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PROLOGO

Apreciable docente:

Esta guia contiene una selecta compilacion de herramientas que le permitira
preparar cada clase. Es importante recalcar que no es un libro de texto, son
materiales elegidos minuciosamente para facilitar la preparacion de clase,

ahorrando tiempo en los conceptos basicos para poder ahondar mas en-el tema.

Se eligié la asignatura de metabolismo microbiano debido a su impacto en el
desarrollo de las biotecnologias. Comprender el intercambio-energético y de
metabolitos en las comunidades microbiolégicas sumado al conocimiento en
bioquimica, microbiologia, termodinamica, fisiologia permite generar nuevos

productos y procesos biotecnolégicos o la optimizacion de los actuales.

La eleccién de cada material fue hecha a partir del programa de estudios vigente
para la Ingenieria en Biotecnologia, carrera ofertada en la Facultad de Quimica de
la Universidad Auténoma de Querétaro, asi mismo se revisaron programas de
estudios de otras universidades del mundo, con el objetivo de estar a la vanguardia

en conocimientos.

Se agrega al menos un material por cada parte del temario, el cual puede ser una
figura, un articulo, una ecuacion o imagen que facilite el aprendizaje. El contenido
se presenta de manera concisa y simple, dando oportunidad a que se pueda

profundizar tanto como el grupo y el docente lo necesiten.

Para el desarrollo de las sesiones se puede recurrir a la exposicion y explicacion de
los temas, fortalecer el aprendizaje con articulos que demuestren la aplicacién de
conceptos y el intercambio de ideas innovadoras sobre posibles aplicaciones

biotecnoldgicas.
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Invito a todos los lectores a retar su creatividad y la de sus estudiantes, en la
aplicacion del conocimiento para solucionar problemas actuales y realizar proyectos
de gran impacto social.

“Un maestro es una brdjula que activa los imanes de la curiosidad, conocimiento y

sabiduria en sus pupilos”.
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1. ANTECEDENTES

La vida en la Tierra es posible gracias a la gran diversidad microbiana (Capello,
2000). Esta diversidad microbiana se puede traducir en diversidad metabdlica. Los
microorganismos procariontes y eucariontes realizan el mismo metabolismo bésico;
sin embargo, la diversidad recae en las formas de generar energia y en los

metabolitos secundarios que estos secretan (Kenneth,2008).

Cuando hablamos de metabolismo nos referimos a la suma de reacciones
bioguimicas necesarias para generar energia y al uso de esa energia para sintetizar
el material celular a partir de pequefias moléculas en el ambiente. El metabolismo
contiene un componente generador de energia. llamado catabolismo y un
componente biosintético consumidor de energia llamado anabolismo. Las vias o
reacciones catabdlicas producen energia como ATP la cual es utilizada en las
reacciones catabolicas para la sintesis de material celular a partir de nutrientes en el
ambiente (Kenneth,2008).

El conocimiento de esta diversidad microbiana y sus metabolitos derivan en
aplicaciones biotecnologicas. Los microorganismos como herramientas
biotecnolégicas tienen una gama infinita de posibilidades industriales, agricolas,
alimentarias, ambientales y para la salud, ya sea que utilicemos la entidad celular

completa o los metabolitos producidos por estas.

En los probioéticos podemos ver el uso de los organismos completos, y en el caso de
los metabolitos tenemos la produccion de aminoacidos aditivos alimentarios. La
produccion de nuevos antibidticos, vacunas, interferones y otros agentes
terapéuticos, son producto de la tecnologia aplicada de estos microorganismos. En
el caso de la agricultura también vemos el impacto en el desarrollo de bioinsecticidas,
biofungicidas, para control biol6gico. La biorremediacion del suelo o el tratamiento
de aguas residuales por consorcios microbianos son un claro ejemplo de

aplicaciones ambientales.



La proyeccién de las biotecnologias en todas las facetas de la vida humana,
dependera del ingenio de cada biotecnélogo, no teniendo limite en cuanto a
posibilidades, por lo que el comprender el metabolismo microbiano es fundamental

para la aplicacion de nuevas alternativas tecnoldogicas.



2. OBJETIVOS

2.1 General

Tener una compilacion selecta de herramientas sobre el curso de metabolismo

microbiano que le permita al profesor facilitar la preparacion de las clases.

2.2 Especificos.

Permitir al docente contar con una guia especifica de contenido para cada

clase que deba impartir.

e Tener un recurso grafico que facilite al alumnado la comprensiéon e
internalizacién de la informacién que se revisa durante la clase.

e Formar un precedente para futuros textos de referencia, ya sea para esta
materia o para otras.

e Integrar el contenido de otras materias de manera concreta y guiada, a través
de los articulos que se anexan.

e Proporcionar herramientas virtuales que apoyen el aprendizaje en linea y a

distancia.



3. INTRODUCCION AL METABOLISMO

3.1 Taxonomia microbiana

Para estudiar la diversidad de organismos existentes es preciso agruparlos vy
organizar los grupos generales en una estructura jerarquica sin superposiciones. De
eso se encarga la TAXONOMIA, que es la ciencia de la clasificacion biolégica. La
taxonomia en su sentido mas amplio se descompone en tres partes-independientes

pero interrelacionadas: clasificaciébn, nomenclatura e identificacién.

La clasificacion es la estructuracion de los organismos en taxones 0 grupos en
funcidén de semejanzas o del parentesco evolutivo. La nomenclatura es la rama de la
taxonomia que se ocupa de la asignacion de nombres a grupos taxonémicos de
conformidad con normas publicadas. La identificacion constituye el lado préactico de
la taxonomia que consiste en establecer que un organismo determinado pertenece a

un taxén reconocido (Madigan,1998).

Durante la primera mitad del siglo XIX sélo se conocian dos reinos, animal y vegetal.
Luego de comenzar a conocerse la existencia de microorganismos, en 1866, Ernst

Haeckel cre6 un tercer reino que llamo los Protistas.

Lynn Margulis en colaboracion con Karlene V Schawarz clasificaron a los organismos
en 5 reinos naturales y 2 dominios de acuerdo a su morfologia (Figura 1). Esta
clasificacion trajo aciertos y equivocaciones, aunque la clasificacion es compleja, se
reconoce a los hongos como un reino aparte, muchos organismos son dificiles de
colocar (Protistas o protoctistas) y supone que las Archea son bacterias (Figura 3).
Su clasificacion se baso en la propuesta de R. H. Whittaker en 1969, con algunas

diferencias.
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Figura 1. Clasificacion de la vida en la tierra, 5 reinos, 2 dominios.( Margulis & Michael
J Chapman, 1982-1998-2009), "Kingdoms and Domains: An lllustrated Guide to the
Phyla of Life on Earth." p53
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Las nuevas técnicas de biologia molecular (Figura 4) permitieron estudiar la
composicion del ARN ribosémico y descubriendo que hay dos tipos de células
procariotas (arqueas y bacterias) y un tipo de células eucariotas. En 1978, Carl R.
Woese propuso elevar los tres tipos de células a un nivel por encima del reino,
llamado dominio y de ahi surgio el sistema de clasificacion de tres dominios que se
conoce en la actualidad y que comprende (Figura 2, Cuadro 1):

» Bacteria (procariotas unicelulares cuya pared celular contiene peptidoglicano)
 Arquea (procariotas unicelulares cuya pared celular no contiene peptidoglicano)

 Eukarya (todos los eucariotas)

Bacterias

Proteobacterias  Espiroquetas halobacterias

Methanosarcina
Bacterias
Grampositivas .
Methanobacterium
Methanococcus

Bacterias Verdes

no azufradas | NeMMOCOCCUS

Thermoproteus

Microsporidia
Diplomonas

Figura 2. Relacion filogenética entre formas de vida basada en las secuencias de
rARN. Woese determind que las comparaciones moleculares muestran que la vida
en la tierra, se divide en tres grandes dominios, Bacteria, Archea y Eukarya.
(Woese,1990).



Thermotoga

Flavobacterias

Defferibacter

Cytophaga

Figura 3. Taxonomia basica de las Eubacterias (Prescott,2002).

Cuadro 1. Comparacion de
(Prescott,2002).

los componentes celulares de cada dominio

Dominios

BACTERIA

ARCHEA

EUCARIA

Estructura celular

Procariota

Procariota

Eucariota

Cromaosomas

Uno circular v
desnudo

Uno circular y una
cromatina

Multiples lineales con
cromatina

Composicion de la
pared celular

Peptidoglicano

Glicopéptidos,
proteinas o gldcidos

Glicidos (celulosa,
quitina)

Enlace peptidico de la
membrana

Ester

Eter

Ester

Acidos grasos dela
membrana

Lineales

Ramificados

Lineales

Flagelo

Bacteriano

Argueana

Eucariota

Ribosoma

705

705

803, pero 705(0 555) en
mitocondrias v
cloroplastos

Intrones

Ma

En los genes del
ARNE

En la mayoria de genss

(Operones

Si

Si

Mo

Plasmidos

Si

Si

Raros

Cromatina con
nucleosomas e
histonas

Ma

Si

Si

Iniciador de ARNt

Formil-metionina

Metionina

Metionina

ARM polimerasa

UIna

Varias

Varias

Subunidades de ARNP

4-5

8-12

12-14

Estreptomicina v
cloranfenicol

Sensible

Resistente

Resistente

Toxina diftérica

Resistente

Sensible

Sensible




El método molecular de identificacion bacteriana mediante secuenciacion del ADNr
16S incluye tres etapas: a) amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada;
b) determinacion de la secuencia de nucleotidos del amplicon, y c) analisis de la

secuencia (Figura 5).

Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

l

Extraccion de ADN

Voo

Mezcla de los componentes
de la reaccion de amplificacion

|

Y

Amplificacion del ADNr 16S
(completo o parcial)

|

Secuenciacion del amplicén

l

Analisis de la secuencia

— Correccion de errores
— Comparacion con ofras secuencias
— Trazado del arbol filogenético

Figura 4. Etapas a seguir en el proceso de identificacion bacteriana mediante
secuenciacion del ADNr 16S (Rodicio,2004).



Bacteria Archaea

Cultivable

Mo cultivable
Secuencia completa
Secuencia en progreso

Figura 5. Numeros de filos y secuencias genomicas entre Bacteria y Archea
identificadas desde 1987. Cada arbol filogenético muestra el niamero de filos
conaocidos, en cada uno comparten una secuencia genémica del ARNr 16S <85%
con otros grupos, también se indica el afio en que estos fueron reconocidos. Cada
filo es representado por una linea vertical, cuyo color indica si alguno de sus
miembros ha sido cultivado (azul) o no (verde). Las barras de color horizontales
abarcan filos para los cuales al menos una secuencia gendmica esta completa (rojo)
0 en progreso (amarillo). Los numeros encima de cada linea indican el numero de

filos que abarcan (Liolios, 2007).



3.1.1 Sistema de nominaciéon de bacterias

En la actualidad usamos el sistema de nomenclatura del creador de la taxonomia el
botanico sueco Carl von Linneo, un sistema binomial. Este sistema esta formado por
2 términos. El primero se refiere al género y el segundo a la especie. Se escribe en
cursiva o se subraya y son palabras que vienen del latin y griego (Figura 6). Ejemplos:

Bacillus luteus, Bradyrhizobium japonicum, Aspergillus niger, Tricoderma viride.

La segunda palabra

Bacillus luteus —————> cita la especie

La primer palabra indica el rango
taxonémico inmediato superior,
el Género

Figura 6. Sistema de nomenclatura binominal para la taxonomia bacteriana.
Siguiendo la forma de nombrar primero el Género seguido de la especie, ambos

términos en cursivas, y generalmente son palabras que vienen del latin o del griego.

La regla para pronunciar nombres cientificos en espafiol se basa en el uso del latin,
y al ser una lengua muerta es inmutable. El latin usado es el de la iglesia cristiana

preservando desde la antigiiedad el cual es el latin bajo, cuyas reglas son las

siguientes:
C=K J=1 Ph=F
V=U Z=Ds Th=6
Ch=K LL = larga
X =Cs, gS G = suave

Es valido usar el latin culto, pero no es comun. Debe tomarse en cuenta el origen de
la palabra, cuando el origen es obviamente griego debe usarse esta pronunciacion si

se trata de una latinizacion es correcto primero usar la pronunciacion original.
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3.2 Arquitectura de la célula microbiana

Las diferentes estructuras bacterianas las podemos dividir, segin sean constantes
en las células o no, en estructuras permanentes o variables (Figura 7). Dentro de las
primeras se destaca: la pared celular, la membrana celular, los ribosomas y el
material genético (Figura 8). Las estructuras variables son: los flagelos, las fimbrias
o pilis, la capsula y, ademas, podemos clasificar las estructuras bacterianas en
citoplasmaticas y externas o de la envoltura celular (Figura 9). Dentro de las
citoplasmaticas destacamos el material genético, los ribosomas y los cuerpos de
inclusién. La envoltura celular engloba la membrana plasmética, la pared celular que
la recubre, la cépsula y los apéndices como fimbrias o pilis'y flagelos (Figuras

10,11,12,13, Cuadros 2 y 3). El microorganismo Gram Negativo Escherichia coli ha

sido usado como paradigma (Figura 8).

Tabique de division
Maombrana oxtema
Capa do
{Capsula) peptidoglucano

Cuesrpc E
de inclusion

citopiasrrica Ribosoma

Proteinas
de superficie
{Flagelo)

GRAMPOSITIVAS GRAMNEGATIVAS

)}

(Capsula)

Membrana

Cuerpo
A e Inclusion

\

Capa de

| peptido-

glucano
~

Protainas

porinas
Espacio
perplasmico
~(Fiagelo)

Figura 7. Diagrama de la pared bacteriana. Gram positiva a la derecha y Gram

negativa a la izquierda (Prescott,2002).

11



Pared

celular . -
Peptidoglucano Cromosoma Unico,

Procariota

circular y muy enrollado

Flagelo

Citoplasma Plasmido Membrana celular
rico en (zona donde ocurre
ribosomas 70S la respiracion celular)

Figura 8. Diagrama de una célula bacteriana “tipica”’ (Escherichia coli). Las porciones

de la célula se amplian para mostrar mas detalles (Moat,2002).

Estructura de la célula procariota

Figura 9. Composicion macromolecular del interior de una bacteria. Esta figura se
basa en los datos del cuadro 2 (White,2007).
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Macromolécula

Porcentaje
del peso
total zeco

Pezso por
célula
(10" x
pes0,

gramos)

Pezo

Molecular

MNimero de

moléculas por
célula

Diferentes
familias de
moléculas

Proteina

115.0

4.0 % 10°

2.360,000.0

ARN

290

235 ARMr

3.0

1.0x 107

18,700.0

165 ARMr

16.0

5.0% 107

18,700.0

35 ARNr

1.0

3.8x10°

18,700.0

Transferencia

G.6

25x10°

205,000.0

Mensajerc

24

1.0x 107

1,380.0

ADN

9.0

25x10°

213

Lipidos

26.0

705

220,000,00.0

Lipopolisacanidos

10.0

4346

1.200,000.0

Murzina

7.0

(904),

1.0

Glucogeno

7.0

1.0 107

4360.0

Macromaoléculas

totales

Moléculas solubles
blogues de
construccion
metabalitos,

vitaminas

lones inorganicos

Total peso seco

Cuadro 2. Composicion macromolecular del interior de una bacteria (White,2007).

13



Proteina o Glicoproteinas

Proteina de membrana

Mureina (otros polimeros)

Lipoproteinas

— Lioopolisacéaridos

o
= Fosfolinidos
(T1) :
uU Porinas
Figura 10. Estructura celular de la superficie de procariontes. a) Archeas b) Bacteria
Gram-Positiva, c¢) Bacteria Gram-Negativa. S- Superficie, CM-Membrana
Citoplasmatica, CW-Pared Celular, OM-Membrana Externa, PG-Peptidoglicanos
(Kim, 2008).
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Cuadro 3. Componentes de la membrana exterior y sus funciones en Escherichiacoli

(Kim,2008).

-

Componente

Funcion

Fosfolipidos

Estructura de la membrana plazmatica.

Lipopolisacarida

Membrana externa, hidrofilico provee una barrera natural contra los
compuestos hidrofobicos. Estabilizacion de la membrana con la union a
iones como el MG**

Lipoproteinas

La parte lipidica esta incrustada en la region hidrofabica de la membrana
celular externa v la parte de carbohidrato esta unida covalentemente a la
mureina para estabilizar la membrana celular exdema.

Proteina A de la

membrana exierna

Mantiene |z estabilidad de la membrana exterma, es recepior de

aminoacidos y péptidos.

Tres diferentes porinas, Qmpt. QoRE v Bhak. cada una de las cuales
consta de tres péptidos, achian como canales especificos v no especificos
para solutos hidrofilicos.

Proteinas receptoras

Para azucares, aminoacidos y vitaminas.

Otras proteinas

Enzimas como fosfolipasa, proteasa, proteinas de la maquinaria de

trasporte.
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Sintesisde la _
pared celular

ADN girasa

~ ARN polimerasa

Me’m.hnlislmn del _ _ Sintesis de proteinas
acido falico . (Inhibidores de 505)

. Sintesis de proteinas

Membrana citoplasmatica 4
(Inhibidores de 30S)

PABA
Pared Celular

Acido lipoteicoico A‘d"“““““ { _'l ;" g ASLPS \

Superficie Celular Gram Positiva l Superficie Celular Gram Negativa
- - 3§ N R 2
: Tl GRRVE
i a
)

Pared celular
Pared celular

Figura 11. Estructura celular de microorganismos. A. Caracteristicas quimicas,
sintesis y metabolismo de una célula bacteriana. B. Pared celular de bacterias Gram

(+). C. Pared celular de bacterias Gram (-) (Osorio, 2017).

Membrana

QORI J\rwdw"\ Membrana \ A

citoplasmatica

Gram positiva

Gram negativa

Figura 12. La estructura de envoltura de un microorganismo Gram positivo (izquierda)

y un microorganismo Gram negativo (derecha). No se muestran las capsulas y los
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apéndices ni las proteinas de superficie, como la proteina M de los estreptococos
(Osorio, 2017).

CADENA DE PEPTIDOGLICANOS

&9 a : ENLACES PEPTIDICOS

I‘ S

ACIDO TEICOICO

—
S D)

T

)

Figura 13. Vista esquematica de los peptidoglicanos bacterianos. (a)Monocapa de
peptidoglicanos. Los hexadgonos sombreados claramente representan la N-acetil
glucosamina, los hexdgonos sombreados en oscuro representan el acido N-
acetilmuramico; las esferas puestas verticalmente representan los péptidos de las
cadenas laterales, los 6valos horizontales representan los aminoacidos que cruzan
entre las cadenas de péptidos. (b) Representacion esquematica de las multicapas de
peptidoglicanos en la pared celular de Gram Positivos. Las barras largas horizontales
representan las cadenas de N-acetilglucosamida y acido N-acetiimuramico. Las
barras cortas horizontales representan los enlaces peptidicos y las barras verticales

representan el acido teicoico (Moat,2008).
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3.3 Principios generales de metabolismo microbiano.

El término metabolismo se refiere a la suma de todas las reacciones bioquimicas
necesarias para la generacion de energia y el uso de energia para sintetizar material

célula a partir de pequefias moléculas en el ambiente (Figura 14).

Por lo tanto, el metabolismo tiene un componente que produce energia llamado
catabolismo y un componente biosintético que consume energia llamado
anabolismo. Las vias catabolicas que producen energia como ATP se pueden utilizar
en reacciones anabdlicas para consumir material celular a partir de los nutrientes en

el ambiente (Figura 15).

CATABOLISMO ANABOLISM@ FOTOSLI'I:ITESIS

Biopolimeros (proteinas) [ EEEERXZ]

~

Fuente de energia
u

Maquinaria
fotosintética

Intermediarios biosintéticos (ef:

/DAT aminodcidos) ATP

&

& D M Pool intracelular de
\_p/re:ursores
y /
—

Productos metabdlicos Nutrientes extracelulares
finales

4

Figura 14. Papel del ATP acoplando el catabolismo y la fotosintesis a la biosintesis.
La energia en los enlaces fosfato del ATP interviene en diversas etapas del proceso
biosintético. Participa de la entrada de nutrientes a la célula, se utiliza para convertir
estos nutrientes en metabolitos intermedios de bajo peso molecular (aminoéacidos,
nucleotidos, acidos grasos, etc.) y ademas se utiliza en la polimerizacién de estos
intermediarios en biopolimeros que constituyen los componentes principales del

material celular (proteinas, acidos nucleicos, lipidos, etc.) (Doelle, 2010).
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Catabolismo Anabolismo
Metabolismo energético Metabolismo biosintético

Fuentes de

Energia Biopolimeros

“_Energia_—" |
disponible

Mutrientes externos

Figura 15. La relacién entre catabolismo y anabolismo en la célula. Durante el
catabolismo, la energia cambia de una forma a otra, y siguiendo las leyes de la
termodinamica, tales transformaciones de energia nunca son completamente
eficientes, es decir, se pierde algo de energia en forma de calor. La eficiencia de una
secuencia catabolica de reacciones es la cantidad de energia disponible para la
célula (para el anabolismo) dividida por la cantidad total de energia liberada durante

las reacciones (Kenneth, 2008).

El metabolismo tiene tres funciones especificas:

= Obtener energia quimica del entorno, almacenarla, para utilizar luego en
diferentes funciones celulares,

= Convertir los nutrientes exdégenos en unidades precursoras de los
componentes macromoleculares de la célula bacteriana,

= Formary degradar moléculas necesarias para funciones celulares especificas,

por ejemplo, movilidad y captacion de nutrientes (Figura 16 y 17)
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Nutrientes % _
P—— % Catabolisme

Fosfato inorganico

Adenosindifosfato Adenosintrifosfato
(ADP) (ATP)

y Anabolismo

4 Sintesis de constituyentes

celulares

e Transporte de nutrientes

Trabajo mecanico
Fosfato inorganico

Figura 16. El catabolismo y anabolismo. La energia liberada en las reacciones
catabdlicas se usa para fosforilar ADP, generando ATP. La energia almacenada en
el ATP se utiliza en la mayoria de los trabajos celulares. Por lo tanto, el ATP acopla
los procesos productores de energia de la célula a los consumidores de energia
(Kenneth, 2008).
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Figura 17. Metabolismo y biosintesis. La biosintesis es el proceso por el cual la célula
bacteriana sintetiza sus propios componentes, la energia requerida se obtiene del

medio que la rodea. (Kenneth, 2008).
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3.4 Clasificacion de los microorganismos por su metabolismo.

