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Etapas en un bioproceso tipico

MATERIAS nocEsu EPARACIC *
PRIMAS mmmc . = IFICAGI
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Cambio de escala
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Microorganismos utilizados en biotecnologia

Aislamiento de microorganismos

|

Procedimientos de screening

|

Mejoramiento de cepas-Optimizacion de condiciones

|

Produccidn a pequena escala

|

Produccidn a gran escala. Fermentadores
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Caracteristicas ventajosas de los microorganismos
usados en bioprocesos

. Degradacion de polimeros heterogéneos hasta
azucares simples

. Fermentacion simultanea de una mezcla de
azucares

. Tolerancia a los inhibidores producidos durante la
hidrolisis
. Tolerancia a la concentracion creciente del

producto final y a las condiciones del proceso de
fermentacion
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Algunos Procesos Microbianos Industriales

Producto

Microorganismo(s) utilizado(s)

Productos industriales

Etanol (de glucosa)

Saccharomyces cerevisiae

Etanol (de lactosa)

Kluvyeromyces fragilis

Acetona y butanol

Clostridium acetobutylicum

2-3 butanediol

Enterobacter, Serratia

enzimas

Bacillus, Aspergillus, Mucor, Trichoderma

Aditivos de alimentos

Aminodcidos (ej: lisina)

Corynebacterium glutamicum

Acidos organicos ( ej: citrato) Aspergillus niger Del libro
nucleotidos Corynebacterium glutamicum Microbiology
vitaminas Ashbya, Eremothecium de Prescott,
Polisacdridos (ej: xantano) Xanthomonas Harley y Klein
Productos medicinales

antibioticos Penicilium, Streptomyces, Bacillus

alcaloides Claviceps purpurea

Transformaciones de esteroides Rhizopus, Arthrobacter

Insulina, hormona de crecimiento, interferon E. coli, Saccharomyces y otros (recombinantes)

Combustibles

Hidrogeno Bacterias fotosintéticas

metano Methanobacterium

Etanol Zymomonas, Thermoanaerobacter

Bioplasticos

polihidroxialcanoatos Ralstonia eutropha, E.coli recombinante 5




BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

Tres categorias de productos microbianos de
importancia industrial

» Metabolitos primarios

 Metabolitos secundarios
e Enzimas

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez



Loy wmbies
orEneETsml

Crecimiento bacteriano & || e K e
5
;
&
A & o I @

COHCCptOS 201 Tiempo de cultive 7



Metabolitos primarios

Producidos durante el crecimiento normal del microorganismo, parte
del metabolismo. Pueden ser intermediarios o productos finales de

vias metabdlicas esenciales para el crecimiento.

A
Ej: aa, nucledtidos, azucares,

productos de fermentacion, exoenzimas.

Normalmente se producen en gran

Cells

Ethanol
produced

abundancia en la fase logaritmica. 5
5
3
E
%’
Acetobacter o =
Gluconobacter Time
Etanol —> Acido acético
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Metabolitos secundarios

Producidos luego del crecimiento
normal del microorganismo, se
acumulan cuando las condiciones
son desfavorables para el
crecimiento (fase estacionaria).
Compuestos no esenciales para el
crecimiento y su rol en muchos
casos es desconocido.

Ej: antibidticos

Weight or cell numbers

|

Trophophase |

Idiophase

Cells

Penicillin
produced

Time
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Metabolitos primarios

Principales acidos organicos y solventes

Acidos y solventes , : )
producidos por microorganismos

Etanol . Acido citrico

. Acido acético
. Acido lactico

Acido citrico

1

2

3

4. Acido succinico

5. Acido propidnico y butirico
6. Etanol

7. Butanol

8. Acetona

9. 1,2y 1,3 propanodiol

10. 2,3 butanodiol
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Metabolitos primarios-acidos y solventes
Etanol

Conocido como producto derivado de microorganismos
Levaduras desde azucares Pasteur 1822-1895

Investigaciones en los ultimos 20 anos bacterias capaces de produccion
desde distintos sustratos con alto rendimiento.

Enzimas claves: Piruvato decarboxilasa y alcohol deshidrogenasa
Etanol or etil alcohol (CH;CH,OH, mol. wt. 46.07) incoloro, inflamable.

Usos

Bebidas

Medicinal o Quimico

Combustible Bioetanol

Al 95% puede ser usado como combustible
Etanol anhidro si se mezcla con gasolina
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Produccion de etanol
Fermentacion

Quimica etileno

Incremento del precio del petréleo
Agotamiento de las reservas

Fermentacion
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Programas gubernamentales de busqueda de nuevas fuentes de energia

En Brasil: 30 anos de experiencia

1975 Mas de 15 mil millones de L/ano (41 millones litros/dia)

«  Azucar de Cana + Levaduras -2 Etanol

Saccharomyces

En EUA: 20 anos de experiencia
| 2006: Mas de 41 millones litros/dia (mas que Brasil)

Almidon de Maiz + Amilasas 2 Glucosa
Glucosa + Levaduras -2 Etanol

13
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Desarrollo de la produccion de alcohol

Saccharomyces spp.

