secundario que brinda soporte para el crecimiento microbiano (Vargas,
2013).

A continuacion, se presentan ensayos recientes relacionados a posibles

aplicaciones de la celulosa bacteriana dentro de este campo:

Toscano, (2019), desarroll6 un estudio enfocado en la “Estimacion de la vida
atil de la mora de castilla (Rubus glaucus Benth) a partir del recubrimiento de celulosa
bacteriana producida por Komagataeibacter xylinus”, con la finalidad de prolongar la
vida atil y mejorar las caracteristicas morfologicas de la fruta por medio de la
aplicacion de un biopolimero de tipo comestible. Los resultados obtenidos dentro de
este ensayo reflejaron una respuesta positiva al recubrimiento, debido a que este
proporciond proteccion tanto fisica como bioldgica y ademas produjo un incremento
de la vida util del fruto a un tiempo correspondiente a 9 dias a una temperatura de 4
°C. Estas condiciones permitieron conservar las caracteristicas post cosecha iniciales,

dado que este biopolimero actla como una barrera protectora.

Vigentini et al., (2019), estudiaron la sintesis de celulosa bacteriana y su uso

en la elaboracion de un producto de panaderia sin gluten. En esta investigacion se
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evalu6 la productividad de la celulosa a partir de 5 especies diferentes
Komagataeibacter, las cuales fueron sometidas a diferentes fuentes de carbono y
nitrégeno, de tal forma que los resultados del proyecto revelaron que la cepa con mayor
rendimiento de produccion de CB fue K. rhaeticus cepa LMG22126T. Ademas, este
estudio revel6 que las mediciones de los parametros tecnolégicos y el horneado,
generaron una respuesta favorable para su implementacion en el desarrollo de

alimentos novedosos.

Atta et al., (2021), en un estudio sobre el “Desarrollo y caracterizacion de
biopeliculas de celulosa antimicrobiana incorporadas para aplicaciones de envasado
de alimentos comestibles”, concluyeron que las propiedades y ventajas que
proporciona la celulosa bacteriana sobre los envases convencionales son
descomunales, ya que han abierto un sinfin de oportunidades. Esto debido a que la
combinacién CB/CMC/gly/levadura (Celulosa bacteriana + carboximetilcelulosa +
glicerol + levadura) mostr6é buenos resultados al preservar el olor, color y textura de

los alimentos en contra los factores ambientales.
1.1.2.3.2 Industria biomedica y farmacéutica

Durante varios afios, este sector ha sido considerado como un componente
importante del sistema de asistencia sanitaria a nivel mundial, ya que esta conformado
por diversas organizaciones dedicadas a la investigacion, desarrollo y
comercializacié