Aunque los organismos eucariontes, principalmente los protistas, presentan una gran
diversidad en su morfologia, los procariontes no tienen esa distincion. Sin embargo,
en funcién de su metabolismo, los procariotas son mucho més diversos que todos
los eucariotas y esta gran diversidad se debe a la diversidad en las vias metabdlicas

para producir energia y sintetizar metabolitos secundarios.

| Tipos de organismos |

fotolitoautotrofia quimiolitoautotrofia

| Fuentes de energia |

Fotétrofos fotoorganoheterotrofia Quimiotrofos
energia del Sol quimioorganoheterotrofia. /= energia de compuestos
orgdnicos e inorganicos
reducidos I

Fuentes de
carbono

CO; de la atmosfera Fuente organica de moléculas organicas
lcomo tnica o princi- C; también CO, preformadas, reduc
pal fuente de C ) das; a partir de otrof
organismos

[ Autotrofos Heterotrofos Autotrofos lIcleron'ufu]

PESNEa |

moléculas inorgd- ‘uentes de
nicas reducidas hidr()geno 0
w19 — Electrones

_moléculas orginicas

Figura 18. Clasificacion de los microorganismos de acuerdo a su fuente de energia
(Kenneth, 2008).

Los distintos tipos de metabolismo microbiano se pueden clasificar segun tres

criterios distintos:

l. Segun la fuente de carbono que utilizan
El carbono es el mayor constituyente de la célula bacteriana, por lo tanto, no llama la
atencion que requiera mas carbono que cualquier otro nutriente. Las bacterias se
pueden dividir de acuerdo a la forma en la que el organismo obtiene o utiliza el

carbono para la construccion de la masa celular:

21



+ Autotrofo. crecen sintetizando sus materiales a partir de sustancias
inorganicas sencillas. El carbono se obtiene del diéxido de carbono (CO3).

» Heterdtrofo. su fuente de carbono es organica. El carbono se obtiene de
compuestos organicos.

* Mixotrofo. son aquellas bacterias con metabolismo energético litétrofos
(obtienen energia de compuestos inorganicos), pero requieren sustancias
organicas como nutrientes para su metabolismo biosintético. El carbono se

obtiene tanto de compuestos organicos como fijando el diéxido-de carbono.

Il. Segun el punto de vista biosintético
La forma en la que organismo obtiene los equivalentes reductores para la

conservacion de energia o en las reacciones biosintéticas:

* Litotrofo. son aquellas que sélo requieren sustancias inorganicas sencillas Los
equivalentes reductores se obtienen de compuestos inorganicos. (SH2 SO,
NH3, NO, Fe, etc.) (Cuadro 4).

* Organotrofo. requieren compuestos organicos. Los equivalentes reductores se
obtienen de compuestos organicos. (hidratos de carbono, hidrocarburos,
lipidos, proteinas, alcoholes) (Cuadro 5).

Cuadro 4. Grupos fisiolégicos de litétrofos (Tortora,2013).

Grupo fisioldgico Fuente de Producto final Organismo
energia oxidado
Bacteria del hidrogeno H: H:zO Alcaligenes,
Pseldomonas
Metandgenos H: H:0 Metanobaterium
Carboxidobacteria cO COa Rhodospirium,

Azotobacter
Bacteria nitrificanie MH- W3 MNitrosomas
Bacteria nitrificanies M= MO Nitrobater

Bacterias oxidantes del H:5 05 S50 Thiohacifllus, Sulfolobus

azufre
Bacterias del hierro Fe Fe Gallionella, Thiobaciilus
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1. Segun la fuente de energia:

Segun la forma en la que el organismo obtiene la energia para vivir y crecer:
* Quimiotrofo. La energia se obtiene de compuestos quimicos externos.

* Fototrofo. La energia se obtiene de la luz (Figura 19).

FOTOTROFIA QUIMIDRGANOTROFIA QUIMIOLITOTROFIA

Compuestos Compuestos Compuestos Compuestos
organicos Organicos Organicos organicos
reducidos oxidados reducidos oxidadoz

\_/

EMERGIA QUiMICA

Figura 19. Fuentes de energia para los microorganismos: fototrofia,

guimiorganototrofia y quimiolitotrofia.
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Cuadro 5. Requerimientos nutricionales de algunos microorganismos (Corzo, 2020).

Tipo Fuente de | Fuente de Ejemplos
energia carbono

Fotoautotrofas Luz CcO2 Algas y
cianobacterias

Fotoheterotrofas Luz Compuestos Algas y bacterias
organicos fotosintéticas

Quimioautotrofas o Quimica Compuesto Pocas bacterias
Litotrofas inorganicos: H2,
NH3, NO2, H2S,
co2

Quimioheterotrofas o | Quimica Compuesto La mayoria de
Heterotrofas organicos: glucosa | bacterias

4. TRANSPORTE Y BIOENERGETICA

4.1 Transporte celular

Las moléculas pueden ser transportadas a través de la membrana citoplasmatica por
tres diferentes mecanismos (Figura 20):

(1) transporte pasivo o difusiéon pasiva

(2) transporte facilitado o difusion facilitada
(3) transporte activo o difusion activa.
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L . Difusion facilitada (bajo
Difusion simple (solo gradiente electroguimico)
compuestos no polares, bajo
gradiente de concentracion}

S

out 2
Transporte activo

primario

Transporte
idnico mediado
por ionoferos
(Gradiente
electroquimico
descendiente)

"o

O 1on

Canal idnico (Gradiente
electroquimico
descendiente)

Transporte active secundario (en contra
del gradiente electroguimico, conducido
por iones con gradiente descendiente)

Figura 20. Esquema general donde se muestran las principales diferencias en los

tipos de trasporte a través de-la célula (Lehninger,2005).

Los dos primeros mecanismos sSon procesos pasivos que, en principio no requieren
suministro de energia libre de Gibbs para que ocurra. El transporte facilitado es gratis

y las moléculas son transportadas por un gradiente de concentracion.

La diferencia entre los dos mecanismos es que el transporte facilitado tiene un
transportador especifico 0 una proteina transmembranal que esta involucrada en el
transporte, mientras que la difusion libre es transporte molecular, impulsado por una

diferencia de potenciales quimicos.

El tercer mecanismo permite que las especies sean transportadas en contra de un
gradiente de concentracion por un proceso activo que requiere la entrada de energia
libre de Gibbs.
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El transporte activo se asemeja a la difusion facilitada en que las proteinas

especificas localizadas en la membrana, o permeasas, regulan el proceso.

4.1.1 Transporte pasivo

El transporte de un compuesto por difusién pasiva (Figura 21) a través de una

membrana lipidica implica tres pasos:

(1) transferencia del compuesto del medio extracelular a la membrana;
(2) difusion del compuesto a través de la bicapa lipidica y

(3) transferencia del compuesto de la membrana al citosol.

e ;iiii >
:ﬁ}‘( 2 )
!
.

¥ &
(X CO, M0
Difusion simple de moléculas liposolubles a
través de la membrana plasmdtica

Figura 21. Difusion simple. Las moléculas que son pequefias y sin carga pueden
esparcirse a través de la membrana celular. Simplemente fluyen a través de la
membrana celular. La difusiébn simple no requiere energia o necesita de asistencia

de una proteina de transporte (Kennet,2008).

4.1.2 Transporte facilitado

Muchos compuestos se transportan a velocidades extremadamente lentas por

difusioén libre, debido a que es muy baja solubilidad en la membrana plasmaética.
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El transporte de tales compuestos puede mejorarse significativamente mediante la

mediacion del portador de moléculas incrustadas en la membrana citoplasmatica

(Figura 22).

Espacio extracelular

® @
Canal proten'.o 9

Membrana celukar" lﬂr&b

@
D

Espacio intracelular

Wﬂ @ﬂl‘ﬂ

Proteinas ;*
transportadoras g

Figura 22. Difusion facilitada. Los canales proteicos proveen un canal abierto o

pasadizo a través de la membrana celular para que las moléculas se muevan.

Muchos canales proteicos permiten la difusién de iones (Kenneth,2008).

Este transporte ocurre pasivamente, es decir, no requiere gasto de energia, y se

conoce como difusion facilitada. Se utiliza para el transporte de muchos compuestos

en eucariotas (Figura 23 y.24), mientras que el transporte de glicerol en Escherichia

coli y el transporte de glucosa en Zymomonas mobilis y Streptococcus bovis parecen

ser los unicos ejemplos de la difusién facilitada en procariotas (Moat, 2002).

f— NH--Val —Gly —Ala—Leu—Ala "

Trp  Leu 32
O

Val -~ Val — Val
‘ | : A,
Trp—Leu— Trp— Leu—Trp " C
HO - CH, -~ CH, NH

Gramicidina A

Figura 23. Gramicidina A modelo de un ionofero formador de canales. Dos moléculas

de este péptido con 15 residuos de aminoacidos forman un poro a través de la
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membrana por medio de la interaccion hidrofobica entre las cadenas laterales de los

aminoécidos y el lipido de la membrana. Los solutos pueden moverse a través del

poro (Kim, 2002).

Transportador movil

A

Valinomicina

Formador canales

Gramicidina

Figura 24. El acarreador Valinomicina y la formacion del canal Gramicidina

(Lehninger,2005).

La difusién facilitada se asemeja a la difusion libre, ya que el transporte ocurre solo

en la direccion de un gradiente de concentracion. Sin embargo, el compuesto puede

entrar a través de la membrana solo si hay una molécula transportadora libre y

disponible, siguiendo una cinética de Michaelis-Menten (Figura 25 y 26).

BEBpRY
bL L,

9

Difusién Difusién facilitada © ¥mier

simple

J

—

Transporte pasivo

- \- o

—

Transporte activo

Figura 25. Difusion pasiva a traves de porinas. Los azucares y alcoholes se difunden

pasivamente al periplasma a través de las porinas especificas LamB y PhoE, donde
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pueden secuestrarlos proteinas de union periplasmicas (el Malg, PiBP), y llevadas al
citoplasma por los Transportadores ABC (MalFGK, PstABC) o por canales (GIpF).
Los iones penetran en y hacia fuera la célula por porinas inespecificas como OmpF
y por canales idnicos como CIC y por la proteina mecanosensitiva MscL. Sideroforos
atrapadores de hierro (por ejemplo, ferricromo) son importados por receptores
externos de la membrana como FhuA, una proteina periplasmica de union (FhuD) y
un transportador de ABC(FhuBC). En este caso la energia que se requiere para
activar el transporte de la membrana externa, proviene de un gradiente de protones
a traves de la membrana citoplasmética, por el complejo TonB-ExbBD. La secrecion
de toxinas como hemolisina y secrecion de sustancias toxicas como antibiéticos es
mediada por transportadores dependientes de energia a nivel de la membrana
citoplasmatica, y por proteinas que forman un poro en el periplasma y la membrana
externa, como TolC. Los barriles de la membrana externa apoyan en funciones
diversas incluyendo el anclaje de la membrana externa al peptidoglicano (OmpA), la
adherencia a células receptoras (OpcA, que une a la heparina sobre la superficie de
células epiteliales, y OmpX, que puede asociar con proteinas de células hospederas)
y la actividad enzimética (las lipasas OMPLA y PagP, que conservan la composicion
de lipido externo, y la peptidasa OmpT). (Faraldo-Gémez,2004)

4.1.3 Transporte activo

El transporte activo se asemeja al transporte facilitado porque requiere proteinas
localizadas especificamente en la membrana, llamadas permeasas, que median el
proceso de difusion (Figura 27). A diferencia del transporte facilitado, el transporte
activo puede ocurrir en contra de un gradiente de concentracion y por lo tanto es un

proceso que consume energia libre de Gibbs.
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X X & ¢ X X

x X xx x x

(a)Trasporte activo (b)Trasporte activo
primario secundario

Figura 26. Esquema del trasporte activo primario y el trasporte-activo secundario. La
generacion de energia en el Ultimo caso contrarresta el consumo de energia libre,
para impulsar el proceso de transporte activo. Finalmente, un tipo especial de
transporte activo llamado Translocacion de grupos se caracteriza por que la molécula
experimenta un cambio en la composicién quimica, puede ser adicidn o sustitucion

de grupos funcionales (Gonzalez,2004).

La energia libre de Gibbs que se requiere para el proceso de transporte puede ser
proporcionada por un fosfato de alta energia, por ejemplo, un ATP (transporte activo
primario) (Figura 28). Alternativamente, el proceso de transporte se puede acoplar a
otro proceso de transporte con un gradiente de concentracidbn cuesta abajo

(transporte activo secundario) (Figura 29).

H

anion

facilitated

clectroncutral clectrogenic electroneutral electrogenic : diffusion

Figura 27. Transporte activo dependiente del gradiente electroquimico Algunos

solutos se mueven a través de la membrana junto con los protones, ambos en la
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misma direccidn a) Simporte, mientras que otros se mueven en direccion opuesta b)
Antiporte, algunos iones cruzan la membrana a lo largo del gradiente electroquimico
c) Uniporte. El transporte que involucra el potencial de membrana es llamado
transporte electrogénico. Cuando los aniones con una carga total negativa de n son
simportados con m protones el transporte se convierte en electroneutral, en el caso
de n=m y electrogénico en el caso de n#m. En antiporte cuando los cationes de una
carga total positiva de n son expulsados con m protones se convierte en

electroneutral en el caso de n=m y electrogénica en el caso de n#m(Dawes,1986).

Tipo P Tipo.V Tipo F

Tipo F: reversibles

Se fosforilan
Na*-K* ATPasa

Bombas de Ca?*

Bombas protones

Figura 28. Trasporte primario. Es producido por un evento metabdlico productor de
energia: ATP, energia luminosa o reacciones de oxidacion-reduccion (Lehninger,
2005).
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Transporte primario

H*., + energia = H*,;

CAb S8

Cell membrane !{

Transporte secundario
H+out +Sout _> H+in * Sin &5%’58& &
o

Figura 29. Trasporte secundario. Es guiado por gradientes electroquimicos y esta

acoplado al transporte primario (Lehninger, 2005).

Se consideran como transporte secundario a: Uniporte, Simporte y Antiporte (Figura
30, 31y 32).

Antiporte

Figura 30. Transporte activo secundario: Antiporte. Dos moléculas fluyen
simultdneamente por el mismo trasportador, pero en direcciones opuestas, formando

un gradiente de concentracion (Doelle, 2010).
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>33 )

v

Uniporte

Figura 31. Transporte activo secundario: Uniporte. Es el flujo de iones en una misma

direccion por un gradiente electrostatico (Doelle, 2010).

malate”” malate®”

lactate”™ d——— L lactate”

H.,O

§ NH:
arginine arginine - a4
1 T~

citrulline

,
- . * . < -
ornithine « ornithine « G

phosphate

carbamoylphosphate

ADP
3
ATP

NH; + CO;

lactose lactose

)}
galactose galactose glucose

l

glycolysis

periplasm cytoplasm

Figura 32. Precursores/productos del sistema antiporte de bacterias acido lacticas.

Algunas bacterias anaerobias fermentativas, incluyendo las bacterias acido lacticas,
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utilizan la energia potencial de una alta concentracion de los productos de la
fermentacion dentro de la célula para importar el precursor. (a)Antiporte
malato/lactato 1, Fermentaciéon malolactica. (b) Antiporte Arginina/ ornitina 1,
argininadeiminasa; 2, ornitina carbamoiltransferasa; 3, carbamato cinasa. (C)

Antiporte Lactosa/galactosa .1, -galactosidasa (Poolman,1990).

MBP
i J—":‘--h.l

@ © Maltosa

Estado de transicion ADP + P,

Figura 33. Transporte de maltosa a través de los transportadores dependientes de
ATP o transportadores ABC. (A) Proteina de unién a maltosa (MBP) se une a la
maltosa, experimentando un cambio de conformacion abierta a cerrada, generando
alta afinidad. en el sitio de union azucar. En la conformacion cerrada, MBP se une al
casete de unién a ATP de maltosa (ABC) para iniciar el transporte y la hidrélisis de
ATP. (B) En el estado de transicion para la hidrélisis de ATP, el MBP se une
fuertemente a la maltosa ABC para transferir el azucar. (C) La maltosa es

transportada y liberada (Moat, 2008).
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/
[f

AlP ADP

iy

Figura 34. Transportadores ABC o ATPasas de tréfico. Se trata de un sistema de

varios componentes, en el que existen proteinas periplasmicas que captan el sustrato

con gran afinidad, y lo llevan hasta unas proteinas de membrana, las cuales acoplan

el paso de dicho sustrato hasta el citoplasma con la hidrolisis de ATP (Gonzalez,

2004).

Transporte que
requiere ENERGIA

Compuesto
| organico--P

Martwiod |

o5
e —

= -

~— = ——w
SYtokanme —

—_—

—atn

Translocacion de grupo: sistema Fosfotransferasa

Figura 35. Translocacion de grupo. Principalmente ocurre en bacterias anaerobias y

facultativas. Funciona como una cadena de transportadores del grupo fosfato de alta

energia del fosfoenolpirtvico (PEP) hasta el azucar a transportar (Tortora, 2013).
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4.1.4 Cinéticas de transporte.

Potencial eléctrico de membrana es resultado de la diferencia de carga a ambos
lados de una membrana:
AY = Win — Wout

Por convencién se considera que el potencial es negativo cuando la carga interna es
negativa. El trabajo realizado por el campo eléctrico cuando una carga atraviesa la
membrana es igual a la carga total transportada multiplicada por el potencial de la
membrana si un solo electron o proton se mueve a través de la una membrana el

trabajo realizado es igual a AW electron-volts y se calcula con la siguiente ecuacion.

AG=F =AY

[=VsC

FeComort ool

Si tomamos en cuenta que coulomb x volts = Joules. Sabemos que V = J/F

podemos dividir ambos lados de la ecuacion entre la constante de Faraday.

AR, "F=A%Y AG
= —— = AW (V)

F E F

La energia electroquimica del potencial de membrana (AuH+) puede calcularse como

una funcién de su concentracion.
G =Gy + RTIn[H™]
Go = Energia libre estandar
El cambio de energia libre cuando un mol de protones se mueve a través de un

gradiente de concentracién es igual a la diferencia de energia libre de las dos

concentraciones.

Constante de Faraday (carga que transporta un mol de e) = 1.6022x10%° mol? x
6.022x1022 mol* = 96485 °C x mol?
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Donde:

AG = RT In[Hjy] — RTIn[HayT]

Y se puede resumir como:

RT In[Hij]
 [Hour]

Esta ecuacion normalmente se expresa en unidades eléctricas y para convertirla se

divide entre la constante de Faraday.

+

(83144 ]+ K-1 + mol~11(303 K)(2.303 log, p-Ldily
4G _ [Hout]
F F = 96.485 Coulombs
AG _ 0.060 (J+ mol™) | HE) '
F~ Coulombs ®510 [Haurl (mol)

AG 3 0.060 ¥ + Coulombs mol

F Coulombs * ol
AG / (ﬂ.ﬂEﬂl} v} (lng[l-lﬁ;]
F % mol [Hiur]

AG .
— = 60(pHoyr — PH) = —60(pHy — PHoyt)

AG

-
0

= —60 ApH

La suma de la energia eléctrica y quimica resulta en la fuerza electroquimica del

protén y-a partir de esto podemos calcular la fuerza protén motriz.

Fuerza electro quimica (ApH")

[HE] ]

ApUH* =F+ AW +RTIn——=—
[H:] F

AP = AW — 60 ApH = mV @ 30°C

AuNa = AW — 60 AP(Na*) para sodic P = —log(Na)
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Potencial quimico del hidrégeno pH-
uH* = pH? + RTIn[H*] + Z + FAY

Donde Z es la carga del ion.

Para un ion con una sola carga.
AG = pHpy — uHpyr = —2.3 RTApH + FAY
AG = puH? + RT log[Hf] + F¥y — (uH? + RT log[Hayr] + F¥qut)
Cuando los protones pasan a través de la membrana, el trabajo es:

AG = pHfy — uHjyT = —2.3 RTApH + FAW

AG = pH? + RT log[H] + F¥y — (pH2 + RT log[Hayr] + F¥ouT)

[Hiy]

+ FAY
[Hour]

AG = RT log

Si establecemos que ApH =0.5a¥ 0.154 y T = 303 K cual es el valor de AG

AG=—23(B.3144 ]+ K71+ mol~1}(303 K)(0.5) + (96485 C + mol~1)(—0.15x)
AG = (2897.153 J+mol™!) — (14472 ]+ mol™4)

AG = 17369.903 ] + mol™?

Si-para la sintesis de ATP pasan 4 H+ el
AG asociado = (4) (17369.903) = 69479.612J.
AG para ATP = 31.4 KJ /mol.
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4.2 Introduccién a la bioenergética

Las células son maquinas termodinamicas rodeadas por una membrana
semipermeable que extraen energia del ambiente para compensar su entropia

interna (Figura 36).

PRODUCTOS DE DESECHO

ol e/ movimiento
.\ ‘transporte de

L— Energia o( ¥ nutrientes,etg
parael NN

X desarrolfo’ 3
Anabolfismo

¥

Componentes
celulares

Catabolismo

Fuente de energia

Figura 36. La célula como sistema semiaislado. Durante las reacciones del
anabolismo la célula consume energia y durante el catabolismo la célula produce

energia (Madigan, 2015).
Los materiales del ambiente son convertidos en componentes celulares y esta

transformacion depende de la obtencion de energia del ambiente y su conversion en

energia biologica (transduccion) (Figura 37).
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Glucosa (6C)
CGHIQOG
Fermentacién | HIALOPLASMA

lactica T 1. GLUCOLISIS

: 2 NADH + H*
s 2. Acido Pirdvico (3C)

: 2.a RESPIRACION Con O
Fermentacion CELULAR

alcohdlica

2 ATP

2.b FERMENTACION |

2C0, & 2NADH+H*

MITOCONDRIA 2 ACETIFCOA (2C) @

Ciclo de 6NADH+H*
Krebs 2FADH,

Cadena respiratoria

“GTP equivale a ATP.

Figura 37. Transduccion energética celular (Doelle, 2010).

La energia ambiental se presenta en forma de luz y la energia de los enlaces

guimicos y se basa en reacciones de éxido-reduccién (Figura 39).

El proceso completo requiere de 4 componentes (Figura 38).
Fuente de energia.

Donador de e-.

Aceptorfinal de e-.

Fuente de carbono.

40



CATABOLISMO
(Quimiosintesis)

ANABOLISMO
(Biosintesis)

Fuente de energia

i

Fosforilacian
oxidativa

Biopolimeros
{Proteinas)

Intermediarios
Biosintéticos

Precursores
intracelulares

1

CATABOLISMO
{Fotosintesis)

Luz

' ¢

Fotofosforilacion

Productos Metabdlicos

Mutrientes extracelularas

Figura 38. Esquema generalizado de la formacion de energia metabdlica y su uso

(Doelle, 2010).