Nuevas cepas tolerar etanol
fermentar azucares rapidamente
capaces de flocular

Estrategias
Fermentaciones continuas con reciclado de levadura

Idem con vacio para evaporar etanol
Levaduras inmovilizadas

Uso de bacterias Zymomonas mobilis

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez 14



Zymomonas mobilis

-Bacilo gram negativo aerobio facultativo (algunos obligadamente
anaerobios otros toleran O,)

o-Proteobacteria

‘Metabolismo fermentativo obligado con produccion de etanol.
Algunos fermentan sacarosa (2 moles de etanol y 2 de C0, por mol
de glucosa).

Etanol 10-12%

Genoma completo 2005-2,06 Mb

Vive sobre plantas incluido el cactus Maguey que fermentado da
bebida mexicana pulque

‘Desde 1970 1400 trabajos publicados
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Emden-Meyerhof

glucose
ATP
ADP

glucose-6-phosphate

|

fructose -6-phosphate

ATP
ADP

fructose-1,6-diphosphate

glyceraldehyde-3-phosphate < glyceraldehyde-3-phosphate

NAD :

, NAD
NaDH, | TP

NADH, | TP

1.3-diphosphoglyceric acid

ADp
» ATP

1.3-diphosphoglyceric acid

ADp
» ATP

3-phosphoglyceric acid 3-phosphoglyceric acid

2-phosphoglyceric acid
-1,0

2-phosphoglyceric acid
-1,0

phosphoenolpyruvic acid phosphoenolpyruvic acid

ADP ADP
ATP ATP
pyruvic acid pyruvic acid

Entner-Doudoroff

glucose

glucose-6-

6-phosphog

phosphate

ATP
ADP

Zymomonas
(fermentativo)

NAD
NADIH,

luconic acid

=H,0
Pseudomonas
2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid
I%DPG aldolasa
pyvruvic acid « e glyceraldehyde-3-phosphate
— 2ADP
| "~ ZATP  (Embden-Meyerhof
cetaldehyvde +CO. :::":gl i pathway)
|~ NADH, !
~>NAD pyvruvic acid
ethanol PDC
acetaldehyde + CO.
NADH,
ADH NAD
ethanol
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Productos de fermentacion Zymomonas vs. Levaduras

Pathway ETANOL Lactic Acid Co, ATP
Embden-Meyerhof 2 0 ’ ’
Saccharomyces
Entner-Doudoroff 2 0 ’ |
Zymomonas

Requerimientos para un buen
fermentador industrial Zymomonas
1-Amplio rango de sustratos Limitado
2-Tolerancia al etanol Mayor 16%
3-Alta produccién de etanol Parecida
4-Bajos niveles de subproductos Peor
5-Osmotolerancia Mayor 40%
6-Termotolerancia Mayor (38-40°C)
7-Facilidad para la floculacion y .7

Reciclado

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez

17



(rt]

T

ETHAMIL (G/L)

FyeluOhAs  WOpn S

20

T
o

BLIEEHRE (9/L]

TIME ([H)

BIOMASS (GSLD

SACOHARDMYCES CARLIBERGENTIS [UvaERIM)

25 250

3

ETHANGL (/L)
GLUCOSE (6/L)
" %

s

o L+ 20 30 an
TiwE ()

Ay X5 &oohal Prodscton by veiet and Jpmononss nebils

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez

{8/

MMASS

18



BIOETANOL

Cell wall \
\,

Estrategias:
cambio de materias primas

Layered mesh of
microfibrils in
plant cell wall

~~ Segunda generacion de bioetanol

Single microfibrl —

glucosa celobiosa

Crystalline cellulose

Cellulose molecule
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MANIPULACIONES GENETI,CAS PARA INCREMENTAR LA
PRODUCCION DE ETANOL

Promotor
Asmi dc
Plasmidos oo p
adh
I-*”f E.col
. Koxtosa /- Genes
Cromosoma x ——— " " recombinantes
,/f
,-/j - 7.4 £
Pentoses ’ = Ii Z. mobilis /; = Ethanol
\ ’,_.f""

o
-

No pueden usar pentosas eficientemente

Menos susceptible a manipulaciones genéticas
Diferentes requerimientos » & cerevisiae

de O, durante crecimiento y produccion de etanol

J
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Dos estrategias: Pentosas - Etanol
Ingenieria de Vias Metabdlicas

A: Microorganismo productor de etanol

Extender el intervalo de sustratos metabolizables
Lymomonas mobilis T

Etanol

llllllllllllllllllllllllll

B: Microorganismo NO Productor de Etanol %

Complementar vias para producir etanol
Escherichia coli

Pentosas

Hexosas




Otros microorganismos

Entner-Doudoroff
glucose A 1/2 Glucose
ATP (100 mal glucose)
ADP 2[H]- 4[H]
Phosphoenol ) S inate
glucose-G-phosphate Pyruvate 1 " ucll:nl;a e
NAD Co,
NADH, Lactate Pyruvate