Para la reaccién

e ze relaciona con AG® aszi:

A—B, Ke="—2

| 51 Ke=1,larexccion es eficiente. 51 Ke <1, lareaccion no es eficiente.

A =-RTI Ln Ee

151 Kex1, AG< 0,

il Rexl, AG> 0.

La reaccion ez expontinea,

La reaccion no es expontaned.

Figura 39. Los procesos energéticos en las reacciones (Prescott, 2002).
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4.2 1Termodinamica de los seres vivos

La trasferencia de energia se da siguiendo las leyes de la termodinamica donde:

La energia total involucrada en una reaccion quimica se expresa en términos de
ganancia o pérdida de energia durante la reaccion. La primera Ley de la
termodinamica es la Ley de la conservacion de la energia, el total de la energia es

constante.
g=AE+W
AE=q-wW
Q = AE + PAV
=q-w
AH = AE + nRT

El signo negativo indica una reaccion exergonica.
La segunda Ley de la termodinamica, establece que la entropia del universo aumenta
constantemente.
AG: Mide la espontaneidad de una reaccion
AG = AH - T(AS)
Entalpia: Energia del sistema (H)
Entropia: Orden de sistema (S)

AGo ~ Energia libre de formacion o reaccion asumiendo un estado inicial standard

G=0
Equilibrio: AH = T(AS)
AG= -RTINK

Los cambios son aditivos la AG debe ser negativa para que la reaccién sea

espontanea.
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4.2.2 Fuerza proton motriz

La energia libre generada del catabolismo es conservada en forma de ATP y de

fuerza protdn motriz la cual provee la energia necesaria para el anabolismo (Kim,

2008) (Figuras 40-46).

Glicosa ——

Glucolisis

P § S

Dibxido de
carhono y agua

Lactato

Figura 40. Transduccion de la energia, (Kim, 2008).

ATP+H:0 AMP +PP; (AG"=-32.2 k]/mol ATP)
ATP+H,0 ADP +P| (AGY ==30.5 k|/mol ATP)
ADP+H30 AMP +P; (AG"=-30.5k]/mol ADP)

PP+ HyO — 2P (AG" =-28.8k]/mol PPy
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Figura 41. Diagrama general de la fuerza proton motriz en la membrana celular
bacteriana (Doelle, 2010).

| Espacio intermembranal

NAD + H'

Matriz mitocondrial Membrana mitocondrial interna

Figura 42. Formacion de una membrana celular energizada: fuerza proton motriz
(Doelle, 2010).
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2 HOM

» ADPO + M)

Figura 43. Formacion de la membrana celular energizada por la Hidrolisis de ATP:

Fuerza protén motriz (Doelle, 2010).

cytoplasmic
membrane

2H* 2H* 2H*

Figura 44. Fuerza protdn motriz. La fuerza protén motriz (Ap) es una forma biolégica
de energia que facilitando la sintesis de ATP, el trasporte y motilidad. Ap consiste en
un interior alcalino y un exterior de gradiente de protones acido, de membrana interno
negativo y e externo positivo. El trasporte de electrones por fosforilacion (ETP)
durante la respiracion y la fotosintesis forman Ap (parte baja). Ap se consume para
sintetizar ATP. En las células fermentativas la ATPasa unida a membrana hidroliza

ATP para exportar H+ la cual forma Ap (parte alta) (Kim, 2008).
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I
ACIDOFILO ! ALCALOFILO
i 2H* 2H* 2H*
- 1 1
! l"\u"‘u.l\u
. Iy ey
| NADH 26, B0
|
:
, ADP + P, |
== “, I H' +
] I i 4
" g = v 1/
| —
(A
HII i ."'lrlll
E ! |

Figura 45. Fuerza proton motriz en aciddfilos y alcaléfilos. Los aciddfilos mantienen
un pH interno neutro cuando el pH externo es acido con un ApH. Tienen un potencial
positivo bajo de membrana o interno para proporcionar una adecuada Ap

compensando el gran ApH (Kim, 2008).

cytoplanm
=~ BADEYH

e B AN

Figura 46. Formacién de fuerza protébn motriz y sintesis de ATP por medio de ETP.
(Dawes E.A.1986 Microbial Energetics, Figure 7.3 Blackie & Son, Glasgow) Desde
gue los electrones trasportados son acomodados en la membrana interna y en los
procariontes en la membrana citoplasmatica de tal manera que los electrones se
mueven de la cara interna de la membrana a la cara externa de la membrana con

H+, y en direccion inversa sin H+, H+ es exportado durante el trasporte de electrones.
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a) La membrana unida a la ATPasa sintetiza ATP, consumiendo la fuerza protén
motriz con H+ fluyendo al lado de menor concentracion de H+ (b) (Kim,2008).

4.3 Sistemas de produccion de ATP

El ATP es una molécula de cambio energético que conecta el anabolismo y el

catabolismo) (Figura 47).

CO; + H; O aerobio)

Lactator L5 Anabolismo
Etano] | #eercbie ]'

Transporte
activo

/ \ Trabajo

Catabolismo de electrico ¥
biomaoléculas. \ Mecanico

Figura 47. Ciclo energético del ATP. (Gonzalez, 2004)

Para el complejo Mg-ATP tenemos una GO =-30.5 kJ*mol-lapH=7y T =310 K:

ATP*™ + H,0 — ATP3~ + H + HPO,*~
Pero se representa mas comunmente como:

ATP +H,0 — ADP + P,

Al enlace del tercer fosfato se le llama enlace de alta energia y es resultado de la

suma de la repulsion eléctrica y la estabilizacion de la resonancia.
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A pH =7 el ATP tiene 4 cargas negativas (Figura 48 y 49):

Adenina

Enlace fosfoanhidrido

Entace fosfoéster
o/ o o | D-ribosa
I/ Il

I
-O— P — F'-i-:'_]—T—‘-L
I

o o o

H H
AMP OH OH

v Monofosfato de adencsing

ADP
Difesfato de adenosing
ATP ™~
———
n, lfosfato de adenosina

—

Figura 48. Estructuras ATP, ADP, AMP y Adenosin. La formacién de ATP, involucra
un AG =30. 5 kJ/mol f. Separacién de cargas negativas, incremento de entropia 'y 2

fosfatos libres que se estabilizan por resonancia (Wiley, 2008.)

*2e+120])
BH"

'JATP

Figura 49. Formacioén de ATP (Moat,2002).
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4 .4 Fosforilacion a nivel de sustrato

Los 4 substratos para fosforilacién a nivel de substrato son:

1,3 BPGA + ADP — 3-PGA + ATP
PEP + ADP — PYR + ATP
Acetil-P + ADP — Acetato + ATP - C.K
Succinil-CoA + Pi + ADP — Succinato + ATP + CoA

Las reacciones de formacion de compuestos de alta energia son (Figura 50, cuadro
6):

e Deshidrogenacion: 1,3 BPGA (Figura 51)

e Deshidratacion: PEP

e Transacetilacion: Acetil PO4

La estequiometria de la formacion de ATP por PPM es de alrededor de: 2.5 — 3
H+/ATP.
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= 2H

i Hloro Ho

Deshidrogenacion

H,COPO:H;
Gliceraldehido-3- fosfato

COOH . .
Deshidratacion

" |
" H) -C-0-PO,H, -

HoO == ~=
# Ho)-CH,

3-fosfoglicerato

CH, Transacetilacion N
| -
C=C~-5-CoA - P
Acetil-Coh

o=
Acetil fosfato

O
clz-e- PO,H,

- H-L'l.l-DH
H.COPO3H,
1.3-difosfoglicerato

l.rllCIGH
(J-l‘l'D = PDJ_H 3
CH,

Fosfoenolpiruvato

?Hr-:

C-O-PO.H, + CoSH

Figura 50. Reacciones involucradas a nivel sustrato en la formacion de enlaces de

fosfato de alta energia (White, 2007).

H

I
R—S—|C—OH R-S-C=0
bopy Aot L
-NADH+H*

Hgtlz-o- P

] “OH R-SH
H,C-0-(P)

(p)-0-c=0
'~ H-COH

Hzcl:-0-®

Figura 51. Formacion de compuestos de alta energia por deshidrogenaciéon (White,

2007).
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-
Grupos

fosfatcs

OH O-

Acerosin trifostate (ATP)

Energia+ P, +

Acerosin difosfato [ADP)

Figura 52. Hidrdlisis de ATP (White, 2007).
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()- [Rih — Adenine
ADP*"
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Figura 53. AG total de la hidrdlisis de ATP (Wiley, 2008.)
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Cuadro 6. Promedio de la energia libre de la hidrdlisis de fosfato en algunos

compuestos de interés biolégico ATP (Wiley, 2008).

Fosfoenolpiruvato

1,3-bisfosfoglicerato
(— 3-fosfoglicerato + P;) —49,3 -11,8

Fosfocreatina

ADP (— AMP + P)

ATP (— ADP + P)

ATP (— AMP + PP,)

AMP (- adenosina + P;)
PP; (— 2P)

Glucosa 1-fosfato
Fructosa 6-fosfato
Glucosa 6-fosfato
Glicerol 1-fosfato
Acetil-CoA

AGIO

(kJ/mol)  (kcal/mol)

—61,9 —14,8

—43,0 -10,3
-32,8 -7,8
-30,5 ~7.3
—45,6 -10,9
-14.2 -3,4
-19,2 -4,0
-20,9 -5,0
-15,9 £33
-13,8 =33

—-9% —~2.2
-31/4 -7.5

4 5 Fosforilacion oxidativa

Proceso de sintesis de ATP a partir de ADP y Pi acoplado a la oxidacion de los

componentes de la cadena respiratoria (Figuras 55-56).

Espacio
intermembranoso

Membrana
interna

A, Fransporte de electrones

8. Movimiento de iones hidrogeno

C. Produccion de ATP

Figura 54. Cadena respiratoria.
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A lo largo de esta serie de transportadores de electrones, los electrones de alta

energia transportados por el NADH de la glucdlisis y por el NADH y el FADH2 del

ciclo de Krebs van "cuesta abajo" hasta el oxigeno (Gonzéalez, 2004).

Formas
oxidadas de los

transportadores
de electrones

Formas
reducidas de los
transportadores
de electrones

M +120

Figura 55. Cadena transportadora de electrones. Localizada entre la membrana

mitocondrial interna y membrana plasmatica (Prescott, 2002).
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Electrones provenientes de la

-\ oluctlisis yio del ciclo de Krebs Formas reducidas de los

transporiadoras ds electrones

Formage oxidadas de los
transpertacares do elecirenes

Nivel
energético

N FMN/. | \ / .?ﬂ'x/ 29;_\

Citb
FMN Cite

I

Flavina
mononuckaciico

Coanzima Q

Nivel_ Citocromos
Eenergatico
bap

Figura 56. Generacion de ATP en la cadena respiratoria. La tendencia de las cargas

es moverse de la zona de alto potencial a la zona de bajo potencial (Prescott, 2002).

Se calcula que se sintetizan:
- 3 ATP porcada NADH
- 2 ATP porcada FADH,

y
=9 >
£ Spacio intermembrana

Matriz mitocondrial g

™
()

Vg ¢ |
| 299950 - Whr3395 50

Sistema lll

Sistema | Sistema |l

Espacio
intermembrana

Figura 57. Fosforilacién oxidativa (Prescott, 2002).

55



La fosforilacion oxidativa consiste en convertir el ADP en ATP, a lo cual contribuye
una gran molécula proteica que sobresale por toda la membrana mitocondrial interna.

Se trata de una ATPasa llamada ATP sintetasa (Figura 57-60).

Sustrato alimentario
A\ Ly
A

NADH + H*

3 ADP

Difusién
faciiitada

Difusion
3 ATP -

Membrana dembrana
gxtarna interna

Figura 58. Fosforilacion oxidativa y la ATPasa. El ATP sintetasa convierte el ADP
en ATP (Prescott, 2002).
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Figura 59. Esquema de la ATP sintetasa, anclada a la membrana celular. La elevada
concentracion de hidrogeniones con carga positiva creado entre las dos membranas
mitocondriales y la gran diferencia de potencial a través de la membrana interna
provoca gue los hidrogeniones fluyan al interior de la matriz mitocondrial a través de
la ATPasa. La energia liberada por este flujo de hidrogeniones es utilizada por la
sintetasa para fosforilar el ADP en ATP que es transferido al citoplasma. Por cada 2
electrones que se introducen en la cadena transportadora, provenientes de la

ionizacién de 2 atomos de H, se sintetizan 3 moléculas de ATP (Madigan, 2015).
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Teoria quimiosmaodtica de Mitchel

Espacio
4 intermembrana

“{ Dy 0
‘“/'\ L__ﬁ Y T/ *H,0 9y
Fumarato 1044 20" :
Succinato e |
ADP + P~

NADH +« H* NAD® ' Fo ),
Mitocondria \\F'} ),

ATP AN Lo

Potencial Sintesis de ! \ Potencial -
quimico ATP eléctrico
ApH guiada por Ay
(dentro la fuerza {dentro
alcalino) H+-motriz) negativo)

Figura 60. Gradiente de protones y fosforilacion oxidativa (Gonzalez, 2004).

Cuando los protones descienden a lo largo del gradiente de energia, dicha energia
se utiliza para sintetizar ATP. De esta manera, el gradiente protonico que existe a
través de la membrana mitocondrial interna acopla la fosforilacién con la oxidacion
(Figura 61 y 62, cuadro 7).
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Figura 61: Esquema del gradiente de electrones en la membrana celular y formacion
de ATP (Prescott, 2002).

Cuadro 7. Resumen del rendimiento energético maximo obtenido por la oxidacion

completa de glucosa (Gonzélez, 2004).

Proceso

Lugar

Sustancia
inicial

Rendimiento energético por cada molécula de glucosa en la respiracién aerobia

Coenzimas
(poder
reductor)

Sustancia

final

Moléculas de
ATP producidos

Glucdlisis

Citoplasma

Glucosa

2 piruvato E NADH

2aTP°
4 ATP?

Formacian de
acetil-CoA

Matriz
mitacandrial

2 piruvato

2 acetil-Cofy | 2 NADH

B ATP

Cicla de Krebs

Matriz
mitocondrial

2 acetil-Cod

6 NADH
2 FADH,

4 C0y

2 GTP (= 2ATP)
18 ATP
4 ATP

BLLUH

36 ATP
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Fosforilacién a
partir del sustrato Fosforilacidn
oxidativa

2[ADP] —
._’—"")

GLUCOSA 2 napt
s (+) S

2 +H+ Lanzadera
" (@)[A5¢]

Piruvato 2z yapt 4 ATE

C

& MAD j ks ATP

i
’ . \ A
Clcla g . & [y -+ 1a[ADP]

2 GDP
2 I g ) . Krebs _' &l ATP

34 (32)

Figura 62. Balance energético en la cadena respiratoria y glucdlisis (Gonzéalez, 2004).

5. METABOLISMO ENERGETICO (CATABOLISMO)

5.1 Metabolismo guimiorganotrofo

La mayoria de los microorganismos obtienen su energia de fuentes de carbono,
llevando a cabo diversas reacciones catabdlicas (Figura 63), para suministrar

esqueletos de carbono y el ATP y NADPH requerido para las reacciones anabdlicas

(Figura 64 y 65).
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GLL COLISIS

~

CATABOLISMO

_,_,.,-'-

\

I FERMENTACION

ENTRADA DE OTROS
CARBOHIDRATOS ENLA
GLUCOLISIS

REUTA DE LAS PENTOSAS
FOSFATO

Figura 63. Catabolismo de los carbohidratos, vias de degradacion (Gonzalez, 2004).

Me

Glucosa W

mbrana

plasmatica

cal

Piruvato

adena par;‘i‘

Dioxido de transporte de
rbono y agua !

Oxigeno ausente

Fermentacion ‘

Figura 64. Esquema de las diversas vias que puede tomar la glucosa (Prescott,

2002).
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catahalism anabolism

alucose | G
2 | fatty acids

~h

Sugary
~25

» o glycogen

| peptidoglycan

T—
= envelope
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amimo acids
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pyruvate proteim

|

aeely-CoA
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s il
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hiuaynthcii:: reactions
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/ [ N / polyribosomes

l“.dlfhlLLh{lL\

Dketoplutarate nuclentides |_|

8 L
\_ &

carbon skeleton monomer synthesis polymetase assemhbly

nucleod
L

Figura 65. Catabolismo y anabolismo. Los mondmeros son sintetizados a partir de
esqueletos de carbono y sustancias inorganicas como el amonio, sulfato y fosfato,
gue se obtiene del medio de crecimiento o del ambiente celular. Los monémeros son
polimerizados en proteinas, acidos nucleicos, polisacaridos, fosfolipidos y otras

macromoléculas (Kim, 2008).
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5.1.1Glucdlisis (EMP)

La glucolisis es el primer paso en la degradacion de la glucosa para extraer energia

para el metabolismo celular (Figura 63).

H

ADP

L |

sQ Q
HeO ' |

"oV " HO-C+H
H, 7/ \ N R . ;
'

-Of W

/L OH H - A [ . MO
HO \l |/ \l'n' el 0 < - . ‘

- ' nera He-OM(

| ] ' {

H OH y » v i Hel ~ Q'
y )
H y

Fructosa-6-fosfato Reuctisn 1 6-bosfol
CEO00 -1 D-DS0SIN0

\ / '

Piruvat

s NADH + H'

ATP  ADP o o i o b ATP  ADP ¥

. \ /
” H-C-OHC g

Dindroxlacetona

fosfato

Gliceraldehido
3-fosfato

Gliceraldehidod

3-10sfato

_- NAD'+ P

Figura 66. Glucolisis. Es una via metabdlica en ausencia de oxigeno que se realiza

en Eucariontes y Procariontes (Doelle, 2010).

La glucalisis se compone de una fase que requiere energia (Figura 69), seguida de

una fase que la libera (Figura 69), teniendo 10 reacciones. Ocurre en el citosol, es

un proceso anaerobio, la glucosa se rompe en 2 piruvatos.
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Glucosa + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD* - 2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H*

CsH1206 + 2 ADP + 2 Pi + 2 NAD* - 2 C3H3O3" + 2 ATP + 2 NADH + 2 H*

HATP* + H,0 —> HADP*" + H,PO,"
AG® ~ —32.9 k] mol™"

a-D-Glucose 6-phosphate™ + H,O —

glucose + H,PO,
AG°= —16.4 k] mol~! at 25°C

AG°atp — AG%%e6p = -16.5 kd'mol?

La glucosa 6 fosfato es termodinamicamente estable, el grupo fosforil puede

transferirse espontaneamente del ATP a la glucosa.

Glucosa + P; — glucosa 6-fosfato \]\'120}
AG™ = 13,8 kJ/mol

ATP 4 H;0 —>ADP £ P, ) AG™ = ~30,5 kJ/mol

AG'™® = 13,8 kd/mol + (—30,5 kd/mol) = —16,7 kdJ/mol
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‘ Compuestos
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Figura 67. Intermediarios en la glucdlisis. La AG de la hidrdlisis permite apreciar los

fosfatos de baja energia y fosfatos de alta energia (Lehninger, 2005).

Cuadro 8. Promedio de la energia libre de la hidrolisis de fosfato en algunos

compuestos de interés biologico ATP (Wiley, 2008).

COMPUESTOS DE ALTA ENERGIA

Compuesto

Energia (kJ/mol)
AG en hidrdlisis

Fosfoenolpiruvato

1,3-bifosfoglicerato

Fosfocreatina

ATP

ADP

Glucosa-1-fosfato

Glucosa-6-fosfato
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También:
y-O-P + R-OH — y-OH + R-O-P

Si R-OH es agua, la reaccion es hidrolisis.

El potencial de transferencia del enlace éster en y-O-P es de -29.0 kJ*mal-1. A
cualquier enlace que tenga una energia libre mayor a -29 kJ*mol-1 se le denomina

de alta energia.

Acido fosfoenolpiravico: La alta energia del PEP se debe a la dificultad para resonar

en la molécula y que la formacion de piruvato da una molécula més estable.

Fosfoglucolsomerass

Fructosa 6P

ATP Fosfofructoquingss 1

ADP
Fructosa 1,6 BP

-,

Dihidroxiacetona P < Gliceraldehido 3P

Triosafosfato NAD wwmy | Gliceraldehido 3P DH

—

Isomerasa NADH

3 Fosfoglicerato Quinasa

3 Fosfoglkemo

Fédoglicemo Mutasa

2 Fosfoglicerato
ADP s

.
= WP

Piruvato

Figura 68. Glucdlisis y las enzimas catalizadoras. Las siguientes enzimas sirven
como catalizadoras: 1, Hexoquinasa; 2, Isomerasa; 3, Fosfofructoquinasa; 4,
Fructosa-1,6-bifosfatoaldolasa; 5,Triosafosfato isomerasa; 6, Triosafosfato
deshidrogenasa; 7,Fosfoglicerato quinasa; 8,Mutasa; 9,Enolasa; 10, Piruvato
guinasa (White, 2007).
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Tricsa fosfato

L @ ' ‘OH

Dihidroxiacetona ~ Gliceraldehido- 2
fostal o > 3-fost i (|>H,OPO,

Figura 69. Parte 1 de la via de la glucdlisis. Adicion de fosfato usando 2 ATP's
(Lehninger, 2005).
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fasfato < <
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@ Ldostato ||
deshidrogenasa
¢ “®NADH + H*

1.3 Bisfasfoglicerato
f ADP
Fosfoglicerato
quinasa
= ATP

IFosfoghicerso

Figura 70. Parte 2 de la via de la glucdlisis. Transporte de electrones y remocion de
fosfato, se forman 4 ATP'S y 2 NADH (Lehninger, 2005).
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Cada una de las 10 reacciones de la glucdlisis tiene una enzima propia y especifica
para catalizar (Figuras 71-80).

1.Reaccion hexoquinasa

CH,OH ATP
N A
OH Hexoguinasa

OH

OH

OH

Glucosa Glucosa-6-fosfato

Figura 71. Reaccion de hexocinasa. ES una reaccion irreversible, donde la

hexocinasa trasfiere el fosfato. -16.7kJ (Kim, 2008).

2.Reaccion hexosa fosfato isomerasa.