T0.5

: I 2[H] o
6-phosphogluconic acid Acetyl-CoA  Formate CO. +H

y | —= CO, + H,
=H,0 ZIH]_/ \ 24 88.0 75.0

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid Acetaldehyde Acetyl-P

KDPG aldolasa ettt Escherichia
pyruvic acid s glvceraldehyde-3-phosphate 6.5 y otras entericas
-~ 2ZADP
S~ ZATP  (Embden-Meyerh
acetaldehyde +CO, NAD - pathway) B 1/2 Glucose
+ NADH, (100 mol glucose)
NADH. 1
F’N"m pyruvic acid J:g:l 2|II|~—1
Succinate- +— Phosphoenol Pyruvat per aperamn |
ethanol PDC 0.4 | e 2[H]
. Lactate Fyruvate —— Acetaldehyde —‘L- Fil
acetaldehyde +CO, 57 T I ) FDC +C0, ADH 206
NADH, 2[H]
ADH NAD Acetyl-CoA  Formate — COy + H,
EII:IJ—-/?’ ™
ethanol ~
Acetaldehyde Acetvl-P
Ethanol Acetate
0.7
pet operon Recombinantes E. coli con

operon para produccion de
etanol de Zymomonas
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E. coli etanologénica

Hexosas y pentosas

ldh-, frdhpficf-ﬂﬂff', prl- > Interrumpir vias
0 rece de produccion de
pdec-adh -::r{:;iﬂ forma de PEP Acidos Organicos

Incrementar actividad

[ Lactato } x PIRUVATO de PDC & ADH

x x Piruvato Descarboxilasa

Acetaldehido +CO,

Succinato

Acetil-CoA Formato
Alcohol Desh rogenasa
X | o

Acetato Etanol ETAN D L
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_au et af. Biotechnology for Biofuels 2010, 3:11
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TOLERANCIA AL ETANOL DE LAS CELULAS BACTERIANAS

. Efecto citotoxico es la razén por la cual se puede usar como desinfectante y
preservante. Desventaja en procesos fermentativos

. Citotoxicidad desde efectos reversibles a muerte celular

. Efectos: alteraciones en metabolismo de fosfolipidos y de acidos grasos. Membrana
principal blanco

. Costo en el proceso de fermentacion: disminucion de tasa de produccion
a medida que el producto se acumula

. E.coli KO11. Puede utilizar compuestos ligno-celulésicos pero no tiene alta
tolerancia al etanol.

.Seleccion de mutantes. Cambios en acidos grasos de membrana para tolerar.

. Z. mobilis mas tolerante. Aumento de la expresion de las proteinas de heat shock
. Bacterias lacticas también tolerantes pero los mecanismos
son menos conocidos.

. Sobreexpresion de proteinas de heat shock GroEL,

GroES, DnaK y DnadJ
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BIODIESEL

Biocombustible que se obtiene a partir de aceites vegetales
0 grasas animales, mediante procesos industriales de esterificacion y
transesterificacion, dando metil ésteres de acidos grasos y etil ésteres de

acidos grasos (FAME o FAEE).

O
H2C—0——R H,C—OH 0
CH;OH, KOH
HC—0——R =5 HC—OH + )J\
O HAC
e R
H,C—0——R H,C—OH

Aceite vegetal Glicerol FAME o FAEE
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Biodiesel

Microdiesel: Escherichia coli Combinacion de formacién de etanol y posterior
esterificacion de etanol con dcidos grasos para dar etil oleate o etil palmitate y etil palmitoleato.

F

Glycolysis

Ytl

EcoR|

pMicrodiesel

OH
2
= (eicac) @720
i |

[ Fatty acid f-oxidation ]

g
[ =]
) |
~ou WW\SJ
Expresion in E. coli of the Zymomonas mobilis
P piruvato decarboxilasa y alcohol deshidrogenasa y
aciltransferase de Acinetobacter baylyi strain ADP1.
\/\/\Na./\/‘\/\/ﬁ\;-"‘x

Compuestos equivalentes al
biodiesel

Kalscheuer et al. Microbiology (2006), 152, 2529-2536
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Metabolitos primarios- Acidos y solventes

PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS

* Buen conservante y antioxidante natural que se afiade industrialmente
como aditivo en el envasado. Saborizante, gusto dcido frutal.
Plastificante: disminuye la espuma en fabricacion de resinas.

Cosmética como astringente.

A pH neutro o acido forma complejos.

En produccion de detergentes
o Aspergillus niger es el mejor productor en presencia de Fe*>
e (iclo de Krebs. Ingenieria metabdlica.

e Quelante de AI** Plantas que expresan niveles elevados de citrato
sintasa bacteriana.
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Bl Steam for

* Aspergillus niger es el
mejor productor.
Produccidn industrial 1917.
Pfizer.

Motor

Acid/base
for pH control

sterilization
—— Foam breaker

impeller

Cooling — Culture broth
jacket
— Diffuser T :
{b) A bioreactor tank is at the left.
Harvesting drain
(a) Section of a continuously stirred bioreactor Melaza como fuente

de azucar
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CINETICA DE LA

ACIDO CITRICO Y SU FORMA FERMENTACION DEL

TIONICA QUELADA CON Fe(III)

G000

|
CHi~CO0H

Acido citico

H0-C-CO0H ——— Ho-G~C00" -~ 8

e

ACIDO CITRICO
?Hg—coo;_.