OH Hexosa fosfato isomerasa
OH

OH
Glucosa-6-fosfato Fructosa-6-fosfato

Figura 72. Reaccion hexosa fosfato isomerasa. Se realiza una cetoaldol
isomerizacion para convertir la glucosa en fructosa. 1.7kJ.ceto-aldol isomerizacion
(Kim, 2008).
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3.Reaccién de la fosfofructocinasa

OH
OH

Fructosa-6-fosfato Fosioiructocinasa Fructosa-1 6-bifosfato

Figura 73. Reaccién de la fosfofructocinasa. Un grupo fosfato se transfiere del ATP
a la fructosa-6-fosfato y se produce fructosa-1,6-bifosfato. Este paso lo cataliza la
enzima fosfofructocinasa, que puede ser regulada para acelerar o frenar la via de la

glucalisis. Estimulado por ADP y AMP, Inhibido por ATP 'y acidos grasos (Kim, 2008).

4 Reaccion de la aldolasa

CH.OP
I:|:CI
CH,OH

oA Dihidroxiacetona fosfato

Fructosa-1,6- +
bifosfato

O
- H
‘HC#

H~c—on
CH.OP

Gliceraldehido-3-fosfato

Figura 74. Reaccion de aldolasa. La fructosa-1,6-bifosfato se rompe para generar
dos azlcares de tres carbonos: la dihidroxiacetona fosfato DHAP y el gliceraldehido-
3-fosfato. Estas moléculas son isomeros el uno del otro, pero solo el gliceraldehido-
3-fosfato puede continuar directamente con los siguientes pasos de la glucdlisis.
23.8kJ, (Kim, 2008).
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5. Reaccion triosa fosfato isomerasa.

_ ) T
Triosa fosfato Isomerasa C

C—0 H-~C—0oH

CH,OP O~ H

| |
CH,OH CH,OP

Dihidroxiacetona fosfato Gliceraldehido-3-fosfato

Figura 75. Reaccion triosa fosfato isomerasa. La DHAP se convierte en
gliceraldehido-3-fosfato. Ambas moléculas existen en equilibrio, pero dicho equilibrio
"empuja" fuertemente hacia abajo, considerando el orden del diagrama anterior,
conforme se va utilizando el gliceraldehido-3-fosfato. Es asi que al final toda la DHAP

se convierte en gliceraldehido-3-fosfato, (Kim, 2008).

6. Reaccion gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

o
~__OP
~C

H~C—0oH

H~——h|
I -
CH,OP ¢—OH

I
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa CH EOP
gliceraldehido 3 fosfato

1,3-bifosfoglicerato

Figura 76. Reaccion gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. Dos semirreaciones
ocurren simultaneamente: 1) la oxidacion del gliceraldehido-3-fosfato (uno de los
azucares de tres carbonos que se forma en la fase inicial), y 2) la reduccion NAD™* en
NADH y H*. La reaccién general es exergonica y libera la energia que luego se usa

para fosforilar la molécula, lo que forma 1,3-bifosfoglicerato. 6.3kJ, (Kim, 2008).
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7.Reaccion fosfoglicerato cinasa

0
O

. _OP

~C

l He
H-C—0OH \E;j TRV
| CH,OP

CH,OP

fosfoglicerato cinasa 3 ol t
1,3-bifosfoglicerato -losioglicerato

Figura 77. Reaccion fosfoglicerato cinasa. El 1,3-bifosfoglicerato dona uno de sus
grupos fosfato al ADP lo transforma en una molécula de ATP y en el proceso se
convierte en 3-fosfoglicerato. 6.3kJ, (Kim, 2008).

8. Reaccidn fosfoglicerato mutasa

O _
>~ 0O
~c

H-c—op

|
fosfoglicerato mutasa CH,OH

J-fosfoglicerato

2-fosfoglicerato

Figura 78. Reaccion fosfoglicerato mutasa. El 3-fosfoglicerato se convierte en su
isdbmero, el 2-fosfoglicerato. -18.5kJ, (Kim, 2008).
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9. Reaccioén enolasa

H~c—op
CH,OH

2-fosfoglicerato fosfoenolpiruvato

Figura 79. Reaccion enolasa. El 2-fosfoglicerato pierde una molécula de agua y se
transforma en fosfoenolpiruvato (PEP). EI PEP es una molécula inestable, lista para

perder su grupo fosfato en el paso final de la glucdlisis. 7.5 kJ, (Kim, 2008).

10.Reaccion piruvato cinasa

Piruvato cinasa

fosfoenolpiruvato

Piruvato

Figura 80. Reaccion piruvato cinasa. PEP de inmediato dona su grupo fosfato al ADP,
y se forma la segunda molécula de ATP. Al perder su fosfato, PEP se convierte en
piruvato, el producto final de la glucdlisis, (Kim, 2008).
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Cuadro 9. Cambios en la energia libre de Gibbs en la glucdlisis en el musculo del
corazon ATP (Wiley, 2008).

AG” en AG en
k] mol ™’ k] mol ™’
| Enzima Tipo de reaccion (kcal mol ")  (kcal mol™') |

Hexoquinasa Transferencia de fosforilo 16,7 (—4,0)

Fosfoglucosa isomerasa Isomerizacion +1,7 (+0,4) -2,5(-0,6)
Fosfofructoquinasa Transterencia de fostorilo 14,2 (~3,4)

Aldolasa Escision alddlica +23.8 (+5,7) =1:3Y=0,3)
Triosa fosfato isomerasa Isomerizacion +7,5 (+1,8) 42,5 (+0,6)
Gliceraldehido 3-fosfato  Fosforilacion acoplada +6,3 (+1,5) =1,7 (-0,4)

deshidrogenasa a oxidacion

Fosfoglicerato quinasa Transferencia de fosforilo -18,8(-4,5) +1,3(+0,3)
Fosfoglicerato mutasa Migracién interna de fosforilo ~ +4,6 (+1,1) +0,8(+0,2)
Enolasa Deshidratacion +1,7(+0,4) -3,3(-0,8) |
Piruvato quinasa Transferencia de fosforilo sN4(-7.5 [F167 (4.0

16.7 808.4598

1.7 0503837

14.2 298 7428 4089401
239 A.9E-05 2135217
126  0.00684 837424
I7.6  3A5203FF 0053578
8.8 0.028364°188513.1
14 0255871 5538.506 . . . . . . . . .
6278 A.59E+ 10 111212?_1?? Hk PGl PFE ALD GDH PGK PGM BEML PR

Cumulative Ac”

Figura81. Cambios en la energia libre de Gibbs (Magidan, 2015).

Los productos netos de la glucolisis son, por cada glucosa: 2 piruvatos, 2 NADH, 2
ATP (Figura 82).
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Glycolysis atp 31°0%°

Glucose 6-phosphate

Six-carbon stage
4 ATPs Fructose 6-phosphate
-2 ATPs ate

2 ATPs
Fructose 1,6-bisphosphate

Aldolase B
2 NADH Glyceraldehyde-3-P «—» Dihydroxyacetone-P

NAD* Pi
2 Pyruvates + H Three-carbon stage
1,3-bisphosphoglycerate
ADP
3-phosphoglycerate

Substrate-level phosphorylation

2-phosphoglycerate

Phosphoenolpyruvate
ADP

Substrate-level phosphorylation

Pyruvate

Figura 82. Glucolisis balance general (Prescott, 1999).

5.1.2 Vias alternas a la glucdlisis

La via de la glucdlisis (EMP), se encuentra en todos los eucariontes y en muchas
especies de bacterias. Sin embargo, muchos tipos de bacterias no poseen la enzima
fosfofructacinasa-1 y no pueden convertir la glucosa-6P a fructosa 1,6 difosfato, por
lo_que existen en vias alternas: via hexosa monofosfato, via Entner-Doudoroff y la

via fosfocetolasa (Figura 83).
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Fase preparatoria Glucosa

exoquinasa
Extracelular glucoquinasal Fosforilacion

Citosol Glucosa-6-fosfato

fosiohexosa
Isomerasa

Fructosa-6-fosfato Reestructuracion
ATP F
| fosfofructo-
ADP , quinasa-!

Fructosa-1 6-disfosfato

Gliceraldehido-3-fosfato Dihidroxiacetona
triosafosfato fosfato
Isomerasa

ocopyight 1696 MV King

Gliceraldehido-3-fosfato

NAD'+ P, :
Reduccion glice "“d“ hidoJ<fosfato
f deshidrogenasa
NADH + H

1.3-bisfosfoglicerato

ADP
fosfoglicerato
-z Fosfordacion a nivel sustrato
uinasa
CatP) 3

3-fosfoglicerato
fosfoglicerato
mutasa

2-fosfoTicerato

enolase

[Fosforitacion a nivel Sustrato  Fosfoenolpiruvato

ADP L.
piruvato ;
quinasa | Fase de conservacion de

A .
\ﬂf/ energia (2 moléculas de ATP)
wwrng  Piruvato

Figura 83. Oxidacion de la glucosa por la via de Embden-Mayerhof-Parnas. La
glucosa es fosforilada a glucosa 6-fosfato por PEP: glucosa fosfotransferasa (1)
durante la translocacion grupal (Sistema fosfotransferasa, PTS) o por hexoquinasa
(2) después de la absorcién por via transporte activo. 3,glucosa-6-fosfato-isomerasa;
4 fosfofructoquinasa; 5 fructosa difosfato aldosa; 6, triosa-fosfato isomerasa; 7,
gliceraldehido-3-fosfatodehidrogenasa, 8, 3-fosfoglicerato cinasa; 9, fosfoglicerato

mutasa; 10, enolasa; 11, piruvato cinasa, (White,2007).
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5.1.2.1 Via hexosa monofosfato (HMP)

La via hexosa monofosfato también conocida como via de las pentosas (Figura 84)
produce los precursores de la ribosarriosa en los acidos nucleicos y provee de eritosa
fosfato como precursor de aminoacidos aromaticos (Figura 85-87). Esta via en la
mayor fuente de electrones de la biosintesis y varias reacciones las comparte con el

ciclo de Calvin.

Ll ]
St NADIPHT + 1 NADPHS H CH.OH
* ATP ADP CH0-Fh N 5 CH-O-Ph " + CE )
: NAD(P) . peADE) ot
HtMH HO TH 23 HO Ol 4Ty H-C-0OH
o OI I 0l I 0Ll 0. ["H_.[}_p],

glucose plucnse-6-phosphale Hephosphogluconate ribulose-3-phosphate

(b q|.| OH L;'H_-(]i-[ H-C=0
Ll'u(; b LI'—'[J H-{'_I'-OH
HO-C-H H-C-OH H-C-OH

| I-[:.'-'[)l I H-C-OF H-C-OH

|
CH.0-Ph CH.0-Ph C'H-0-Ph
sylulose-S-phosphite ribulose-S-phosphate ribse=3-phesphate

xylulose-3-phosphate. —_ — ribose-5-phosphate s sylulose-3-phosphate
) _| 3

S
glyeeraldehyde-3-phosphate. /

sedoheptulose-T-phosphate 4—’/]}{ ',
! i

=+ erythrose-4-phosphase —\-
frueclase-G-phosphiste. 47 .

7 fructose-6-phosphate +——

it

glucose-G-phosphate

—— plvceraldehvde-3-phosphate

elucose-O-phosphate

Figura 84. Via Hexosa Monofosfato (Pentosa fosfato). La glucosa es oxidada a
ribulosa-5-fosfato acoplada a la reduccién del NADPH (a). La isomerasa y la
epimerasa convierte la ribulosa-5-fosfato a ribosa-5-fosfato y Xilulosa-5-fosfato (b).
la trasaldolasa y la trascetolasa reorganiza la pentosa-5-fosfato en glucosa-6-
fosfato y gliceraldehido-3-fosfato involucrando eritrosa-4-fosfato (c). La sintesis de
nucleétidos comienza con ribosa-5-fosfato, los aminocidos aromaticos son
producidos a partir de eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato. NADPH producido es
el suminstro del “poder reductor durante los procesos biosintéticos. 1,hexocinasa,

2, glucosa-6-fosfato dehidrogenasa,; 3,lactonasa; 4,6-fosfogluconato
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dehidrogenasa; 5,ribulos-5-fosfato-3-epimerasa; 6,ribosa-5-fosfato isomerasa; 7,
trasnketolasa; 8,transaldolasa, (White,2007).

O._ _CH,0H
-

HO-—C—H

H—C—OH

CH,0PO<%"

Xilulosa-5
fosfato

' Gliceraldehido
3-fosfato

.
~

H

o

I
i
C

|

e T 85

O
OH o
transcetolasa

H

-0 H—C-—OH

H
+ H-

H PP CH,0PO;*
CH,0PO+>"

Gliceraldehido

i Ribosa-5 |
3-fosfato

fosfato |

i CH,0H
c
HO—C—H
H—C—OH
transaldolasa
H—C—OH — e H

H—C—QH H—C—OH

CH,0PO ;2

Sedoheptulosa
7-fosfato

CH;OQO'\'I

; Fructosa
» 6-fosfato

+

Os_ _-CH;OH
e

HO—C—H
H-=C—OH
H~—-C—OH
H—C—OH

CH,0PO32-

Sedoheptulosa
7-fosfato

H—C—OH

+

H—C—OH

CH)OP()}}’

Eritrosa
4-fosfato

Figura 85. Reaccion de la transcetolasa y reaccion trasaldolasa (Prescott, 1999).
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Ribulosa-S-fosfato
VIA PENTOSA-FOSFATO

Xilulosa-54osfato

Ribosa-$fosfato

e X

@ L g AP
- T

Clucosa-6-fosfato

VIA GLICOLITICA

Fructosa-6{osfato

ATP

Fructosa-1, -8-bisfosfato

Figura 86. Relacion glicolisis/pentosa fosfato. El balance global sera: 6 G6P + 12
NADP+ ----5 F6P + 6 CO2 + 12 NADPH. En la fase no oxidativa se produce GAP y

fructosa-6-P. Estos pueden ingresar a la ruta glicolitica, donde se producira la

sintesis de 2 ATP (Whiley, 2008).
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Biosintesis

de estercides v

acidos grasos.

FUNCIONALIDAD DE LA VIA DE LAS
PENTOSAS FOSFATO

7/ \

RIBOSA-5-P I IIERITRGSA4—P|

Biosintesis de Biositesis

nucledtidos. de shiguimato

| |

Aminoacidos

Aromaticos,

Ortras vias

metabolicas.

Figura 87. Puntos clave de la via de la pentosa fosfato (Gonzalez, 2004).

5.1.2.2 Via Entner-Doudoroff (EDP)

En esta via la glucosa-6-fosfato es convertida a piruvato y Gliceraldehido-3-fosfato

por la deshidratacién poco usual del 6-fosfogluconato para formar 2-ceto-3-desoxi-

6-fosfogluconato (Figuras 88 y 89).
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Figura 88. Via Entner-Doudoroff (Prescott, 1999).
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glucose

ATP
ADP

glucose-6-phosphate

NAD
NADH,

6-phosphogluconic acid
-HO

2-keto-3-deoxy-6-phosphogluconic acid

pyruvic acid -+ glyceraldehyde-3-phosphate

acetaldehyde + CO,

NADH,
NAD

acetaldeh

Figura 89. Productos de la Via Entner-Douderoff. Produce 1 piruvato, 1
gliceraldehido-3-fosfato por glucosa, 1 gliceraldehido-3-fosfato-piruvato y el producto
neto son 2 etanol, 2 CO2, 1 ATP por glucosa (Prescott, 1999).

5.1.2.2 Via fosfocetolasa

Via de Warburng-Dickens o via de la fosfocetolasa. Se presenta en bacterias que no
poseen la enzima frutosa-1,6-fosfato-aldolasa propia de la ruta de la glucdlisis, y
deben formar u8na pentosa, produciendo reacciones de deshidrogenacion. Algunos
microorganismos fermentadores como Lactobacillus spp utilizan la via fosfocetolasa
0 Heterolactato para producir acido heterolactico. En esta ruta, la fosfocetolasa
rompe a la pentosa y da lugar a dos ramas que llevan a la formacion de lactato y

etanol (Fermentacion heterolactica) (Figura 90).
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“glucose
ATP
Al

glucose-6-phosphate

NAD
NADM,

6-phosphogluconic acid

L~ NAD
« NADIL,

pentose phosphate

-—l. '.'
glvceraldehyde-3-phosphate - duety]l phosphate
o

NADIH,
X F NAD

NAD

NADH, o4 P

1.3-diphosphoglveeric acid acelaldehyde
( ADP
« ATP

3-phosphoglycericacid
1,0

phosphoenolpyruvic acid
Aby
ATP

pyruvic acid

lactic acid

Figura 90. Via fosfocetolasa. La glucosa-6-fosfato se oxida a acido-6-fosfoglucénico
gue es descarboxilado para posteriormente generar la pentosa fosfato. La
fosfocetolasa corta a la pentosa fosfato para generar gliceraldehido-3-fosfato y acetil
fosfato. El Gliceraldehido se convierte en acido lactico por la accién de las enzimas

de la glicolisis y el acetil fosfato se reduce a etanol (Prescott, 1999).
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5.1.3 Fermentaciones

La relacion de los productos formados y los sustratos consumidos es constante en
algunas fermentaciones como la de etanol y la de homolactato.Las fermentaciones
con proporciones constantes son llamadas lineales mientras que las otras vias de
fermentacion ramificada (Figura 91). Una via ramificada produce mas ATP vy
productos oxidantes que una via lineal para producir mas productos oxidantes una
proporcion de los portadores de electrones reducidos como el NAD(P)H debe

oxidarse junto con la reduccion de Hp a H2.

La formacién de productos en una via ramificada esta dictada por las condiciones
ambientales de crecimiento, especialmente el hidrogeno parcial presion (Figura 94-
102).

‘Ruta metablica lineal
Enzma,_ ¢ 8 Enzimaz
Reaccién 1 Reaccién 2

2:;'“5" “:o; 2:, ol En las rutas ramificadas un
reactivo de la siguiente. metabolito (intermediano)
—_— participa en dos 0 més rutas.

Ruta metabdlica

¢ == Ea
ramificada (i
E oy 2w &
Z . . C R3

;\4/ R2 ST R& {_.] Ee
)@
) — @

Cada ver que funciona un cxclo
$0 gasta una moldcuia de Ay
5o forma una de Z, pero los

intermedanos no sé consumen,

Figura 91. Catabolismo lineal y ramificado. Comparacion de un catabolismo lineal
gue tiene una eficiencia termodinamica constante de la sintesis de ATP con un

catabolismo ramificado que tiene una variable eficiencia, (Thauer, 1977).
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5.1.3.1 Fermentacién alcohdlica

La fermentacion de etanol es un ejemplo de una via fermentativa lineal, y se forma
mas de un producto en la fermentacidn acetato-butirato por Clostridium. En una via
fermentativa ramificada, se puede generar mas ATP cuando los protones se utilizan

como receptor de electrones (Figuras 92 y 93).

GLUCOLISS
RENDIMIENT@
ENERGETIC®R

HQ\()
2 N O€

o %
D
—OH _ _
ACIDO PIRUVICO
T
GlLUCOS IﬂUH Pinuvato descarboxilaso

A+ ZMADH + 2 {:t:l,-,

O
[l

) HsC—CH, 7 He
\OH i

CHj,
Alcohod deshidrogenasa .
ETANCL ACETALDEHIDO

FERMENTACION ALCOHOLUCA

Figura 92. Fermentacion etandlica en Saccharomyces cerevisiae y Zymomonas
mobilis.1-6, via EMP; 7, piruvato descarboxilasa; 8, alcohol deshidrogenasa; 9, via
ED . Saccharomyces cerevisiae produce 2 ATP de 1 molécula de hexosa pero sélo

1 ATP en Zymomonas mobilis.
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l;{ll.lv._'{}!‘;d |
~2ATE)
| =
(2ADP )

fructose-1, 6-hisphosphate

"
. |

ethanol 2 gl}-uc:'aldeh}'de—3—®
» INAD* - 2P,

INADH + 2H -
2 acetaldehyde 2" 1, 3-hisphosphoglycerate

: 2C0; r""
i NN ETSD

2 pyruvale - 3-phosphoglycerate

4

2 phosphoenolpyruvate }  2-phosphoglycerate

Figura 93. Fermentacion de glucosa a etanol y CO2 por levaduras. 1, Enzimas
iniciales de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas; 2, Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa; 3, 3-fosfoglicerato quinasa; 4, Fosfoglicerato mutasa; 5, Enolasa; 6,
Piruvato quinasa; 7, Piruvato descarboxilasa; 8, Alcohol deshidrogenasa (Gottschalk,
1986).
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5.1.3.2 Fermentacion acido lactica (homolactica y heterolactica)

glucose

VI
2 lactate J o
- 2 g]‘,-'i:i:rutduh}'du—j_:L-

= INAD* 2P,

INADH + 2H -

5

2 pyruvate 2 1. 3=bisphosphoglvcerate

Figura 94. Formacion de lactato a partir de glucosa por la via homofermentativa. 1,
Enzimas. de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas; 2, Lactato deshidrogenasa,
(Gottschalk, 1986).
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2 lactate

2 pyruvate

>
»

2NADH +2H" «

2NAD"

glucose

2 glyceraldehyde-3-phosphate

OP,

2 1,3-diphosphoglycerate

Figura 95. Fermentacion acido lactica, homofermentativa. 1, via EMP; 2, lactato
deshidrogenasa, (Gottschalk, 1986).
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5.1.3.3 Fermentacioén butirica

glucose
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Figura 96. Fermentacion butirica (White, 2007).



5.1.3.4 Fermentacién butaniediol

|-
4 Elucose

1= 2[H]
e ATP
Ch = | formats 3 = | OO, + |H;|

lactate | - ;Iﬂ]..__{_‘_‘lié C—CO0H CoASH |
10 pyruvate 2
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¢—t‘; 41}.“[]
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0. [CH,—-C=TPPE] acetaldehyde
|Cj' : ) “active |
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QH 0
CHy=CH—C—CH,
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9 2{H]
Y
OH OH

CH;—CH—CH—CH,;
2.3 butanediol

Figura 97. Formacién de butanodiol. Enzimas: 1, Enzimas glucoliticas; 2, Piruvato-
formato liasa; 3, Formato-hidrégeno liasa; 4, Acetaldehido deshidrogenasa; 5,
Alcohol deshidrogenasa; 6 y 7, a-acetolactato sintasa; 8, a-acetolactato
descarboxilasa; 9, 2,3-butanodiol deshidrogenasa; 10, Lactato deshidrogenasa.