CH-000

Idiofase |

: Sacarosa
Citrato .
Concentracion
de metalbolito
o biomasa — Biomasas
— Acido
citrico
| T |
0 2 4 (5] 8
Tiempo (dias
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# Otras aplicaciones del dcido citrico

=~ Tropicos
Suelos dcidos solubilizacion de aluminio

‘Quelante de Al3+

‘Plantas que expresan niveles
elevados de citrato sintasa
bacteriana.
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BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

Tres categorias de productos microbianos de
iImportancia industrial

«Metabolitos primarios

* Metabolitos secundarios | g

e Enzimas
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Metabolitos secundarios

Compuestos microbianos de uso medicinal

« En 1928 Alexander Fleming descubrid el primer antibidtico.

* QObservé que el hongo Penicillium producia un antibiético que
mataba a S. aureus.

Condiciones para la produccién P—

de metabolitos 2"°s deben ser ; : colony
controladas | / ' A

(
‘ Bacteria inhibited
| E-‘

Ba:ter_i_a?
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Antibioticos clasicos

Sustancias quimicas producidas por microorganismos que matan o
inhiben el desarrollo de otros microorganismos. Interfieren en algun
paso del metabolismo donde encuentran un blanco adecuado.

TABLE 1.3 Some Commercially Produced Antibiotics

Antibiotic Producing Microorganism Class

Produced by Fungi
Cephalosporin Cephalesporium acremonium Broad spectrum
Griseofulvin Penicillium griseofulvim Fungi
Penicillin Penicillium chrysogenum Gram-positive bacteria

Produced by Gram-Positive, Spore-Forming Bacteria
Bacitracin Bacillus subtilis
Polymyxin B Bacillus polymyxa

Produced by Gram-Positive Bacterium, Actinomycete
Amphotericin B Streptomyces nodosus

Chloramphenicol Streptomyces venezuelae
(now chemical synthesis)
Cycloheximide Streptontyces griseus
Cycloserine Streptomyces orchidaceus
Erythromycin Streptomyces erythreus
Kanamycin Streptomyces kanomyceticus
Lincomycin Streptomyces lincolnensis
Neomycin Streptontyces fradiae
Nystatin Streptomyces noursei
Streptomycin Streptomyces griseus
Tetracycline Streptomyces rimosus

Gram-positive bacteria

Gram-negative bacteria

Fungi
Broad spectrum

Pathogenic yeasts

Broad spectrum

Mostly Gram-positive bacteria
Gram-positive bacteria
Gram-positive bacteria

Broad spectrum

Fungi

Gram-negative bacteria
(Mycobacterium tuberculosis)

Broad spectrum

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez

Antibidticos producidos
por fermentacion
a gran escala
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Antibioticos Sintesis de pared celular
V' - Cidosarnna
vantomeana
Clasicos vencomice
penicilinas (}-lactamicos) RNA polimerasa
celabosporinas Rifampicina
monobactam
Sintesis de proteinas
(inhibidores de 505)
Entromicina
Metabolismo doramierscol
del dcido folico ll:_illhn'iu'la
imetopdm—" | Sncomicing
sulfonamidas —
Sintesis de proteinas
{(inhibidores de 30S)
Tetracickna
Membrana espactinomicna
citoplasmatica esraptomicina
e rCing
hanamicing
Estructura de la it oo Lir e ces.
membrana citoplasmatica O
prolimixina Sintesis de proteinas
(tRNA)
PRI BCInG
R e , puromicina
ol Carmen Sanchez Rivas
. “Révista
fosfolipidos . [/ &m ﬁﬁﬁﬁﬁ j‘r ‘‘‘‘‘ - N ']

nnnnnnn

pared de Gram positivos pared de Gram negativos
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Busqueda de antibioticos

Se extiende una
dilucién de suelo
sobre una placa de
medio selectivo

nlll de vidrio

esiéril para
extender

@ Se incuba
Colonias de especies

/ de Streplomyces

Cubrir con una capa de un
organismao indicador

U Se incuba

Organismos no __
productores

Zaonas de inhibicion
del crecimiento —=

Srawriomas 5%

(2)

Rastreo de nuevas cepas
productoras de
antibioticos

Ensayo en placa
Producciony
analisis de su
estructura

Analisis in vivo

Conceptos 2(;1 2-Nan®y

Se siembra por estria a
través de un lado de la
placa el organismo
que se sospecha que
produce antibiético

Se incuba para permitir el
crecimiento y la produceién
de antibigtico

_ El antibidtico
difunde en el

agar

Masa de celulas
de Streplomyves

Se siembran por estria
perpendicularmenie los
01ganismos que se van
a analizar

Se incuba para permitir el
crecimiento de los organismos gque
s@ van a analizar
Zona donde
ha habido un
crecimiento