(White, 2007).
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Figura 98. Fermentacion ABE Acetona Butanol Etanol en C. acetobutylicum (White,
2007).
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5.1.3.5 Fermentacion propidnica

6[H] (o] 2[H] @ 0
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Figura 99. Fermentacion propionica por la via del succinatopropionato, (White, 2007).
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Figura 100. Fermentacion propionica por la via del acrilato, (White, 2007).
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5.1.3.6 Fermentacién mezcla de acidos

CHsCOCOOH

pyruvate
, |
| l
'
HCOOH CH,CO-SCoA +~———— CH;COOPRO*
formate acetyl-CoA acetyl-phosphate
NADH+H' ~ ADP

f

NAD" I+ ATP

N——e

CH;CHO CH;COOH
acetaldehyde acetic acid

NADH+H'
}:ANAD’

CHyCH,OH

ethanol

Figura 101. Mezcla de acidos producto de la fermentacién, (Doelle, 2010).
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1
- glucose
i—ATP
1= ADF
2[H]~}—ADP + P,
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Y 2[H] =

pyruvate 4 —® | |actai

Y : _
malate acetyl-CoA + | formate |

1 lli[]i] 3|CoASH

i - T -
! \-. — C{:}:\-
12\\_._ EI_,I‘:_) P J!"/H \?[H] !_5_

S — - |
Y ’/ \ CoASH | Hﬂ
furnarate

acetyl-P acetaldehyde

13| 21H] _
' Elffg; 7|2[H)
Y

succinate R V4
ethanal |

aceate |

Figura 102. Fermentacion acido-mixta. Enzimas: 1, Enzimas glucoliticas; 2, Piruvato
quinasa; 3, Piruvato-formato liasa; 4, Lactato deshidrogenasa; 5, Formato-hidrogeno
liasa; 6, Acetaldehido  quinasa; 7, alcohol deshidrogenasa; 8,
Fosfofototransacetilasa; 9, Acetato quinasa; 10, PEP carboxilasa; 11, Malato
deshidrogenasa; 12, Fumarasa; 13, Fumarato reductasa. Notense los rendimientos
de ATP: por succinato, aproximadamente, 1; por etanol, 1; por acetato, 2; por
formato, 1; por CO2 and H2, 1; por lactato, 1. La energia equivalente para 1 ATP es
conservada por succinato formado debido a que la reaccidén fumarato reductasa se
lleva a cabo en la membrana celular y genera un Ap. Notese también los equivalentes
de reduccion utilizados en la produccion de los productos finales: por succinato,4;
por etanol, 4; por acetato, 0; por lactato, 2; por formato, 0. El nUmero de equivalentes
de reduccidn utilizados debe ser igual al nUumero producido durante la glucdlisis. Por
tanto, solo algunas proporciones de producto final son compatibles con una

fermentacion balanceada (White, 2007).
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Una via de fermentacion completa inicia con un sustrato, incluye la glucdlisis y
termina con los varios productos finales. Las diferentes vias de fermentacion son

tipicamente llamadas por los productos finales que forman (Cuadro 10 y figura 103).

Cuadro 10. Ejemplos de diferentes vias de fermentacion. (White, 2007).

Ruta

metabolica

Producto final

Ejemploz

Aackdn &7l [uli]

{Homsadctica))

Srido [l ]

meeaidculas

Lactohachius, Enferoccccus, Snemoconcys sop.

Hilorofbolom

Ackdo lacico, etanal v

La wia pasede prowccar 1 dederoro de almenios. Leuponasion Usado em la

prndiss o kn de S ek raud

Alpahal

Saccharomyoes Mevadim ) Imporianie en la produccdn de pan, bebidas

alcohiblicas y gasehol

Hokdn propens

Hckdo propkanio y ©Oz

Froplonibadienum acnes: metabolza ks dcklos grascs &n k& glanduas
siebdomas haold Ackdn propknkoo
Fropionfacieium Freudenmeionl da &) sabor ¢ prodece kbs hoyllos en el

quesa Suzn

Ao Bulirkco

bckdo Dulirco, Duland,
ars 00 i, aenho

Isopraplios g0

Froduce §ckdo Dulires que causa el deledorn &n &) guesa ¥ la manisgaila

El butanel ¢ Ia acelona, Son imponaniss oo organicos

Buanodiol

Butanodial y OOz

Butanodiol producido: por Enbernbacier, Exnata, Ersinia, Kkehsidla, Los
Intermediarcs aceinina se pueden deleclar por o est WP, Esie est es
wsada en canjunie con desi MR para diferencar Endencbacter de
Escherchla ool [<%PL Escherdchla ool &5 un o boroonga nsnes indca dor de
ConEX nacl tn b

Rebezrcla de Scidos

bckdo  acélico, eland,

Sfido  lGolco,  Scido
Sucoinko., Gckdn Mo

y G0

Varkedad de produckss Ackdos son seomiados por Entorobacteniaosag,
Inahugendn pabdgenns ooma £, ool Shigella, Ealmonalla. Estes producios

s detectan por reacckn con el indicador de oH oo de metk

Bhetan ogenesls

Metano y COs

Cheras Argeeas. La producciin de metano en la fema proviens

mapormaenie de agul




PIRUVATO

[\

Lactica Lactica Acido
homofermentativa  heterofermentativa

|

FERMENTACION Propidnica :
mixta

Propioni-

: Clostridium
bacterium

ORGANISMO Streptococcus Leuconostoc

|

NCDC IS DE Acido lactico Acido lactico  Acido éfa- Ft;"“im Butirato
LA Etanol y CO, propidnico mf;gt Butanol
FERMENTACION ' oind
Butanediol Isopropanol
CO,y H, Etanol
co,

Figura 103.Esquema de fermentaciones. (Prescott, 2002).

5.1.3.7 Fermentacion de acidos dicarboxilicos

aoeivl-CoA
synthetase
acetate + CoA-SH £ ATP ——— > acetvl-CoA + AMP + PP

glucosc6<phisphite <

* amino acids

acetyl-CoA

Figura 104. Conversién de acetato a intermediarios del metabolismo central a través
del ciclo del glioxilato y de los &cidos tricarboxilicos. El Acetil-CoA es un intermediario
en el metabolismo de muchos compuestos. Esta forma activa del acetato es
metabolizada a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos para proveer energiay a
través del ciclo del glioxilato para suministrar esqueletos de carbono para la

biosintesis.
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5.1.3.8 Fermentacion en Archeas hipertermofilicas

SUgars

ghyeerakichyde-3-phosphate

Fd:NADP oxidoreductase

bt Pl 1 A
‘ sulfide dehydrogenase

=+ NADPH=—=| sulfhydrogenase

!

glutamate

|

pyruvate Ij alanine aminotranferiog |s—————e alanine

bt i H,

acetate

Figura 105. Fermentacién de azucar por Pyrococcus furiosus. Esta Archea
metaboliza los carbohidratos a través de una modificacion a via EMP vy tiene una
enzima sulfihidrogenasa que reduce H*'y S°. El piruvato o H* son usados como
aceptores de electrones. S° es usado como un colector de electrones disponibles. El
piruvato se reduce como un aceptor de electrones en una reacciéon de dos pasos,
(Kim, 2008).

5.1.4 Ciclo de Krebs y vias anapleroticas

Las vias del metabolismo central, son vias que proveen los metabolitos precursores
paratodas las otras vias (Figura 106). Estas vias son las vias del metabolismo de
carbohidratos y &cidos carboxilicos cémo el Cs acidos dicarboxilicos y el acido
acético. El ciclo de Krebs tambien conocido como ciclo del Acido citrico o TCA,
proporciona los intermediarios metabodlicos para la sisntesis de aminoacidos y
pirimidinas. Los microorganismos tienen reacciones anapleréticas que alimentan el

ciclo para que pueda continuar activo durante la biosintesis.
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acetyl~ Co!
NADI icetyl~CoA

oxaloacctate citrale

malate [cis-aconitate]
\

fumarate
FADH,

succinale

citric acid
cycle

1
isocitrate

NADPH

oxalosuccinate

NIu
ATE succinyl~CoA a-ketoglutarate y

co,

CO, NADH

yADP + y P,

/" I/1 02

NADH + H*
l-;\lJHzD
FAD

NAD*

NADH +H* I B
NAD*

fermentation

H,0
yATP :

respiration

Figura 106. Relacién entre las vias de los carbohidratos y el ciclo del &cido citrico. La
via de la glucosa-6-fosfato a piruvato es la via de Embden-Mayerhof-Parnas
(Glucaolisis). La via pentosa fosfato (PPP) y la via Entner-Doudoroff cada ambas
ramas vienen del 6-fosfogluconato. Pero estas vias intersectan con la via glicolitica
y-la via del fosfogliceraldehido. Todas las vias de los carbohidratos producen
piruvato, el cual oxida a Acetil CoA. Los organismos en crecimiento anaerdbico, el
acetyl-CoA es oxidado a CO:2 en el ciclo del acido citrico. Los electrones del NAD
(P)H FADH:2 son trasportados a la cadena trasportadora de electrones en organismos
aerobios, con la formacion del ATP. En células fermentativas el NADH es reoxidado
por un aceptor organico (B), que se genera durante el catabolismo. El ciclo del acido

citrico no opera como cOmo una via oxidativa durante el crecimiento fermentativo.

98



Abreviaturas: G6P, Glucosa-6-Fosfato; F6P, Fructosa-6-Fosfato; FDP, fructosa 1, 6-
bifosfato; PGALD, 3-fosfocliceraldehido; PEP, fosfoenolpiruvato; PPP, via pentosa
fosfato; ED, via Entner-Doudoroff; FAD, dinucleétido de flavina y adenina; FADHz,
FAD reducido, (White, 2007).

5.1.4.1 Ciclo del glioxilato.

El ciclo del glioxilato es una ruta anaplerética que alimenta al-ciclo de Krebs,

ocurre en anaerobios que crecen sobre acetato o acidos grasos (Figura 107).

o
O~ C~$-CoA

1. Condensacion ! no
L ——t CoAsM
otat Citrato sintasa OH,—C00"

O=C—-C00"

CH, -~ COO°
| CH,—~C00"

8. Deshidrogenacion | Malato 46 [ - —
o Aconitosa | 2a. Deshidrataciéon

)

- CH O, ~C00°
. ]
o, €~ CO0"
| il

oo’ € ~CO0

: 7 H’d'aution Fumarasa G “‘o r n'
- conitass 2b. Hidratacién l‘

CH, - CO0"
i
|
WO ~C €00

succinato "
. socityat
deshidrogenass lsocitrato

HO— € — €00’

—_——
6. Deshidrogenacion ‘

| 5. Fosforitacion
| 4 nivel de sustrato

o 4. Descarboxilacion
deshidrogenasa | oxidativa

Figura 107. Ciclo del acido citrico. Enzimas: 1, citrato sintasa; 2 'y 3, aconitasa; 4y 5,
isocitrato deshidrogenasa; 6, a-cetoglutarato deshidrogenasa; 7, succinato

tioquinasa; 8, succinato deshidrogenasa; 9, fumarasa; 10, malto deshidrogenasa, el
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cis-aconitato se rompe porque es una enzima enlazada a un intermediario, (White,
2007).

5.1.4.2 Ciclo de los éacidos tricarboxilicos

Algunos microorganismos pueden realimentar intermediarios del TCA mediante la
fijacion del CO2. Algunos microorganismos utilizan piruvato carboxilasa para

sintetizar oxalacetato.

w;—\/wp -P,
Piruvato + CO, Oxaloacetato

Piruvato carboxilasa

Algunos microorganismos utilizan fosfoenolpiruvato para realimentar oxalacetato en
el TCA.

fosfoenocipmgvato
carboxilasa

Fosfoenolpiruvato + CO, Oxaloacetato + P,

5.1.4.3 Ciclo reductivo de los acidos carboxilicos.

En presencia del aire, el ciclo del acido citrico opera como una via oxidativa

acoplada a la respiracion aerobica (Figura 108).
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30, % 12 H + 5 ATP =+ triosa -P|

Figura 108. La via del &cido citrico reductiva en bacterias fermentativas. Tiene dos

ramas. Una rama oxida el citrato a a-cetoglutarato y la segunda reduce el

oxalacetato a succinil-SCoA. Enzimas: 1, citrato sintasa; 2 y 3, aconitasa; 4 y 5

isocitrato deshidrogenasa; 6, ‘succinatotiocinasa; 7, fumarato reductasa; 8,

fumarasa; 9 malato deshidrogenasa; 10, PEP carboxilasa; 11, piruvato carboxilasa,

(White, 2007).

5.1.4.4 Fijacion anaplerdtica del CO2

La fijacion del CO2 simplemente reemplaza a los intermediarios de TCA y mantiene

asi el balance metabdlico (Figura 109).
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Figura 109. Fijacion del COz, (Whiley, 2008).

5.2 Metabolismo quimiolitotrofico

Son organismos que obtienen energia de la oxidacién de compuestos inorganicos

como el azufre, hierro, hidrégeno o nitrégeno o que pueden usar como fuente de

carbono el CO2 (Figuras 110y 111, cuadro 11).

102



CQ,,
Autdtrofos

Compuestos
orgdnicos,
Mixotrofos

Figura 110. Interaccién microorganismo-ambiente, (Prescott, 2002).

Cuadro 11. Tipo de reaccion dependiendo la fuente de energia, (Prescott, 2002).

Reaccién de oxidacion Tipo de quimiolitotrofo
H, + 20, — H,0O Bacterias del hidrégeno
HS + H* + 120, — §¢ {0 Bacterias del azufre

§° + 150, + HBANMWSO,2 + 2Ht Bacterias del azufre

NH,* + 120, .= NO, + 2H* + H,O Bacterias nitrosantes
NO, .+ 20, — NO; Bacterias nifrificantes

Re?) + H* + 140, — Fe?* + %.H,0 Bacterias del hierro
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Ejemplos de reacciones
con H, como donador de e

Par

CO./glucosa (0,431 24 ¢” -
2HY/H, ((042) 2 &
COx/metancl (-0,38) 6.8~
NADT/NADH (-0,32) 2 e
COy/4cetato (-0:28) 8 &
AG7= “gek) SUH,E (02812 6" _
SOZMH,S 0,22 88
Plruvatofactato (-0;19) 28
8,058,055 (40.024) 26" —

H, + fumarato® — succinato””

Fumarato/succinato (+0,03) 2e
') Hy+ NOS~ — NO_ +H Citocromo B g (+0,038) ¥l
AGY = ~163 kJ Fe¥*/Fe®* (40,2) 1€, (bH 7
Ubiquinonagfes §0.11) 2 &
Citocromo ¢, hey 1#0.25) 1€
CocomQ d. . (+0,39) 1€
N INOS; (40,42) 2" —

NO; 7/ EN, (10.78) 56 _
Fei'/Fe? (10,76) 1 7, (pH 2}
L——» 1 0,/M,0(+082)2¢ — -

Figura 111. Reaccion oxido reduccion, (Prescott, 2002).

Donador de electrones Hz — 2e™ + 2H*
Aceptor de electrones %202+ 2e— 0%
Formacion de agua  2H* + O — H20
Reaccion total H2 + %202 — H20
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5.2.1 Bacterias Nitrificantes

Las bacterias nitrificantes emplean el ciclo de Calvin para fijar el CO2 y las oxidantes
de nitrito pueden crecer heterotroficamente con glucosa y otros compuestos

organicos (Figuras 112-118, Cuadros12-14).

Bacterias del nitrogeno

NH4+ o ]]/202 —r NOQA C 2 2H+ . H2O
NOzA + ]/202 — NOsA

NHOH l‘;la» 5H Ceaeo Periplasm
+ H.0 O Oxidation of
hydroxylamine

4 e 2e

Yo 1<

R R

y Oxidation of
] ammonia

Cytoplasm

Figura 112. Nitrificacion paso 1: Oxidan el amonio a nitritos. Fijan COz por el ciclo de

Calvin, (Prescott, 2002).
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Figura 113. Nitrificacion paso 2. Oxidan los nitritos a nitratos, (Prescott, 2002).

Cuadro 12. Bacterias del nitrdgeno que oxidan el amonio, (Prescott, 2002).

Caracteristicas Hdbitat

Nitrosomonas Bacterias Gram negativas con Suelo, aguas residuales,
sistema de membranas periféricas.  agua dulce y mares.

Nitrosococcus Cocos moviles con membrana Agua dulce y mares.
vesiculares o periféricas.

Nifrosospira Espirales moéviles con sistema Suelo.
membranal no determinado.

Nitrosolobus Pleomorficos, lobulares, madviles. Suelo.

Cuadro 13. Bacterias del nitrdgeno que oxidan los nitritos, (Prescott, 2002).
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Género Caracteristicas Hdabitat

Nitrobacter Bacilos cortos, sistema membranal  Suelo, agua dulce y
polar. mares.

Nitrospina Bacilos no matiles con sistema Marino.

memibranal no determinado.

Nitrococcus Cocos moviles, sistema membrana  Marino.
organizado en tubos.

Nitrospira Vibrioides o espirales, no maoviles, sin  Suelo y mar.
membranas internas.

Ciclo del nitrégeno (Anamox)

NH4+ + ]1//202 — NOzﬂ 4 2H+ + Hzo
NH4+ o NOQL — Nz + HQO

Nitrogen Cycle

 Denitrification
CH,OH N,

NH,"

Anammox®

NO,

Nitrification

Figura 114. Oxidacion del amonio con nitritos como aceptor de electrones en

condiciones anaerobias, (Prescott, 2012).
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Cuadro 14. Ejemplos de procariotas fijadoras de nitrégeno, (Kim, 2008).

Cianobacterias
Bacteria fotosintética
Anaerobios estrictos
Aerobios y anaerchios

facultativos

1 helo DR
JHN 1Sy

COCOUE capsuiatus

Mycabattanun
Pesn i Smenas o

Riyzabium jobor

Archaea
metanodgenos
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Los procariontes en el
ciclo del nitrégeno

Nitrégeno atmosférico(N,)

Procaciontes fijadores del nitrégenc: %1 °
convierten N, en amoniaco (NH,) . A i

Procariontes nitrificantes: ‘ Procariontes desnitrificantes:
conviertenNH, en nitritos (NO,) convierten nitratos enN,

Figura 115. Ciclo del nitrégeno, (Kim, 2008).

Cuadro 15. Complejo nitrogenasa de Rhizobium spp, (Kim, 2008).

Caracteristicas Aroferredoxin({Dihidrogenasa Molibdoferredoxin

reductasa) (Dihidrogenasa)
Peso molecular 70000
Subunidades 2 4
Hierro 8 28
Molibdeno 0 2
Acido sulfirico 8 28
Iahil
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oxadized
form

redoced X 6
clectron -

donor

oxichzed /
clectron

dono

azoterredoxin

(chinirogenase redactase s

accepts an clectron from femedoxin

ATP-Mg

activated

ATP-Mg

nitrogenase complex ]
b |

or flavodoxin and forms s complex with ATE

moly b yerredoxin

(dinttmgenise)

binds N; and reduces it

Figura 116. Reduccion de Nz por el -complejo nitrogenasa. La Azoferredoxina

(dinitrogenasa reductasa) es reducida, se acopla al ATP con la oxidacién del

ferredoxin o flavodoxin. ElI molibdenoferredoxin (dinitrogenasa) unido a N2 forma el

complejo nitrogenasa con la reduccién del azoferredoxin-ATP complejo. Los

electrones necesarios para reducir el N2 son trasferidos del azoferredoxin al

molibdoferredoxin, la reaccion se repite 6 veces para reducir una molécula de Nz,

(Kim, 2008).
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Tabla 16. Sustancias reducidas por el complejo nitrogenasa, (Kim, 2008).

Sustrato Producto

globin

g electron,_—1 succinate
) & M\ transport 4 fumarale

chains i} nalate

NHred | | 19
i 51

\ vhic '
H T B ¢ )
\ )
3 2-ketoglutarate X slutamine ) K=l
Yemmmseemecennaaa glutamate glutamute -4
o 5 \

uplake
hydrogenase —

st Lrnsporl System

Figura 117. Roles de la planta hospedera y Rhizobium en la fijacion simbiética del No.

Cuando Rhizobium infecta una planta leguminosa, las células de las raices de la planta
hospedera forma nédulos y las células bacterianas se convierten en bacteriodes. El
hospedero provee fuentes de energia y carbono y el Oz unido a la leghaemoglobina (Lb).

Las bacterias fijan y proveen nitrdgeno a la planta hospedera, (Kim, 2008).
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{

iight COn hght CO;

Figura 118. Fijacion de N2 en heteroquistes de Cyanobacterias heterocisticas, (Kim,

2008).
5.2.2 Bacterias del azufre

Bacterias oxidantes de azufre (Figuras 118-121)

H5S + 20, — SO#& + 2H*
HS- + H* + 120, —» S° + H,O
§° + 120, + H,O — SO,# + 2H"*
82032_ + 202 + HQO —> 8042_ + 2H*
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http://www.micrographia.com/specbiol/bacteri/bacter/bact0100/beggiall.htm

Figura 119. Micrografia de bacterias oxidantes de azufre.
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Sulfuro
- -Azufre elements
Complejo de / Azufre elemental
azufre unido \ g PR
i R -8 3 S04 Tiosulfato
ala célula 4
Sistema de
transporte de

electrones

Adenosina fos-
fosulfato (APS)
Sulfito oxadasa

FosfonlaGicpa
nivel de sustrato

Exterior

H

>

"Ccytaa,

" H0

F'«DP/\} Interior |

Figura 120. Via Sulfito oxidasa. La adenosina fosfosulfato reductasa (APS) la
emplean pocos microorganismos que oxidan el sulfito. Los electrones liberados
entran a nivel del citocromo C, para formar ATP. El NADH es producido por un flujo
reverso de electrones para producir NADH necesario para la fijacion del

CO2 en el ciclo de Calvin, (Prescott, 2002).
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Cuadro 17. Bacterias oxidantes de azufre, (Prescott, 2002).

Geéneros y especies

Thiobacillus thioparus
Thiobacillus denitrificans
Halothiobacillus neapolitanus
Acidithiobacillus thiooxidans
Acidithiobacillus ferrooxidans*
Starkeya movella*
Thiomomas intermedia*

Donador inorgdnico
de electrones

H,S, sulfuros, $°, $,0,%

H,S, S°, 5,042

g0 Soh

5o

S°, sulfuros metdlicos, Fe?*
$,04%

$,05*

Rango de pH
de crecimiento

Figura 121. Micrografia Acidithiobacillus thiooxidans. Oxida el S° y produce acido

sulfdrico. Aunque ha sido aislado del suelo se le ha observado en la corrosion del

concreto de tubos de alcantarilla, transformando el gas de sulfuro en &cido sulfarico

en aguas residuales, (Kim, 2008).
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Cuadro 18. Bacterias oxidantes de azufre. Bacterias filamentosas* quimiolitotrofas
del azufre y otros géneros, (Prescott, 2002).