Zonas de inhibicién
donde los organismos
sensibles no

“3%



Estrategias

. Biotecnhologia moderna (Nueva Biotecnologia)
Obtencion de cepas con alto rendimiento

Manipulaciones genéticas
Mutagenesis

Sobreexpresion

Modificaciones a nivel regulatorio

Dificultades: via metabolica compleja necesidad
de identificar gen clave: ciencia basica

. Busqueda de nuevos compuestos
BIOTECNOLOGIA AZUL (MARINA)
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Glucose

I

Erythrose-4-P Phosphoenol-
pyruvate
Key
Primary
metabolite

Semnda!y 3-Deoxy-7-phospho-o-
metabolite arabincheptulosonate

1
Ansamycin Pt l' ;
Rifamycin “ Shlelcacld
Candicidin 1 y Anthranilic
Nystatin Chorismic =  _.4
acid |
Chloramphenicol l Tryptophan
] |
Mocardicin  +— Prephenic acid Actinomycin
Phenylalanine Tyrosine
l |
Polymyxin MNovobiocin

Figure 30-3 B-ock Biology of Microorganisms 11/e
£ 2006 Pearscn Prentice Hall, Inc.
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Tabla 1. Clasificacién de los principales antibidticos producides por actinomicetos de acuerdo a su estructura

-~

quimica.
Eritromicina.
CLASIFICACION ANTIBIOTICO ESTRUCTURA . L
Macralidos Inhibe sintesis de
proteinas.
Cefoxitina_ 7 u B Union en la subunidad
(Cefamicina semisintstica). @’f\l/ g Mo ribosomal 505.
B-Lactamicos B o L -
Inhibe sintesiz de pared o g Y *
celular. T o
o OoH
Amfotericina B.
Palienos
- Alteracion de
Est _
streptomicina permeabilidad en la
Aminoglucosidos Inhibe sintesis de membrana.
proteinas.
Unidn en la subunidad
ribosomal 305.
Vancomicina.
Tetraciclina. Glicopéptidos
Tetraciclinas Inhibe sintesis de Inhibe sintesis de pared
proteinas. celular.
Unidn en la subunidad
ribosomal 305.
Limgomicina,
Azicares Inhike sintesis de
complejos proteinas.
Unidn en la subunidad Rifam picina.
505.
Rifamicinas  Inhibicion de sintesis de
RMA.
Union ala RNA
polimerasa.
Las estructuras quimicas de los metabolitos secundarios se disefiaron empleando el programa MDL 1515 DRAW
version 2.5 (http:/fwww mdl_com/productsiframeworkfisis_draw/index jsp).
Cloranfenicol.
Fenicoles A
CHEI,

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unién en la subunidad
ans
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Como se sintetizan estos compuestos?
Péptidos no ribosomales y policetidos

o) ™ ) Non Ribosomal Peptide Synthetases
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FEFPTIDES

Adenilacién (A): activacion de los aminodacidos

Tiolacion (T, o alternativamente PCP): tioesterificacion de un aminoacido activado
Condensacion (C) enlace peptidico entre dos sustratos vecinos para la elongacion

de la cadena peptidica.

Se genera un péptido lineal o ciclico que se escinde por un dominio tioéster (TE).

Epimerizacion (E), responsable de la conversion de una configuracion D o L.
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Como se sintetizan estos compuestos?
Péptidos no ribosomales y policetidos
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MNat Prod. Rep., 2007, Donadio et al., 24, 10731109

Otros compuestos bioactivos
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Metabolitos secundarios
BIOTECNOLOGIA AZUL: MARINA

Figure 1
Descubrimiento ) | o o™
argazoile: macroliao . (¥
de nuevos ] g !J%ﬁ:i_k ., . r
compuestos . Dic, " I . wi V- \3«"“‘
bioactivos de MBWB/M’JLH e :( ) e
bacterias marinas : ™ o (O BN ke ol
MBWIQ,GK___,JLH M‘TJL?};}H\TJLP :
Wi __,5‘\ I':ia 2 h!ha a j e -
[2[E] Me M:)},_.w r?ta e N
Cl
g 8X=5
o ) “N D o 9X=0
ci
\
[ |
4X=H
5X =Br
NH'J
Cumantt Opinion in Micrabiolcogy

Highly béoactive netural products recently iolstd from manine cyano bectena and actinomycetes: largazols (1) from Symplocs sp., colbamde (2) fom
Leptolyngbys sp., somocystinamide A &) from a Lyngbys majuscws/Schizothrix mied sasemblage, &3 well 33 mannopymoles A (4) and B (5),
mann=cz=na A (6 and B (T), and ammosamides A ) and B @), 2l molsted from Streplomyces spp.

Agentes antitumorales
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BIOTECNOLOGIA MICROBIANA

Tres categorias de productos microbianos de
iImportancia industrial

« Metabolitos primarios
 Metabolitos secundarios

Enzimas y extremofilos

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez
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Fnzimas

Only when the Substances have ¢limbed the
“energy hill” a. Yeaction Can take place.

amvAToN st
ENERGY

. NO SUFREN CAMBIO Y NO
SE CONSUMEN EN EL
PROCESO

. BIODEGRADABLES Y NO
TOXICAS

. Biocatalizadores. Convierten
sustratos en productos sin sufrir
cambio alguno.

. Casi todas las reacciones en
mundo viviente son catalizadas y
controladas por enzimas.

. Especificidad. Cada reaccion qca.
catalizada por su propia enzima

. Aumentan velocidad de reaccion.
Actian a T moderada, pHyp

. Capaces de discriminar entre
sustratos similares

. Catalizan reacciones
estereoespecificas.

. Pueden funcionar /in vitro
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EFECTO DEL AMBIENTE SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

v {" Vmax

max

. Concentracion de sustrato

max

. pH

T

Reaction velocity (V) —
<

Substrate concentration [S]—

Acinadad ecnamabica

inth Edition
reeman and Company

Optimo pH
Temperatura
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_Animales [antas y microordanismos como fuentes de enzimas

Vegetales: Fuentes potenciales de enzimas 3 escala industrial.
Granos: malta que contiene amilasas y proteasas usadas en la
produccion de cerveza.

Siglo XIX, métodos simples para obtencion de grandes
cantidades de proteasas de |3 savia de plantas tropicales.

Desventajas:

Suministro y concentracion de las enzimas varia con las
estaciones del afio.

.Requerimiento de grandes cantidades de plantas como
material. .Procesamiento de grandes cantidades es un trabajo
muy duro.

Desventajas similares para la obtencion a partir de animales
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Vegetales
Papaina y quimiopapaina del arbol de la papaya. Similar 3
la pepsina
Ablandadores de carne, digestion y limpieza de lentes de
contacto.

Ficina de hiqueras. Enzima proteolitica

Bromelaina del tallo de |a planta de la pifia. Enzima
proteolitica

Animales
Descubrimiento de enzimas digestivas siglo XIX. Desarrollo de métodos
para obtencion de enzimas de matanza de animales.

Pepsina del estdmago de cerdos y del cuajo del estémago de ganado
bovino.Cocteles de enzimas con tripsina, quimiotripsina, lipasas y amilasas

del pancreas de cerdo.
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LA MAYORIA DE LAS ENZIMAS DE IMPORTANCIA INDUSTRIAL

PODRIAN PRODUCIRSE A PARTIR DE MICROORGANISMOS

Microorganismos como fuentes de enzimas
Produccion de grandes cantidades con bajo
costo

No afectada por las estaciones del afio. Proceso de
extraccion mds simple y menos contaminante.

Uso de mutantes y procesos de seleccion que
aumentan la produccion. “"Enzimas hechas a medida”

a través de ingenieria genética y disefio de
proteinas

1950 gran desarrollo de procesos sumergidos

Enzimas hidroliticas simples como: proteasas, amilasas, pectinasas, lipasas.
Degradan polimeros naturales

Enzimas extracelulares . Poco especificas

Facil extraccion . Bajo costo

Poco requerimiento de cofactores
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Distribucion de enzimas por areas

90 % de microorganismos

6% animales y 4% plantas

AREAS
ESPECIFICAS

PORCENTAIJE

Aplicaciones

Alimentos 41 Clarificacién de vino y jugos,
cervezas,pan y galletas,
edulcorantes,lacteos, suplemento de
alimentos de animales

Detergentes 34 Limpieza de ropa, lentes de contacto

Textiles 11 Desengomado de telas, teminacién
jeans

Cueros 3 Ablandamiento

Pasta/ papel 1 Blanqueamiento de pulpa de celulosa

Otras aplicaciones

Reactivos para analisis,
manipulacion genética,
bioconversiones, trastornos
digestivos, inflamaciones,disolventes
de codgulos

Conceptos 2012-Nancy I. Lopez 51




Seleccion de organismos productores de enzimas

w ° £ ]
Gram positivos v“% :
7 ¢
Bacillus alta capacidad secretora
Exoenzimas
Streptomyces

glucosa isomerasa citoplasmatica

Gram neqgativos

Pseudomonas lipasas
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Exoenzimas vs. Enzimas intracelulares

- Son separadas directamente Se necesita proceso de extraccion
del caldo de cultivo (durante Glucosa oxidasa: conservacion de
fermentacion) y formuladas en carne
alta concentracion Asparraginasa: terapia del cancer
. Solubles en agua Penicilina acilasa: conversion de
antibioticos
Glucosa isomerasa: jarabe de
fructosa
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Enzimas microbianas que participan en
la degradacion del almidon

Ej: Obtencion de Jarabe de Maiz de Alta Fructosa (JMAF)

almidén DO OO OOW®
l o Amilasa (Bacillus)
Almidon

parcia|mente C O XX XX

hidrolizado l Glucoamilasa (Aspergillus)

gucosa D @ @ @

. Glucosa isomerasa (Bacillus, Streptomyces)

:|::‘°H‘ . e -i:n,cm

N/

1T fructosa > @ @O @ Mucho +dulcey soluble que glucosa
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Lipasas-Aplicaciones de las Enzimas Bacterianas