Blelalelele
olfole

Beggiatoa* H,S, S,0:%
Thiothrix* H,S

Thioploca* H,S, §°
Achromatium H,S
Thiomicrospira $505%, HsS
Thiosphaera H,S, $,05%, H,
Thermothrix H,S, §,04%, SOy

Thiovulum H,S, §°

sulfate

{Otilsiedle] \
Lr:cys{é‘?ﬁc

sultate
(inside)

acetage e
O-acetvl=L-serine —

sulfi

INADP! -

INADPH + 3H* — AMP-2%phosphate H.0
_-.".F"F’
4

5
R R-[5H}
g

sullile = F

Figura 121. Asimilacion por reduccion del sulfato y sintesis de cisteina, (Kim, 2008).
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5.2.3 Bacterias oxidantes del hierro

F62+ + H+ + ]]/402 — F83+ + ]‘/:ZHQO

Fedt

FeU

{ A
Exterior (pH 2)

Rusticianina

Interior (pH 6)
CO, +ATP

NADH: Ciclo de Calvin

- Membrana celular

Figura 122. Rusticianina, proteina periplasmica que contiene fierro. Los electrones
liberados entran a nivel del citocromo C, para formar ATP. El NADH es producido por

un flujo reverso de electrones para producir NADH necesario para la fijacion del CO:2

en el ciclode Calvin.
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5.2.4 Bacterias oxidantes de hidrogeno

Son bacterias Gram negativas, con Hidrogenasa membranas y citoplasmatica,

metabolismo litoautotrofico y quimiolitotrofico, produce polihidroxialcalonatos

(Figuras 123-125, Cuadros 19y 20).

CYE O

,,._.Q-: cythb .

H,asa

ATPasa—/

Ciclo de Calvin

Material celular

Exterior

kH*
4

¢
.

ATP

Figura 123. Bacterias del hidrogeno quimioheterotrofas. La reaccion la cataliza la

enzima Hidrogenasa (cofactor Ni2") Pueden contener 2 hidrogenasas, una unida a la

membrana y otra citoplasmatica, (Prescott, 2002).

Hz2 + %202 — H20
6H2+ 202 + CO2 — (CH20) + 5H20
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oGram negafivas

| Géneros y especies
Acidovorax facilis
Ralstonia eutropha
Achromobacter xylosoxidans
Aquaspirillum autotrophycum

Pseudomonas carboxydovorans

Hydrogenophaga flava
Paracoccus denitrificans

Aquifex pyrophilus

Hydrogenobacter thermophilus

Caracierisficas
Hidrogenasa membranal.

Hidrogenasa membranal y citoplasmdética.
Hidrogenasa membranal y citoplasmatica.
Hidrogenasa membranal.

Hidrogenasa membranal y oxida CO
(carboxidotréfical).

Colonias amarillo brillante.
Hidrogenasa membranal y es desnitrificante.

Hipertermdfila, microaerofilica o anaerobia
con NOg, quimiolitoautétrofo obligado, usa
también $° 0 5,0,%.

Hipertermdfila, aerobia obligada,
quimiolitoautétrofo obligado, usa también.S°
03,042,

Cuadro 19. Bacterias oxidantes del hidrégeno, (Presscott, 2002).

Maetabolites

substrates

Metabolites

Lithoautotrophic metabolism Heterotrophic metabolism

Figura 124. Ralstonia eutropha, aspectos principales del metabolismo heterotréfico y
lito autotréfico. Los circulos amarillos representan el metabolismo central, mientras
gue las areas verdes-amarillas el ciclo de Calvin, los cuadrados rojos representan las

2 hidrogenasas para la conservacion de la energia, (Pohlmann, 2006).
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Cuadro 20. Bacterias oxidantes del hidrogeno.

Bacterias oxidantes de hidrogeno

oGram positivas

| Géneros y especies Caracteristicas

Bacillus schlegelii Produce endosporas, también emplea CO o
$,03% como donador de electrones.

Arthrobacter sp Hidrogenasa membranal.

Mycobacterium gordonae BAAR, colonias amarillo a naranja.

Figura 125. Arthrobacter spp. Bacterias del suelo capaces de degradar
simbidticamente con Streptomyces compuestos toxicos. Juntos pueden degradar los
insecticidas organofosforados totalmente y emplearlos como unica fuente de carbono
y energia. Arthrobacter puede reducir el cromo hexavalente a trivalente (menos

toxico).
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5.2.5 Via de la fijacion de CO2z en quimiolitotrofos

g2

. gt -Azufre elemental
Complejo de / PP
azufre unido R & oS \ % NI
s caul -S5=> § 8,047 Tiosulfato
Sistema de
transporte de
electrones

£ -

Suifito 303?"

Adenosinafos-
fosulfato (APS)

: H,0
5O, 4+ A - g
S +ATP ADP } Interior |

K ATH
NADH C

Ciclo de Calvin

Figura 126. Via Sulfito oxidasa. La adenosina fosfosulfato reductasa (APS) la
emplean pocos microorganismos que oxidan el sulfito. Los electrones liberados
entran a nivel del citocromo C, para formar ATP. El NADH es producido por un flujo

reverso de electrones para producir NADH necesario para la fijacion del

CO:2 en el ciclo de Calvin, (Madigan 2015).
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5.3 Metabolismo fotolitotréfico

La fotosintesis es un proceso basico para la vida. Este proceso por el cual las plantas

y algunas bacterias, llamadas fototrofos, convierten la energia radiante en forma de

luz en energia metabdlica (ATP) y poder reductor (NAD(P)H+H™). En contraste a las

plantas y algas las bacterias fotosintéticas no necesitan oxigeno, no liberan oxigeno

y por lo tanto son anaerobios naturales (Figuras 127 y 128).

H0

) Fotofosforilacién

102 B t
N & X
A AT ADP NADP+ P

Ciclo de
'Calvin-Benson

Figura 127. Los organismos fotolitotréficos emplean el ATP y el poder reductor para

fijar el CO2 a traves del ciclo de Calvin, (Madigan, 2015).
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CH.O-P
C=0
CHOH
CHOH

CH,0-®

(10) Ribulosa-1.5-

(2) bisfostato
(6)

CHO
Fase 3: Fase 1: W
CHOH

Regeneracion Fijacién CHOH

CH,0-®
Gliceraldehido-3- fostato &:-Fesfoglicerato
(12} (12)

Glucosa

CH.O0-® del aceptor

Fase 2;
Reduccién

Figura 128. El ciclo de Calvin. Tiene 3 fases: Fase 1: Fijacion del carbono a través
de Rubisco. Fase 2: Reduccion. Usa el poder reductor de NADPH para trasformar el
fosfoglicerato en gliceraldehido 3-fosfato. Fase 3: Recuperacion del CO2. De cada 6b
moléculas de gliceraldehido 3-fosfato 5 se trasforman en 3 moléculas de ribulosa

difosfato y'la otra se considera el rendimiento neto del ciclo, (Moat, 2002).

5.3.1 Fotosintesis

Los microorganismos que utilizan la luz como fuente de energia para sus procesos
biosintéticos, incluyen algas eucariontes, cianobacterias (Cuadro 21), bacterias
fotosintéticas (Cuadro 22), y bacterias fototroficas anoxigenicas aerébicas. En la
fotosintesis oxigénica se genera oxigeno y el agua es usada como donador de

electrones. En la fotosintesis anoxigénica compuestos organicos o de azufre son
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usados como donadores de electrones. El sistema fotosintético consta de un centro

de reaccién asociado intimamente a moléculas antena (Figuras 130-140).

Cuadro 21. Toxinas producidas por cianobacterias, (Bonilla, 2009).

| Toxna Cianobactena produciona

| Hepalotoxmas

| 1) Microcistina (MCYS) Dolichosparmum spp
Anabsenopsis maleny
Microcystis spp
Nostoc sp
Oscillatona dmoss
Planktothinx spp

| 2) Nodularina

Noduiania spp

| 3) Cilindeospermopsina (CYN) Aphanizomenon spp

Raphidiopsis spp

| Dermotoxing

| Apssaatoxna Lyngbiatoxing Lyngbya spp

| Imtantes

| Lipopolisacaridos (LPS) Todas las especies

Toxing
Neurploxings

Anatoxina a (ANTX-a)

Anatoxing a (S}
[ANTX-s)

Saxitoxina {SXT)

Cianobactena produciord

Dolichosparmunyspp
Aphanizomendaspp
Cylindrospeamunt $p
Microcysis spp
Osclatond spp
Plantothinix spp

Dolichospermum spp

Dolichospermum circinass
Aphanizomenon fios-oquae
Raphidiopss raciborski

Lyngbya woled

Cuadro 22. Bacterias fotosintéticas, (Kim, 2008).

Pigmentos Fotosintéticos en Bacterias Fotosintetizadoras

Tipo de organismo

Pigmento presente

Bacterias purpuras

Bacterioclorofilaa 6 b
Carotenos

Bacterias verdes

Bacterioclorofilaa, c,dde
Carotenos

Heliobacterias

Bacterioclorofila g
Carotenos

Candidatus Chioracidobac terium thermophilum

Bacterioclorofilaay e
Carotenos y xantofilas
Clorofila a

Crmanobacterias

Clorofilaay b
Ficobilinas

- ]
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Cuadro 23.

Pigmentos fotosintéticos, (Kim, 2008).

Pigmento

Maximo de
absorcion (nm}

. Extracto
In vivo (metanol)

Bacterioclorofila
@ (bacterias rojas)

Bacterioclorofila
& (bacteria rojas)

Bacterioclorofila
¢ (bacterias
verdes

del azulre)

Bacterioclorofila
¢, (bacterias
verdes no

del azufre}

Bacterioclorofila
d {(baclerias
verdes del azufre)

Bacterioclorofila
¢ (baclerias
verdes del azufre)

Bacteriaclorofila
¥ (heliobacterias)

—C—CH
Il
Q)

11

—(—CH,

O

—C—Cl1,
| :
OH

|
—C=CH,

—~C~0—CH, 45 771

830590
(8]

—C—0—CHy 835550

(”) 1020-1030

7A5-755 GH-6LS

705-740

~CHy 719726

~—(n"—Cl-CH} F —H  A70-788

Q

CH, OH CH

Hi MWHI_”_

Figura 129. Estructura de la clorofila, (Kim, 2008).
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5.3.1.1 Microorganismos fotosintéticos

cyangiclerm |

CHL a, phycobiliproteins

purple bactermim;
ROCHE W

purple hacteriim

BCHL &

green bpckermam

BCHL &, a

uneen bucleriam .

ll'l.'fll i, i

PErrENe Gnik '.-"It:'l. T
plstes erithetic
Baciers |

BCHL «

--.\-".-
o T

400 SO0 KO0 TOO 00 900 100D 1100

chlorophylls phycobiliproteins D carolenoids

Figura 130. Espectro de absorcién de organismo fotosintéticos, (Kim, 2008).
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Al
ciclo
Calvin

NADPY +HT

; FeS
Fotosistema

l Transporte electronico

Fd

Pc ;
Ferrodoxina

NADP

Plastocianina Reductasa

Figura 131. Fotosistema I: flujo ciclico de electrones acoplado a la fosforilacion,

(Madigan, 2015).

Aceptor
rimario
Dos electrones Q\

y \‘m\ -

P680
=

Energia de
dos fotones

2é" ( Complejo

I,
iDivide » .
H,0 e a’gua!l Fotosistema Il

1 +

de Antena

Centro de/ Complejod
reaccién { ‘ citocromo

entregados ze‘/ ,:‘/, QD ®'qm

\.\:’B

Figura 132. Flujo de electrones en la planta durante la fotosintesis, (Kim, 2008).
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Tilacoide  ~10° pigmentos antena

~200 maquinas
moleculares

—
Espacio interior

e

Figura 133. Tilacoides, organelos fotosintéticos en cianobacterias, (Kim, 2008).

Proteinas de
membranas

Figura 134. Clorosoma unido a la membrana citoplasmatica en bacterias verdes.
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Transferencia de energia Transferencia de electron
M,

e

RV

Acaplar

Contenido energético de los electrones (V)

Los electrones
provistos del
agua son
energizados
por la luz
absorbida.

Fotélisis
H0 &) 10, +21*
iDivide
el agua!

T
AM
Centro de i )72 v d
reacdién  fFotosistemall L
con P680 A

o
Sol

Figura 136. Cadena fotosintética de transporte de electrones de cianobacterias, (Kim,

2008).
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Bacteria roja Bacteria verde del azufre Heliobacterium

P798*
P840* \
R A 2

NADH
7
)

Q \ - Flujo
ng inverso de
;ew‘ electrones

_—n' ¢ y ) 2 H4
Exterior } 7 L, L, . &
: \ SR C; Semmy C:
Periplasma 7

& RCP870 Y

tH a Q

CH

70° Q
g§‘ Deposito de
Bph

Quinonas

LH i
)
\
Cytoplasma
Interior

Figura 138. Reacciones de luz en bacterias purpuras, (Kim, 2008).

130



Cuadro 24. Diferencias
(Tortora,2013).

entre plantas y bacterias durante

Plantas fotosintéticas

Bacterias fotosintéticas

Organismos

Plantas, algas,
cianobacterias

Bacterias plrpuras ¥ verdes

Tipo de clorofila

Clorofila a
absorbancia 650-
750nm

Bacterioclorofila
absorbancia 300-1000nm

Fotosistemna |
(Fotofosforilacion ciclica)

Fresente

Presente

Fotosisterna |
(Fotofosforilacion no ciclica)

Fresente

Ausente

Producen Oz

Si

no

Donador de electrones
fotosintético

H:0

H:S5, otros compuestos de azufre,

compuestos organicos

5.3.1.2 Metabolismo del carbono en fotoorganétrofos

_.l'
MATH =

MAalHd

Figura 139. Metabolismo fotoorganotréfico en bacterias purpuras, (Kim, 2008).

la fotosintesis,
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Figura 141. Metabolismo del carbono por cianobacterias, (Kim, 2008)
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5.4 Respiracion

5.4.1 Anaerobia
La respiracion anaerobia (o anaerdbica) es un proceso bioldgico llevado a cabo por
los microorganismos anaerobios (Cuadro 25), que consiste en la oxidorreduccion de
monosacaridos y otros compuestos en el que el aceptor terminal de electrones es
una molécula inorganica distinta del oxigeno, y mas raramente una molécula

organica.

Cuadro 25. Ejemplo de respiraciones anaerobias en procariontes, (Prescott, 2002).

Producto
Aceptor reducido Denominacion del proceso

Respiracion anaercbia de

. Enterobacterias
c.organico

fumarato succinato

Co, CH. Metanogénesis Arqueas metanogénicas

Respiracion anaerobia:

s epe iy FPseudomonas, Bacillus
desnitrificacion

NO,

Respiracion anaerobia:

reduccion de nitratos e

NO,

Sulfatorreductoras
(Desulfovibrio,
Desulfotomaculum)

Respiracion anaerobia:

-
S0, reduccion de sulfatos

Respiracion anaerobia:

. . Pseudomonas, Bacillus
reduccion de hierro

5.4.1.1 Denitrificacion

Las enterobacterias solo llevan a cabo la respiracion de nitratos a nitritos (nitrato
reductasa). Las bacterias desnitrificantes (Pseudomonas aeuroginosas, Paracoccus
desnitrificans, Rhadobacter sphaeroides) pueden ademas reducir los nitritos a gases

en un proceso llamado desnitrificacién (Figura 142).
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Perglaam

H .o A% Aerobios y anaerobios
] I facultativos
i e

] E, (v)=+04

HEI

Figura 142. Desnitrificacion en la membrana. DH: NADH deshidrogenasa, NAR]:
nitrato reductasa, NIR: nitrito reductasa, NOR: nitrato reductasa, N20OR: nitrato

oxidoreductasa, (Madigan, 2015).
5.4.1.2 Reduccién de metales

La reduccion de hierro férrico se da por la respiracion anaerobia de hierro férrico en

anaerobios facultativos y estrictos, el Fe+3 es abundante en el habitat.

Acetato + 8 Fe®* +4 H,0 2 2 HCO, + 8Fe 2* + 9 H*

Los microorganismos que utilizan 6xidos de Fe+3 insolubles (Figura 142) como
aceptores electrones pueden tener una funcién importante en los ciclos de la materia
en sedimentos acuaticos y en biorremediacion de aguas subterraneas contaminadas

con metales.
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PHOTD B LUCY YN

Figura 143. Micrografia de Geobacter metallireducens. Es capaz de obtener energia
a través de la reduccion desasimiladora de hierro, manganeso y otros metales.
Ademas, este organismo es capaz de oxidar compuestos aromaticos contaminantes.

Esto lo hace un potencial agente de biorremediacion, (Moat, 2002).

5.4.1.3 Sulfidogénesis
En bacterias sulfato reductoras se genera la respiracion anaerobia de sulfatos
conocida como reduccion desasimiladora de sulfatos (Figura 144). Estas bacterias

se encuentran-en ambientes anaerobios marinos ricos en 6xidos de azufre (Figura
145-146).
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Cytaplasnmic

mambrana

Figura 144. Reduccion desasimiladora de sulfatos. El H2 externo puede formarse
también como producto de la fermentacién ademas de por el catabolismo de lactato

y piruvato, (Madigan, 2015).

Figura 145. Micrografia Acidithiobacillus thiooxidans. Oxida el S° y produce &cido
sulfarico. Aunque ha sido aislado del suelo se le ha observado en la corrosion del
concreto de tubos de alcantarilla, transformando el gas de sulfuro en &cido sulfarico

en aguas residuales, (Moat, 2002).
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Suifitbo TEI:IIJE-'&;\

L APS: Adenosina &' fosfosulfato
L PAPS: Fosfoadenosina 5" fosfosulfato
[R5

koo

Compussto de azufre
oTganicn joiateing, mationina)

Reduccidn Reduccion
desasimiladora de asimiladora de
sulfato sulfato

Figura 146. Comparacion de reducciones asimiladoras y desasimiladoras de sulfatos,
(Moat, 2002).

5.4.1.4 Metanogénesis
Los metandgenos (Figura 147) son un grupo importante de reductores de CO2

anaerobios obligados del dominio Archea que producen metano como producto final.

Se genera un gradiente de protones durante la metanogénesis. La reaccion:

=

CD: + Hz + H* CHd_ + HID

E, (v)=-0.24
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Figura 147. Metandgenos. Usan los carbonatos y lo convierten en metano utilizando

hidrégeno como fuente de electrones, (Moat, 2002).
5.5 Metabolismo Intermediario
5.5.1 Degradacion de polimeros
Las macromoléculas que existen en las células son polimeros (carbohidratos, lipidos,

acidos nucleicos y proteinas) (Figura 148), estan formadas por la unién de unidades

mas pequenias.
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&
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Figura 148. Diagrama general de la degradacion de polimeros, (Doelle, 2010).
5.5.1.1 Carbohidratos

Los carbohidratos o polisacéaridos estan constituidos por monosacaridos (Cuadro

26). Los polisacaridos como el almidén o la celulosa, se hidrolizan primero a

monomeros u oligdbmeros por enzimas extracelulares, antes de ser transportados

al interior de la célula.
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Cuadro 26. Degradacion de polimeros de carbono, (Gonzalez, 2004).

Degrqédci}:‘jn de pdlfmeros de C

Sustancias Composicion Fuentes Enzimas
catabdlicas
Celulosa Polimero de glucosa Plantas (hojos, tallos) Celulasa [p-1.4-
B-1.4-) glucanasos)
Almidon Polimero de glucosa Plantas (hojas, Amiloso
(o= 1.4 semillas)
Gluchgent Polimero de glucosa Animales (mdsculo) Amilasa
[o-T1.4- ¥ fi-1.6-] fosforiasa

Laminaring Palimero de glucosa Algos rarnng B-1.3-Glucanasa
B-1.3-) (laminarinasa)

Paramilon Palimero de glucosa Algas B-1.3-Glucanasa
{B-1.3]

Agor Palimero de Algos rojos Agorasa
galactosa y acido
gatachwrdnico.

Degradacion de polimeros de C

Rustancias Composicion I Fuentes Enzimas
catabolicas

Quiting Polimero de N= Hongos (paredes GQuitinasa
acetiglucosaming (f=1.4) celulares),
insectos
{exoesqueleto)

Pecting Polimerade dcido Pectina (hojas, Pectinasa
galocturbnico semillas) [poligalocturcnasa
)
Dextrono Rolimero de glucosa Capulas o copas Dextranasa
mucoides
¥ilono Heteropolimero de xilosa y Plantas Xilanasa
ofros arbcaras [[-1.4- v
ofros lolerores o-1-2 o a-1,3)

El almid6n es un polimero de glucosa constituido por amilosa y amilopeptina. Forman
cadena fuertemente unidas por enlaces a-1,4-glucosidicos, mientras que las cadenas
laterales tienen enlaces a-1,6-glucosidicos. La a-amilasa es una endoglucanasa que
hidroliza aleatoriamente los enlaces a-1,4-glucosidicos para producir una mezcla de
dextrina, maltosa y glucosa, pero no hidroliza los enlaces a-1,6-glucosidicos. Muchas

bacterias incluyendo Bacillus, Pseudomonas y Clostridium producen esta enzima.
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La celulosa es uno de los compuestos organicos mas abundantes en la naturaleza y
es un homopolimero de glucosa unido a almidén (Figura 150). Las glucosas se

encuentran fuertemente unidas por enlaces 3-1,4-glucosidicos.

\ [ :--||'|-I_ I-__'Il.|-. e

feellobiohydralEse)

- i
Y

= . o, EA——

S

\ more thun 2 eneymes

ceellistrinse | celbalvios

Figura 149. Hidrolisis de celulosa cristalina por exo- p-1,4-glucanasa, (Kim, 2008).

5.5.1.2 Acidos nucleicos

Las nucleasas hidrolizan ARN y ADN a riboOnucleosido monofosfato vy
deoxiribonucleosido monofosfato. Mas adelante se hidrolizan a bases y ribosa

(deoxirribosa) por la nucleotidasa y nucleosidasa (Figuras 150 y 151).
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Figura 150. Degradacion de bases purinas, (Kim, 2008).
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5.5.1.3 Lipidos

Algunos microorganismos utilizan la p—oxidacion con el ciclo de los &cidos

tricarboxilicos (Figura 152) para convertir acetil-CoA proveniente de acidos grasos

en esqueletos de carbono necesarios para la biosintesis.

acetslc + Cod-5k +

glueme-frpheplide

e

w acetyl-Cos + AMP + PP,

|-|.|-,,‘}/-"' -\\H""i,, il

I; T A (5} s [
I|.'|.'|::|-:I‘ Tl

r\ /\}/
-,

Figura 152. Conversion del acetato a intermediarios del metabolismo central a través

de ciclo de los acidos tricarboxilicos y el ciclo del glioxilato (Kim, 2008).

Los &cidos grasos con un numero par de carbonos a través de la $-oxidacién son

divididos en unidades de 2-carbonos en forma de acetil-CoA a partir de Acil-CoA y

es catalizado por 5 enzimas (Figura 153).
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Ho=CHy= CHy - CH =00 CoA+ OH=C0=Col

|

He= CHy - CO-Cod + CHy=C0=Cal

I

CO=Cod 4+ CH-00=CuA,

I

C0- Cad + CHu=00=Cak

|

TH-C0-Cad + CHy- 00 Cad

Figura 153. Degradacién de palmitato a acetil-CoA a través de la 3-oxidacion.

El propionil-CoA es un intermediario metabdlico de un gran nimero de compuestos,
incluyendo los aminoé&cidos. La via del acrilato (Figura 154) y la via del metilmalonil-

CoA (Figura 155) fueron identificadas como metabolismo oxidativo de propionil-CoA.

WAD FADH. ALy MADH - H
CH, Q H CH — ©H

5 - CHIOH ] =0

L
CTh G CO-Cad CoA=5H SO

o pisy | oA lactyl-Ciond Tyl

Figura 154. Via del acrilato. Pseudomona aeruginosa oxida propionil CoA a piruvato,
(Kim, 2008).

El propionil-CoA es metabolizado a piruvato a través del ciclo del metilcitrato, en
muchas bacterias incluyendo Escherichia coli, Salmonella typhimurium y Ralstonia

eutropha, en hongos como Saccharomyces cerevisiae y Aspergillus nidulans.
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Figura 155. Conversion del acetato a intermediarios del metabolismo central a través

del ciclo del Acido tricarboxilico y ciclo del glioxilato (arriba). Oxidacién de propionil-
CoA a piruvato a través del ciclo del metilcitrato (abajo), (Kim, 2008).
Algunos compuestos de Cz como el glicolato, glioxilato (Figuras 156 y 157) y

oxalacetato (Figura 158) no pueden ser metabolizados de la misma forma que el
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acetato. El glicolato es generado de la descarboxilacion del fosfoglicolato que se

produce durante la fotorespiracion. El glioxilato resulta de la degradacion de la purina.

Escherichia coli y Pseudomona spp. Usan estas sustancias a través del ciclo de los

acidos dicarboxilicos para generar energia.
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plyoxylate

wyoxylate
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COOH gyoxylate z O=CH-CHOH -LOOH
ghycolaty ——— tartronic semialdchvde
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" \\ NAD®
\\

glycerate

ATP |

Figura 156. Ciclo de los acidos dicarboxilicos y via del glicerato para la utilizacion

del glioxilato (Kim, 2008).
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Figura 157. Metabolismo del glioxilato a través de la via 3-hidroxiaspartato por

Paracoccus denitrificans, (Kim, 2008).
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Chaalato s activated by coenzyme & transforase (1) o ovalyl-Cof that s either decarbosrylated o 1|:|rr|1:fl--'.:.n:|.l"- (2} or reduced oo

plyoxvlate (4). Giyoxpate is used for Bosynthesis thraugh the plycerave patireay (5) and formyl-CoA is oxidized via formate (3},

Figura 158. Metabolismo del oxalacetato en Pseudomona oxolaticus, (Kim, 2008).
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Los microorganismos anaerobios fermentativos producen alcoholes como etanol,
butanol y otros. La alcohol deshidrogenasa y la aldehido deshidrogenasa oxida estos

alcoholes primarios a acidos grasos (Moat, 2002).

R=CH,~CH,OH + NAD® = R-CH,-CHO + NADH + H’

aldehyde debivdroge niass

R=CH,=CHO + NAD® = H,0 H;=COOH = NALDH + H

Salmonella thyphimurium oxida propanodiol a propionil-CoA donde es metabolizado

a través del ciclo del metilcitrato.

!
pripanediod delovdratase R e
) proponaddediyde dehydrogenese o
propamediol = propionildehyde —————— = proplonyi-CodA
- =
2 u

CoA-sH4 WAD SADH=-H

Especies como Bacilus, Ralstonia eutropha y Pelobacter carbinolicus, oxidan el

butanodiol a acetaldehido y acetil-CoA.

dio] dehvd rogenise aretaln delydrogenase ¢o ||||!I':l.
Butanediol — = ACelodn — = aretaldehyde =  acetylHonA
P = o

CodSH + NAD' NADH « W™

Xanthobacter spp. Puede oxidar el isopropanol a acetona antes de la carboxilacion a
a acetoacetato. La acetona es carboxilada por Rhodobacter capsulatus,

Rhodomicrobium vannielii y Thiosphaera pantotropha.

. secondaty alothol debhvd rogenes i el o Ciarboxy las
Iiu|~rd|?.irl-.-| —— B g el on e o = CIORCCLALE

'Y / "
RADH +« H' 1 1 4 AMI = 2P
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5.5.1.4 Proteinas

Los aminoacidos se usan para la sintesis de proteinas y son deaminados a 2

cetoacidos correspondientes. Los 2 cetoacidos son oxidados a Acil-CoA por 2

cetoacido deshidrogenasa para usarse como fuente de carbono y energia..Son

deaminados a través de diferentes vias dependiendo de su naturaleza.

Deaminacion Oxidativa. Los aminoacidos son deaminados por cualquier aminoacido

oxidasa o por un aminoacido deshidrogenasa (Figura 160-164). Las aminooxidasas

tienen una baja especificidad para los sustratos, una sola enzima puede oxidar hasta

diez diferentes aminoacidos (Moat, 2002).

alanime dehydrogenase

alanmime + NAL" + Z-J_.u i

gluramate dehvdrogenase
glutamate = NALY + Ho0 - -

pyruvare + NADH + MH |

= Zketoglutarate + MALH + NH

La transaminacion es una reaccion enzimatica que transfiere un grupo NH2 de

aminoacidos a 2-ceto acidos.

fransaminase
E=CH=CUCO0H = pyruvate
|
MNH {2-ketoglularite)
' ]

alanine [#luea
dehydrogen

e

NH;

CH = COOH + alanine
ilutamare)

T
HEL o

L]

NAD H. O
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Amino&cido dehidratasa. La aminoacidodeshidratasa deamina serina y treonina,
removiendo el grupo hidroxil (-OH).

seTine dehvdmitase
CH,DH-CHNH;=ODeH CH,—C0-C00H =+ KH

s=TING ||'|FII'|'.I|I

threnming dehvdrbasy
CH . ~CHOH-CHMH —CO0H = CH—CH, CO-CEH + NH,

o EaEE oy e

Aspartato e Histidina son deaminados en reacciones similares a los catalizados por
la dehidratasa.

COOH  asparfade) COOH
CH, CH

| |
HC-NHy A CH

|
COOH COOH

Qspartate laindrate

COOH

histidase

\
NH;

histidine wrodamate

Deaminacion de cisteina y metionina (Figura 159). La transmetilasa remueve el grupo
metil de metionina para producir homocisteina. Desulfidasa remueve grupos amino
y sulfido simultaneamente de cisteina y homocisteina para producir piruvato y 2-

cetobutirato respectivamente (Moat, 2002).
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Figura 159. Degradacion de Histidina, (Kim, 2008).
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Figura 160. Degradacién de aminoacidos con cadena lateral, (Kim, 2008).
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Figura 161. Degradacién de arginina, (Kim, 2008).
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Figura 162. Degradacién de prolina, (Kim, 2008).

L HMH CHMH Iamn Lysine 1

CH: CH degradation
CH,; CH;

CH UH

CHNH, C=0

COOH CO0H

lvsineg V- keto-t-aminde WATRIGE

= FCO0H - \I O =N COOH

bA -plperideine- 2-carboxylaie pipEbialaee Aapiperideine-fecarboxy lie

CHi LU0 CoaH O
1

CH LH LHy LH;
i

CH A CHy CH

— ] —=

Lk LH LMy LH
i

{"HNH CHMH: Cwid Cm )

O RH COOH CiMaH S=-Cni

p = |!i|||l;|||.i|,|'-.'-l'l- T ||:|.|.|..i|'I e T ki :.l|-|:i|',|l o el iy I-C o

semnifikichyde

Figura 163. Degradacién de lisina, (Kim, 2008).
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Figura 164. Degradacion de triptéfano, (Kim, 2008).
5.5.2 Degradacion de compuestos recalcitrantes
Muchos microorganismos procariontes y eucariontes pueden usar hidrocarburos
alifaticos (Cuadro 27), especialmente aquellos que se encuentran liquidos a
temperatura ambiente. Los hidrocarburos son insolubles en agua y diferentes en

cuanto al transporte de los solubles en agua (Figura 165-168).

Cuadro 27. Algunos ejemplos de microbios que utilizan hidrocarburos, (Kim, 2008).
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Figura 165. Oxidacion de hidrocarburos alifaticos por Pseudomona oleovarans. (Kim,

2008).
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Figura 166. Oxidacion de hidrocarburos alifaticos por Nocardia petroleophila, (Kim,

2008).
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Oxidacién de propileno por Rhodococcus rhodochrous, (Kim, 2008).
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Figura 168. Degradacién de aminoacidos aromaticos, (Kim, 2008).

5.5.2.1 Via del catecol y protocatecuato

El'metabolismo de compuestos aromaticos puede ser dividido en 2 pasos. En el
primer paso las monooxigenasas incorporan grupos hidroxil dentro de los anillos
bencénicos, con este paso los compuestos aromaticos son convertidos a uno de los
tres intermediarios: protocatecuato, catecol y gentisata (Figuras 169-173). Los
compuestos aromaticos son principalmente convertidos a protocatecuato, y el catecol

se deriva de hidrocarburos aromaticos, compuestos aromaticos con grupo amino y
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monomeros de lignina. Algunas bacterias generan gentisata de naftaleno, 3-

hidroxibenzoato, derivados de fenol, entre otros.
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Figura 169. Metabolismo de los carbohidratos usando Ortho y Meta fision (Doelle,

2010).
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Figura 170. Compuestos aromaticos metabolizados a través de protocatecuato, (Kim,

2008).
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6. METABOLISMO BIOSINTETICO (ANABOLISMO)

6.1 Biosintesis de sacaridos y sus derivados

6.1.1 Gluconeogénesis

Reportes recientes han puesto en evidencia que la GNG o elementos centrales de
esta via metabdlica estdn presentes en micro organismos quimiolito-autotrofos
(Figura 174). Estos procariontes anaerobios, con capacidad de fijar CO2, obtienen
energia a partir de la oxidacién de compuestos inorganicos como €l hierro y el azufre,
siendo las bacterias nitrificantes ejemplos bien conocidos. ElI metabolismo
intermediario de estos organismos esta centrado en la sintesis y manejo de la acetil-
CoA,; estos organismos son capaces de formar fosfoenolpiruvato por una serie de
reacciones de fijacion de CO2, y ademas manejan el ciclo de Krebs de manera
reductiva (se produce NADH, no NAD+).
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Figura 174. Gluconeogénesis, la biosintesis de la glucosa a partir de compuestos no

glucosidicos, (Herraez, 2014).
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6.1.2 Hexosa monofosfato
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Figura 175. Via hexosa monofosfato (Pentosa- fosfato). La Glucosa es oxidada a

ribulosa-fosfato acoplada a la reduccion de NADPH (a)La isomerasa y epimerasa

convierte a la ribulosa-5-fosfato a ribosa-5-fosfato y la

xilulosa-5-fosfato (b)

Transaldolasa y transcetolasa se reorganizan pentosa-5-fosfato en glucosa-6-fosfato

y gliceraldehido-3-fosfato involucrando a la eritrosa- fosfato. (c) Sintesis de

nucleotidos inicia con ribosa-5-fosfato, y los aminoacidos aromaticos son producidos

de la eritrosa-4-fosfato y el fosfoenolpiruvato (Moat, 2002).
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Figura 176. Ciclo hexosa monofosfato oxidativo. Gliceraldehido-3-fosfato es oxidado
a piruvato como en la via EMP. 1, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 2, 6-
fosfogluconato deshidrogenasa; 3, carbono reorganizado como en la via HMP; 4,

glucosa-6-fosfato e isomerasa, (White, 2007).

6.1.3 Mondmeros de mureina

La fructosa-6-fosfato es usada para sintetizar los monémeros de mureina, uridina
difosfato (UDP)-N-acetilglucosamina y UDP-N-acetilmuramato. El precursor es
aminado a glucosamina-6-fosfato usando glutamato como donador del grupo amino
después es acetilado a N-acetilglucosamina-6-fosfato condensado con UTP Figuras
177 y 178).
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Figura 177. Sintesis de los monomeros de mureina, UDP-N-acetilglucosamina y

UDP-N-acetilmuramato, (Kim, 2008).
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Figura 178. Sintesis de UDP-N-acetilmuramilpentapéptido a través de la sintesis de
un péptido no ribosomal agregando aminoacidos al grupo lacti de UDP-N-

acetilmuramato, (Kim, 2008).

6.1.4 Sintesis de acido teicoico

Los acidos teicoicos se encuentran en todas bacterias Gram Positivas pero ausentes
en las bacterias Gram Negativas. Los acidos teicoicos son polimeros de ribitol fosfato
de glicerol fosfato unidos por enlaces fosfodiester (Figura 179). Azlcares,
aminoazucares o aminoacidos pueden ser condensados a grupos hidroxil o ribosil

del ribitol o glicerol para generar diversas variantes en las estructuras (Figura 180).

167



OH

(@)

T
0

R1 B2 Ry ! B Ra Ry
I | 1 1 i
00 O | O 0 O . OH

i | | : |
+~CHy—G—G~0~CHp+0—P—
I ! '

|
H H H | H H H .0

Ribitol residue

R
I

0 © OH OH

| | | | 1 | |
—ﬁ‘-—O—vCHE—(:: ~CHy—0—P—0-+CH,—G—CHy+ O—P—0—CHy—0—P—

H

H

Glycerol residue

Figura 179. Estructuras de los acidos Teicoicos, (White, 2007).
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Figura 180. Variaciones en las estructuras de los acidos teicoicos, (White, 2007).

6.2 Biosintesis de aminoacidos.

Los aminodcidos son sintetizados usando los esqueletos de carbono (Cuadro

28) disponibles del metabolismo central (Figura 1781). Estos son piruvato,
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Figura 181. Ruta biosintética para aminoacidos y compuestos relacionados,

2002).
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Cuadro 28. Esqueletos de carbono usados en la biosintesis de aminoé&cidos, (Kim,

2008).

Precursor

Amino aod

Pyruvate
Craaloacetate

2-ketoglutarate
3-phosphelycerate

Ribose-5-phosphate

PEF and erythrose-4-phosphate

alaning, valine, leucine

aspartate, asparagine, memonine, iysine, im-c“fire,

threcnine
glutamate, glutarning, arginine, proline
senne, glycine, cysteine

phenyalaning, tyrosine, tryptophan
histidine

Algunos aminoacidos son sintetizados por diferentes vias dependiendo del

organismo, sin embargo, usaremos cono ejemplolo que ocurre en Escherichia coli.

6.2.1 Familias del piruvato y oxalacetato

El piruvato y oxalacetato son convertidos en alanina y aspartato a través de las

reacciones catalizadas por la transaminasa (Figura 182).
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N
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50 o -
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]
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CHy

COOH

COOH
HN-CH

CH;
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asparagine
synthetase

+ NHy + ATP + ADP + P

aspartate asparagine

Figura 182. La asparagina sintetasa sintetiza la asparagina a partir del aspartato y el

amonio consumiendo energia en forma de ATP, (White, 2007).
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La treonina, metionina y lisina son producidos por el aspartato en adicion a la
asparagina (Figura 183). Un intermediario de la biosintesis, diaminopimelato, no se
encuentra en las proteinas, pero es un precurso de la mureina y ornitina, un

intermediario en la biosintesis de la arginina.
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Figura 183. Biosisntesis de treonina, metionina y lisina del precursor comun
aspartato, (Kim, 2008).

Muchos procariontes utilizan la via de diaminopimelato para sistetizar lisina, pero
levaduras y hongos sisntetizan este aminoacido de 2-cetoglutarato atravez de la via

2-aminodiapato (Figura 184).
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Figura 184. Biosintesis de lisina en levaduras y hongos a traves de la via 2-

aminoadipato, (Kim, 2008).

La treonina producida por el aspartato es deaminada a 2-cetobutirato, donde es
usado como precursor para la biosisntesis de isoleucina. 2 moléculas de piruvato
son condensadas a 2-acetolactato para la biosintesis de leucina y valina (Figura
185).
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Figura 185. Biosintesis de Isoleucina, valina y leucina, (Kim, 2008).

6.2.2 Familias del fosfoglicerato

El 3-fosfoglicetaro intermediario de la via EMP es convertido a Serina y mas adelante
a glicina y cisteina (Figura 186).
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Figura 186. Biosintesis de glicina, serina y cisteina a partir de 3-fosfoclicerato, (Kim,

2008).

6.2.3 Familias del 2-cetoglutarato

El glutamato sintetizado de 2-cetoglutarato a través de reacciones catalizadas por

glutamato  deshidrogenasa es el precursor para la sintesis de prolina arginina y

glutamina (Figura 187). La N-acetilornitina deacetilasa no se ha detectado en

bacterias corineformes, Pseudomona aeruginosa y en la levadura Saccharomyces

cerevisiae. En su lugar, la reaccion es catalizada por N-acetilglutamato-acetilornitina

acetiltransferasa acoplando las reacciones e 6 y 9 en ese organismo.
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Figura 187. Biosintesis de glutamato, glutamina, prolina y arginina de 2-cetoglutarato,

(Kim, 2008).
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6.2.4 Aminoacidos aromaticos

El benceno de los amino4cidos aromaticos esta formado por Shikimato, el cual es
producido por la condensacion de eritrosa-4-fosfato y fosfoenolpiruvato. El Shikimato
es metabolizado mas adelante a fenilpiruvato y p-hidroxifenilpiruvato antes de ser

transaminado a fenilalanina y tirosina respectivamente (Figura 188).
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Figura 188. Biosintesis de aminoacidos aromaticos, (Kim, 2008).

6.2.5 Biosintesis de histidina

La histidina es producida por 5-fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP).
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Figura 189. Biosintesis de la histidina, (Kim, 2008).

6.3 Biosintesis de acidos nucleicos.

Los nucleotidos son sintetizados en una via de novo desde el principio o via de

salvamento, de esta forma se reciclan las bases.
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6.3.1 Vias de salvamento

Normalmente la vida media del ARNm es corta porque continuamente se sintetiza y
regenera. Las bases que surgen de la rotacion de los acidos nucleicos son reciclados
a nucleotidos en las vias de salvamento. En esta reaccion una base reemplaza el 1-
pirofosfatofosfato del 5-fosforibosil-1-pirofosfato catalizado por fosforibosil
transferasa (White, 2007).

adenine
phosphoribosyltransferase

adenine + PRPP ~= AMFP+ PP,

6.3.2 Biosintesis de nucleétido de pirimidina a través de la via de novo.

La sintesis de pirimidina (Figura 190) empieza con la sintesis de carbamoil fosfato a
carbonato. EI ATP provee la energia necesaria para la reaccion del grupo —NH2
desde glutamina, (White, 2007).

carbamon] phosphate $mi helase

- - - -- e H N-CO-0:Fhe3ADP T, + H”

cashansov]
ghrtamini glharmiee r||1|1'h.;'\-!'.|:|

El orotato es sintetizado como precursor de los nucle6tidos de piridina antes de unirse
a PRPP.
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Figura 190. Biosintesis de novo de nucledtidos de piridina, (Kim, 2008).

6.3.2.2 Biosintesis de novo de nucleétidos de Purina

Los nucleétidos de purina (Figura 191) se sintetizan a partir de la glutamina como
donador de —NH2 a PRPP, después la inosina-5-monofsfato es sintetizada con la
adicion de carbonos y nitrégeno en forma de glicina, meteniltretrahidrofolato,
glutamina, aspartato y formil tetrahidrofolato. La inosina 5-monofosfato es convertida

a guanosina-5-monofosfato y adenosina-5-monofosfato.
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Figura 191. Biosintesis de nucleétidos de purina, (Kim, 2008).

6.3.3 Biosintesis de deoxinucléoticos

La sintesis de ARN requiere ATP, guanosina 5" -fosfato, citidina 5”-trifosfato y uridina
5’- trifosfato como bloques de construccion y los deoxinucleétidos trifosfatos son los
sustratos para la ADN polimerasa (Figura 191). Los ribonucleétidos son reducidos a

deoxinucleatidos por la ribonucleotido reductasa, (White, 2007).
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6.4 Sintesis de lipidos.

Los fosfolipidos son componentes celulares esenciales de la mayor parte de la
membrana. Los fosfolipidos bacterianos estan compuestos por acilglicerido con un

éster unido entre glicerol y &cidos grasos como en una célula eucarionte. Las
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membranas de las arqueas contienen fosfolipidos con un éter unido entre un
polialcohol y un alcohol poliisoprenoide. Los acidos grasos y los alcoholes

isoprenoides son sintetizados a partir de Acetil CoA.

6.4.1 Biosintesis de acidos grasos

El Acetil CoA es convertido a proteina trasportadora acil-acil (acil-ACP) a través de

la accion de 7 enzimas (Figuras 193 y 194).

malonyl-ACP

acelyl-Cod
CoASH*C0,
I NACP

acetoacetyl-ACP

NADPH + H~
NADP'

CH«CHOHCH,CO-ACP
3-hydroxybutyryl-ACP

»

3
™ HO

hd

CH;CH=CHCO-ACP
crotonyl-ACP

- NAD(P)H + H'
N> NAD(P)*

N CH;CH:CH.CO-ACP

butyryl-ACP

Figura 193. Sintesis de Acil-ACP, (Kim, 2008).
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Figura 194. Sintesis de Acil-ACP insaturado por la ruta anaerdbica, (Kim, 2008).

6.4.2 Biosintesis de fosfolipidos

El dihidroxiacetato fosfato (Intermediario de la via EMP) es reducido a glicerol-3-
fosfato, oxidando NADPH:

CH.~DH CHy-0H

ghiorrol-phosphate dehyd rogroase CHOH o
; ti

— -

o I B s B L=
i ] ;
{3H 1 Ol
SADIPH & H AL

dibryErnxyacelone plickpaa be ghveerol3phomphare
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El glicerol-3-fosfato aciltransferasasintetiza acido fosfatiidico, precursores para la
sintesis de fosfolipidos y triglicéridos.
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El acido fosfatidico en activado CDP-diacilglicerol
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Figura 195. Biosintesis de fosfolipidos, (Kim, 2008).

6.4.3 Biosintesis de isoprenoides

Varios isoprenoides son encontrados en células microbianas (Figura 196).