Criterios de seleccion para lipasas como aditivos de detergentes:

* Amplio rango sobre una variedad de grasas y lipidos

* Estabilidad a pH alcalino

* Solubilidad en detergente

e Compatibilidad con las proteasas presentes (no facilmente degradable)
* Facilidad de produccion

Pseudomonas spp.
Outer membrane

Pseudomonas alcaligenes 1995

Periplasm

Xop machinery

Magquinaria de secrecion

Pseudomonas sp. Strain KFCC 10818: P112Q
Pseudomonas sp. Strain 42A2
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Celulasas-Aplicaciones de las Enzimas Bacterianas

Capaces de hidrolizar la union 1,4 B-D-glucosidica en celulosa

Endoglucanasas
Exoglucanasas
B-Glucosidasas

Bacillus subtilis
Thermomonospora fusca

Tabla 1: Niveles de celulosa, hemicelulosa y
lignina en biomasa

BIOMASA % peso seco
Celulosa 40-60%
Hemicelulosa 20-40%
Lignina 10-25%

Textil: Stone washed

Cell wall —,

microfibrils in
plant cell wall

Cellulose molecule |

- iouj Hoj  OH .o iouj oz OH_..
HO OH o !on ! HO OH 2 !C!H !
 — | L 1

Glucose Cellobiose

Single microfibril ]

Paracrystalline
cellulose

Crystalline cellulose

Crystalline cellulose
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Detergentes bioldgicos
Aplicacién mds importante de las enzimas hidroliticas

Componentes de las manchas:

- Proteinas dificiles de remover, no se disuelven
==w fdcilmente en agua. A altas temperaturas, se une
| fuertemente a las fibras textiles.

-Polvo, hollin, pigmentos y materia orgdnica.
-Grasas y proteinas actian como pegamento.

Detergentes sueltan la grasa de la tela, las
proteinas permanecen en el material.

Enzimas: Proteasas, lipasas, celulasas y amilasas
en la eliminacion de manchas.

Condiciones en las cuales debe ser activa.
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Soiled fiber

Dirt ! Protein

Fat iparticle i stain
Biological detergent
o

Vooes

§PEptTd es and

Enzyme iamino acids
Activity of detergent
A
Detergent

with enzymes

Mﬂfﬂes

LB T T T T I
of3z 20/68 40104 60fi40 8of/176 100f212
laundry temperature in °C/°F

Detergentes biologicos

Fig. 2.17 Diagram of biodetergent
action (left). Serin proteases
(below). A particularly reactive serin
group in the active site lends its
name to the proteases.

Subtilisin
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Pectinasas
Produccion de zumo de frutas

Al prensar frutay vegetales para la
obtencion de jugo, las pectinas de alto peso
molecular reducen la produccion.

Pectinasas procedentes de cultivos sumerqgidos
de Aspergillusy Rhizopus.

Se pica la fruta y se anaden pectinasas
para degradar las pectinas de cadena
larga. Se reduce la viscosidad del zumo,
facilitando la filtracion y se obtiene
mas cantidad.

Alimentacion de bebés maceran las
fruta y los vegetales para hacerlos mas
suaves y faciles de comer.
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Productos Quimicos
Penicilin amidasa/Penicilin acilasa: usada para producir
intermediarios para la obtencion de penicilinas semisintéticas.

E. coli :
trophi Y A }'Cfm

Kluyvera CltrOphlla PR Adipyl-penizillin
Alcaligenes faecalis = ===

4]

Pseudomonas Y "):(lj\ LVWJ:'}

0
Adipylcephalesporin @
Cephalosporin G GOOH COOH

Ps_et.rdcmmas Imprcved enzyme found
adipyl acylase by directed evolution

GDOH
T-ADCA 7-ADCA

pens ac:.rlase

CH, CHg Semi-synthetic cephalosporins:
R-COHN ~ S HzN ~ S -Cephalexin
CHy — 0 o CH: + R-COOH S
Penicilina ' .
—N . —N
0/ COOH acilasa OJ COOH

Penicilina G o V G-APA

Figura 5.8 Formacion de 6-APA por hidrélisis de penicilina.
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Enzimas Solucion
Inmovilizadas

Enzimas en solucion

Se emplean grandes volimenes (ton), deben ser de bajo costo
Su purificacion debe ser sencilla o no interferir con el producto
Ventajas:

-pueden seleccionarse de alta o baja especificidad

-generan pocos o ningin producto secundario

-actividad optima en condiciones de reaccion

Desventajas:

-costo generalmente alto

-sustratos poco solubles son dificiles de procesar

-baja estabilidad

-problemas de inhibicion
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Enzimas inmovilizadas

Ventajas:

- se puede reutilizar la enzima

- no requiere proceso de recuperacion y separacion de la enzima
del producto. Menores problemas de disposicion de efluentes

- puede proveer un ambiente mds adecuado para la actividad
catalitica de la enzima.

-Generalmente mayor pureza del producto

-Estabiliza las enzimas evitando desnaturalizacidn

Desventajas:

- puede haber drenado de la enzima a la solucidn

- limitaciones significativas por restricciones a la transferencia
de masa

- la actividad y la estabilidad de la enzima se puede reducir

- no se pueden controlar las condiciones en el microambiente que
rodea a la enzima
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Enzimas inmovilizadas

Enzima ligada Enzima unida por ( Celulosas modificadas
‘ \-‘Ils-u;':»uﬂe anlaces transversales Carbén activado
, s 4 @rcillas minerales
: 1.Union: a soporte Oxidos de aluminio
» ' - Bolitas de vidrio
¢ b | N

Adsorcidn-enlace 10nico-enlace covalente.

@ 2. Polimerizacion. Con agente polimerizante.

Ej. Glutaraldehido. Mantener actividad de la
Inclusion de la enzima Inelusitn de la enzima

en polimeros fibrosos &n microcapsulas enZIma.

Procedimientos para la inmovilizacién de las enzi-
mias. En todos los casos las moléculas anzimédticas se muestran en mojo. ., . s
3. Inclusion enzimatica: en membrana
semipermeable. Microcapsulas, geles,

polimeros fibrosos como acetato de celulosa.
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100%

Enzima inmovilizado

Enzima soluble

Actividad relativa

Otras ventajas de los biocatalizadores
inmovilizados

TIBO =

1. Ideales para operaciones continuas

2. Permiten un control mas seguro del
proceso catalitico

3. Permiten el desarrollo de un sistema de
reaccidon multienzimatico
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MERCADO

Aunque enzima sea esencial cantidad necesaria en mercado pequefia

Alto volumen para grado industrial.

Bajo volumen para analitica, diagnosticas o terapéuticas.

Ej: Aditivos en masa 1-2Kg/1000 Kg de sustrato. Formulaciones liquidas. No
purificadas

Diagnoéstico ug-mg. Alto grado de pureza.

Dominado por Holanda y Dinamarca.

Se busca obtener:

Alto rendimiento-Estabilidad-Independencia de inductores o cofactores
Buena recuperacion

. Suprimir: Olor-Color-Metabolitos no deseados.

. Bajo potencial alergénico

. Libre de microorganismos : S

. Certificado de material seguro ?elc;r;z?;t;:es para produccion
. Responsabilidad sobre el fabricante 10-50 m*-30-150 h
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Enzimas de extreméfilos
A) Temperatura

Psicrofilos
Mesofilos
Termofilo
Hiperterméfilos

Velocidad
de

crecimiento

B) Acidez y alcalinidad y
Acidofilos v

Alcaléfilos i A

C) Disponibilidad de agua
Halofilos y Haldfilos extremos (Sal)
Osméfilos (Aztcar)
Xeréfilos (Ambientes Secos)

D) Alta presidn
piezofilos o baréfilos

E) Alta concentracion de
metales pesados o radiacion
metaldfilos
radidfilos

Temperatura (°C)
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Degradacion de macromoléculas
Almiddn

a-amilasa

pululanasa
glucosa isomerasa

CH0H CH0H CHy0H CH,0H CHz0H

o o ) o )
H A H HA H HA H o WA, H WA H
oH H 0—I\OH H o—\oH HAL g _Nou nfl o5 Now nfl o
H OH H OH H OH H OH H OH

Amilosa (a 1,4)

YO teif') '
P 9 lu < ‘} CHOH CH,OH

o °
H /A H  HA H

_o_\oH HA o Nou H

"Detergentes biologicos” =

H alcalinO H o on H . OH H O.H H OH H  OH
; : Amilopectina
Ba‘]a temperatura (Ramificado o 1,6 cada 24-30

glucosa)
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Produccion de enzimas de extremodfilos

4 )

Biocatdlisis con enzimas
extremofilas

- /
[ |
4 N O N
Productor natural En hospedador
extremofilo recombinante
N\ DN )

Ventajas y Desventajas

Enzimas aisladas solubles
mmovilizadas
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ENZIMAS DE EXTREMOFILOS
¢Cudl es la base de su eficiencia en ambientes extremos?

HQ ’. """ o Primary structure interacciones internas
: ' & . Optimizacion de

N

Primary
structure

interacciones externas interfase proteina-solvente
con metabolitos, cofactores
y solutos compatibles

Factores que afectan la estabilidad
Termofilas

Mayor numero de interacciones i0nicas
Cambios en aminodacidos (polares cargados)
Reduccion de la relacion superficie-volumen
Aumento de interacciones hidrofébicas
Mayor asociacion cooperativa

Modificacion de dreas expuestas a solventes
Reduccion de zonas flexibles y del numero de
cavidades

B pleated shee

B- sheet

tertiary

quaternary
structure
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Termoestabilidad del enzima:
Pululanasa Almidén —>  oligosacdridos

— —®

Pyrococus woesei

100

1 2 3 4
Tiempo (hr)

Stability of Glucose |somerase at 70 C

oy 0
Lo T

| = K253R
] -+ Wild Type

P
L

relative activity (%
| )
o

o

12346678 2921011121314
Time (days)
Actinoplanes missourensis
Mutanes con mayor
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