Incluyendo

residuos de alcohol

de Archeas,

fosfolipidos de membrana

citopasmaticos, quinones y carotenoide. Ellos son sintetizados a través de Isopentil

pirofosfato (IPP). Se conocen 2 vias para producir Isopentil pirofosfato: la via del

mevalonato y la via independiente de mevalonato.
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Figura 196. Sintesis de Isopentil pirofosfato (IPP), precursor de isoprenoides a través

de la via mevalonato o a través de la via independiente de mevalonato, (Kim, 2008).
6.5 Formacién de tetrapirroles y grupo hemo.
Muchas proteinas contienen grupos hemo, incluyendo citocromo y clorofila, el 5-

aminolevuminato es un precursor comun en la sisntesis de tetrapirroles (Figura

Solamente en Alphaproteobacteria se ha encontrado la aminolevuminato sintetasa.
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Figura 197. Via hemo biosintética de ALA a protohemo, (Kim, 2008).



7. INTEGRACION METABOLICA Y ANALISIS DE CULTIVOS

Las células microbianas son un complejo de reacciones anabolicas y catabdlicas con
muchas vias interconectadas. Cada via catabdlica consiste en una serie de
reacciones catalizadas enzimaticamente que convierte un sustrato en productos. La
regulaciéon metabdlica consiste en la organizacion quimica que presentan las vias
metabdlicas, es decir la concentracion de enzimas en las vias y la actividad catalitica
pueden ser reguladas por el mismo flujo de la via, por la concentracién de cofactores

o por la disponibilidad de los sustratos, (Doelle, 2010).

7.1 Regulacién enzimética.

Existen 4 factores responsables de la actividad enzimatica en las vias metabdlicas:
disponibilidad de sustrato, disponibilidad de cofactores, eliminacion de productos e

inhibicién por retroalimentacion (Figura 199).

Disponibilidad del sustrato. Cualquier via metabdlica puede en teoria, ser regulada
simplemente por la disponibilidad del sustrato. La reduccién en la concentracion del
sustrato reducird la actividad de la enzima y disminuird el flujo de la via.

Disponibilidad de. cofactores: La regulacibn es similar a la regulacion por

disponibilidad del sustrato, la diferencia principal es que la sintesis del cofactor esta
determinada por el cédigo genético (Figura 198), (Doelle, 2010).
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Remocion de productos e inhibicion por retroalimentacion: La inhibicion por
retroalimentacion ocurre cuando el producto de una reaccidén enzimética, ya sea al
final o en una bifurcacion de una via determinada, actia como efector alostérico,

inhibiendo temporalmente la actividad de una enzima, en un paso anterior de la via.

7.3 Crecimiento microbiano.

Para que el crecimiento bacteriano tenga lugar es necesario un aporte adecuado de
nutrientes. Todos los microorganismos necesitan carbono, nitrogeno, hidrégeno,
oxigeno, azufre, fosforo y diversos minerales para crecer. Muchos necesitan también
nutrientes especiales. Los microorganismos captan estos nutrientes mediante

diversos mecanismos de transporte a través de la. membrana.

El crecimiento de una poblacién bacteriana esta definido por el aumento de la masa
bacteriana o del niamero de individuos (Cuadro 29). Velocidad de crecimiento.
Cambio en la masa celular o en el-nimero de células experimentado por unidad de

tiempo (Cuadro 30).

Cuadro 29. Esquema del numero de células segun el nUmero de generaciones,
(Madigan, 2015)

Number of Number
gefgrations (n) of cells

Each division adds two new cells

=)

s

® e e e
AN N N N
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Tiempo de generacion (g). Tiempo requerido para que la poblacién se duplique.
Durante cada generacion se duplican la masa y el nimero de células. Es un

parametro variable para los diferentes microorganismos

Cuadro 30. Tiempo de generacion celular, (Madigan, 2015).

Total number
of cells

o
(%))

(6}

16

32

64

128
2586.(25)
512 (2%
1,024/(219
2,048 (21)
4,006 (29

o

(5]

AN HEH WWNN = -0
1] o t '

1,048,576 (2'9)

Si el tiempo de generacion es constante, el numero de células de la poblacién
bacteriana se duplica en un periodo fijo. Se conoce como crecimiento balanceado,

crecimiento logaritmico o crecimiento exponencial (Figura 200).
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Figura 200. Crecimiento celular logaritmico, (Madigan, 2015).

En una poblacion de bacterias que se encuentre en crecimiento equilibrado (medio
adecuado, parametros nutricionales y ambientales constantes) todos los

constituyentes aumentan de manera proporcional en la unidad de tiempo.

\Velocidad de aumento de células = ® N° 0 masa de células

(t: velocidad especifica de crecimiento

Considerando el nimero de células N
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7.4 Sistemas de cultivo de crecimiento.

Existen 2 sistemas de crecimiento de cultivos, estos pueden ser cerrados o
continuos. En un laboratorio lo mas comun es un sistema de cultivo cerrado (Figura
201). EL volumen del medio de cultivo es fijo, no hay aporte de nuevos nutrientes ni
forma de eliminar los desechos. Tiene una curva de crecimiento tipica cerrado (Figura
201).

Crecimiento
& expensas
de Lactoss

4
.
. Crecimiemtoa .~
expensas de,
Glucoa{

Fase
estacionaria

Dansidad celular

* Tiempb (h)

CURVA DE CRECIMIENTO

Growth phases

I_Lag_lExporxentiall— Stationary =

Turbidity:
{optical density)

T Viable count

Log, vi:;hle
organisms/mi
Optical density (OD]

a = weloc, especifica de muerts

dN=a.N
dt

Figura 202. Curva tipica de crecimiento en un sistema cerrado, (Madigan, 2015).
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En un sistema de cultivo continuo (Figura 203), El medio se renueva y su composicion
no cambia a lo largo del tiempo, lo que permite mantener el crecimiento de la

poblacién de forma indefinida (una vez alcanzado el estado de equilibrio).

LR L [ — z _» Flowe-rate
Hfrorn reservoir = paputator

Glerila ar or —

iother gas B
T ]

headspace

T GUtrE

wesssal

Effflent dontaining
o microhial cells —

Figura 203. Sistema de cultivo continto, (Madigan, 2015).

7.5 Factores ambientales.

El crecimiento de los microorganismos esta influenciado por los factores ambientales,
los cuales determinan la distribucion de los microorganismos en la naturaleza y a su
vez permiten controlar sus actividades Los principales factores que afectan al
crecimiento bacteriano son: Temperatura (Figura 204 y 205), pH (Figura 206, cuadro
31), Disponibilidad de agua (Cuadro 32) y presion osmatica (Figura 208) y Oxigeno;
otros factores pueden ser: presion hidrostéatica y radiaciones, (Lehninger, 2005).
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Figura 204. Efecto de la temperatura en el crecimiento celular. La temperatura
minima es la temperatura mas baja por la cual ya no hay crecimiento. Por el contrario,
la temperatura maxima es la mayor temperatura a la cual ya no hay crecimiento, y la

temperatura optima es la ideal para mayor crecimiento, (Lehninger, 2005).
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Figura 205. Clases de microorganismos en relaciéon a la temperatura Optima,
(Lehninger, 2005).
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Figura 206. El pH en el crecimiento microbiano. Ejemplos de diversos ambientes con

variacion en el pH y los microorganismos que pueden crecer en ellos, (Lehninger,

2005).
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Cuadro 31. Relacion entre los microorganismos y el pH, (Lehninger, 2005).

Table 5.2 Relationships of microorganisms to pH

Appoximate
Physiological class pH optimum
(optima range) for growth Example organism®

Neutrophile (pH >55
Escherichia coll

Acidophile {(pH <5.5) & Rhodopila glabiformis
Acidithiobacillus ferrooxidans
Picrophilus oshimae

Alkaliphile {pH =8) Chloroflexus auranliacus
Bacillus firmus
Natronabacierium gregoryi

* Ficrophilus and Natronobactenum are Archaea; all others are Bactena

El agua libre se mide por la actividad de agua aw cuyos valores oscilan entre Oy 1.

aw = Ps/Pw

Ps = presion parcial de vapor de agua en la
solucidn problema
Pw = prasion parcial de vapor de agua destilada )

Aw puede disminuir por interacciones con moléculas de soluto (efecto osmotico). El
agua difunde de regiones de alta concentracion de agua a las de baja concentracion.

Hay ambientes hipertonicos (aw baja) o hipoténicos (aw alta), (Lehninger, 2005).

Cuadro 32. Actividad del agua para diferentes sustancias, (Lehninger, 2005).

Table 5.3 Warer activity of several substances

Watar activity
(@) Material Example organmisms®

1.000 Furg wanar Calranacior Spinpum
0gas Human biood Erapioconcys, Eschenciva
DgBm Soawamar Fraudomonas, Wbno
0950 Bread MOET Qram-posive rods

0800 Magia syrup, nam Gram-posithe cocol such
&5 StEphylococous

D850 Salam Sacoiammysas wuw

0800 Frut cake, jams

0 Th0 Sak lakes, =alted fish Haiphacedum, Haoocous
0700 Cereals, candy, dried fruit  Xeromyoes Bisponus and
other xerophilic fungl

“Selacied miamples of prokanyoios o fungi capsble of growth in cukuna media adjunted
1o e stated waler aciity
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A menor valor de aw mas dificultad tienen las bacterias para sobrevivir.

Cells Lacking
Cell Wall

Figura 207. Efecto de soluciones (Isotonica, Hipotdnica e Hipertdnica) sobre la pared

celular de las bacterias, (Lehninger, 2005).

Halophile Il

Exampie: Bebodas cacks aud

Aliivibrio fischeri Example:
Halobacterium
safinarum

|

D pi{als

Example:
Escherichia

cor A

10
NaCi (%)

Figura 208. Efectos de la presiébn osmotica y la disponibilidad del agua en los

microorganismos, (Lehninger, 2005).
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-Aerobios: requieren oxigeno para vivir. Pueden ser aerobios estrictos o
microaerofilos.

-Anaerobios: no requieren oxigeno para vivir. Existen anaerobios estrictos o
anaerobios aerotolerantes.

-Microrganismos facultativos: pueden vivir con o sin oxigeno.

El oxigeno es un potente oxidante y es el mejor aceptor de electrones para la
respiracion (Cuadro 33), pero puede ser letal para las bacterias y a que durante el
proceso de reduccién hasta agua se generan formas toxicas (radical superéxido y
peroxido de hidrogeno). Las flavoproteinas, quinonas y hierro-sulfoproteinas, pueden
también catalizar la reduccién de oxigeno a superéxido, aungue no haya respiracion
aerobica. Estos productos oxidan los compuestos organicos celulares, incluyendo las

macromoléculas, (Lehninger, 2005).

Reactants Products

O, +e =05 (superoxide)
O, +e + 2H'= H,0, (hydrogen peroxide)
H,O, + € + H = H,O + OH* (hydroxyl radical)

OH* +e7 + H" == H,0 (water)

Outcome:
O, + 4 + 4H*—= 2H,0

Cuadro 33. Efecto del oxigeno sobre el crecimiento bacteriano, (Lehninger, 2005).

Group Relationship fa Oy Type af metabalism Exampie® Habitat®

Barcbes

Oioligate Renuired Aarchi respiraton Micmcoccus tneas (B Skin_dust

Facuitative Mot required, but growin Fation, anacrobic Eschengiva col (8] Mammailan |arge inesuna
Dettar wilh 0o feEniraton, fermentaron

Microseophiiic Required bt &t leve's Iower fenbic respration Spinfiam walltans (5) Lake water
1han atmosphenc

Anasrnbes

Meroacierant Mot required, and growth ng Fermeantaton Sireptocoeccuspyogenss (B) Upper respiratory trae
benar when O presenl

Harrmiful ar kethal Fermertaton or anasmobic Methanobacicium formicicun (A Sewage skidge, anoxic lake
sad

ments

resairaton
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8. APLICACIONES ADICIONALES DEL METABOLISMO MICROBIANO

8.1 Metagendmica y biotecnologia.

La definicion esencial de la metagendmica es el anélisis de ADN genomico a partir
de toda una comunidad (Figura 209), lo que difiere de la genémica, que es el analisis
de ADN gendmico de un organismo o célula individual (Figura 210). En el sentido
estricto, meta proviene del griego “mas alla”, de ahi que el término significa

literalmente “mas alla del estudio del genoma” (Gilbert, 2011).

Comunidad
Microbiana (P A

Extraccion del
ADN total

*Bisqueda de genes

Unicos

*Estudios de todos los Andlisis Funcional

genes de la comunidad
Andlisis de Secuencia *Uso de los estudios

metagenomicos como

identificar genes herramientas para responder a
comunes dentro de la preguntas ecoldgicas o evolutivas
comunidad
“identificar genomas
favorecidos por las
condiciones
ambientales

Figura 209. Aplicaciones de la metagendmica, (Gilbert, 2011).

Busca satisfacer las demandas biotecnologicas industriales mediante la aplicacion

de nuevas enzimas y biomoléculas de interés (Wilson, 2013) (Cuadro 34).

204



Vesiectioner T
envirormentall
samplo

"
- R LT

Bptlonslonrlchment:

oftarget organisms:

Constructionof a High<throughput
metagenomec library sequenceng

B

N

e ?
_—

/Hmruolog)bbuod Assombly, annaotation,
scraening binning of sequencing
(ECR screaring) reads

unctionalbased
screening
;s soorEnein

& N\

- B — ™ e 4

Wenuficateon of novel Kentification of

Mocatalysts or small biosynthetic genes and
molecules pathways
8

6

L

Heterologous expression of
pathways or biocatalysts

Figura 210. Flujo de trabajo general de estudio metagendémico, (Wilson, 2013).
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Cuadro 34. Trabajos relevantes sobre actividades bioldégicas encontradas en
bibliotecas metagenémicas de suelos, (Herndndez-Leo6n, 2010).

da=s en i
| Table 1. bz

o aras

Diescripeidn del

suelo

Tipo de vector!
Huésped

Acrividad bioldg-

ca erconirada

Referencia

Suelo de Madi-
son, Wisconsin

pBeloBACIL/
E. coli

:|..i.|1.1:-.'.11 Ami-
lasa, AT asa,

Hemolitica

Rondon ef al:,
00

Sueln de Mladi-
som, Wisconsin

p BelaBACIL/
E. cali

Antbacreriana de
:1|'|'|]:l|:|l.:- CEpeCirg

Crillespie ce
ab 20012

Sueln de bosgue

L. coli

Celulaza

VWing et al

2005

Suela Antibacreriang

pIWC1/

R medaliidraim

Cruigetal,
2008

MNurvod meeabo-
litos

Sueclo Streptonmpces

e dlapars

1|-I|rldl.l.l_'| etal,,
2000
Brady eral,
2000

Suelo Cosmido/ £, i | Antimicrobiana

Leeeral.,

2004

Sueln |JE|'IiFﬂS-5.-'

E. coli

Lip-.:-“Ti-:.:J

La metagendmica ha transformado la forma en que los microbi6logos enfrentan
muchos problemas de la actualidad. Con el desarrollo de analisis funcionales se ha
logrado identificar nuevas enzimas (Figura 211), antibiéticos y otras moléculas de
interés en las bibliotecas de diversos ambientes, facilitando un mayor alcance en el
descubrimiento de nuevos genes, los cuales nos brindan una idea sobre la estructura
en las comunidades microbianas y su funcién. El potencial de aplicacién para la
metagenomica en la biotecnologia parece no tener fin. Estudios desarrollados desde
su aparicion han permitido encontrar respuesta para muchos problemas en diversas
areas, como en medicina, agricultura, la industria, biorremediacién o los
biocombustibles (Lorenz, 2005). Es precisamente en el area de la biotecnologia
ambiental, donde estudios en metagenomica han logrado multiples aplicaciones y

avances en disciplinas como la biorremediacion y los biocombustibles.
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Prmary screoning

Enzyme Shrary -
precharacterized
candiidate set

i I_—! )
g Secorviary
SCeening

Erayme
candidates

. ST U aprdicason

Plot-scale
process

Figura 211. Enzimas industriales obtenidas del metagenoma, para aplicaciones y

procesos industriales (Lorenz, 2005).

8.2 Ecofisiologia microbiana.
El objetivo principal de la ecofisiologia microbiana es entender la estructura y la
funciébn de una comunidad microbiana a detalle y las interacciones entre los

microorganismos y su entorno en diversos nichos ambientales. La metagenémica
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representa un concepto estratégico que incluye investigaciones en tres grandes
niveles interconectados (procesamiento de la muestra, la secuenciacion del ADN y
el analisis funcional), con un objetivo final de obtener una vision integral del
funcionamiento de las comunidades microbianas en todos los ecosistemas (Figura
212), que nos permitan responder a las preguntas: ¢Quién esta alli? y ¢ Qué estan

haciendo?

I) Muestras de suelo

11} Exrraccién del
ADN meragenémico

\

11} .‘\mpliﬁcuni(m por PCR del
ADNr 168 de procariotes

Y

) Restriccion del ADN

metagendmico

y ADNr I8S cucariotes \1/

Clonacién en vectores
de expresion y transforma-
cidn en E.coli (Biblioteca)

Restriccion (i.e. ARDRA)

y/o secuenciaciin

L R

filogenérice —— \L

Secuenciacion al
azar de clonas

1V) Biisqueda de clonas
que sinteticen metabolitos

de interés

Figura 212. Diagrama de flujo del analisis del metagenoma de una muestra de suelo

en laboratorio, (Hernandez-Leon, 2010).

La metagendmica tiene una amplia incidencia en estudios ecoldgicos de regiones
poco comunes (Figura 232). Un ejemplo es el estudio de diversidad microbiana
realizado en Cuatro Ciénegas, Coahuila, México (CC). CC es un conjunto de 300

pozas de agua salada en el desierto de Chihuahua, muchas de ellas termales (30-
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40°C) y algunas ricas en sales, pero pobres en nutrientes (oligotréfico) con
condiciones ambientales semejantes a la tierra primitiva. Mediante el uso de
metagendmica se descubrié que la diversidad acuatica comparable con la localizada
en comunidades rizosféricas, las cuales son de las mas diversas del planeta. Se
destacan las comunidades formadoras de estromatolitos (cianobacterias), son la
base de la cadena trofica (Peimbert, 2012).

b) Extraccion de ADN
metagenomico

&) Muestra ambiental

T l_'l—' £

) Escrutinio funcional

oY
b
Digeston de ADN

£

{ Pramido
Téuwido
| Casmide
<
] vac
Fagos
| o

Clonacion en un vector
2
O | O f & coh
B Stragtomycer

Fs0ucomongs
\

Transformacion heterdloga

Libreria metagenomica

Escrutivis de activicad

Fig. 1. Estrategias para ¢l estudio metagendmico de muestras ambientales.

Figura 213. Estrategias para el estudio metagendmico de muestras ambientales.

(Cortes-Lopez, 2014).
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8.3 Organismos no cultivables.

Los métodos clasicos de cultivo sélo permiten recuperar entre el 0.1 y el 10% de los
microorganismos ambientales (microorganismos cultivables). Lo anterior se debe a
gue se desconocen los requerimientos nutricionales necesarios de todos ellos, las
condiciones fisicoquimicas precisas de su ambiente natural y la informacion sobre
las relaciones simbioticas, comensales 0 parasitarias que se mantienen en una
comunidad microbiana. Debido a esta problematica, se han buscado metodologias
alternativas para determinar la diversidad de una poblacién que no dependan del
cultivo de microorganismos sino del estudio y analisis de su informacion genética. Un
meétodo pionero fue el andlisis del gen 16S mediante el uso de la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) y de técnicas electroforéticas como DGGE (Electroforesis
en Gel con Gradiente de Desnaturalizacion), ARDRA (Analisis de Restriccion de ADN
Ribosomal Amplificado), RFLP (Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de

Restriccidn), RADP (Amplificacién Aleatoria de ADN Polimaorfico), entre otras.

La principal tarea de la metagendmica basado en la secuenciacion es reconstruir el
metabolismo de los organismos que componen la comunidad y predecir sus roles
funcionales en el ecosistema (Figura 214), mediante las llamadas etiquetas de genes
ambientales, es decir, fragmentos de genes que codifican dominios conservados o

motivos de familias de proteinas, (Handelsman, 2014).

8.4 Sistema de metagendmica y seleccion

La metagendmica se emplea como medio sisteméatico para investigar, clasificar y
manipular todo el material genético aislado a partir de muestras ambientales. Este es
un proceso de multiples etapas, del cual depende la eficacia de cinco principales
pasos. El procedimiento (Figura 215) consiste en: (1) la seleccién de un nicho
ambiental, (2) el aislamiento del material genético directamente de la muestra

ambiental, (3) la manipulacion del material genético, (4) la construccion de una
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libreria, y (5) el andlisis del material genético en la libreria creada para el

metagenoma (Wilson, 2013).

Figura 3.1 Flujo de trabajo para los analisis metagenomicos; a) secuenciacion de alto rendimiento; b)
secuenciacion tipo shotgun

Muestia
ambiental del 'n;.m-?l(;: Alineamiento de secuencias con
Extracatn et Ay Fitrada: baja calkdad, secuendias bases de dalos
dol DNA ,:.\:.ucncncm cortas, primers
N pee | T
) R paw g LD N
o o e L e 11
S el —
=% .
e
Asigancon axondmica;
COMPAracian con genes
marcadoros.
Diversidad y Sicgenia
Agrupanyento de
Ias 5ecuencias en
orus

b) Secuenciacidn tipo Shotgun

Muesia
amental Comparacidn de Patfil fursions de Genes, nutas
Secuentactn Genomas y proleina 15 poblacian funcionales y
el DNA total de “"m"‘ "'1"5 frecusnaia
b = = ,-'/ [CCHTH
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4 : EEETT

100 R Gy, 3, H

Figura 215. Flujo de trabajo para los analisis metagenémicos; a) secuenciacion de

alto rendimiento; b) secuenciacion tipo shotgun, (Cortes-Lopez, 2014).

Estos estudios buscan principalmente caracterizar la estructura taxonémica de una
comunidad microbiana, ya sea mediante el empleo de un gen marcador, como lo es
el 16S ARNr o mediante el uso de la secuenciacion aleatoria. La secuenciacion
aleatoria para un metagenoma puede ser dividida en dos grupos técnicamente
distintos (Cuadro 35). Por un lado, la metodologia basada en la clonacién utilizando
vectores, tales como fésmidos, cosmidos y los cromosomas bacterianos artificiales,
adecuados para la clonacion de insertos de gran tamafo (10-100 Kpb), o el uso de
vectores plasmidicos para insertos pequefios (< 5 Kpb), la secuenciacién directa
basada en las tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion, las cuales

renuncian a las estrategias tradicionales de clonacion para el aislamiento del ADN,
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basandose en cambio, en la fragmentacion y captura de ADN a través de diversas
estrategias de ligacion (Gilbert, 2011).

Cuadro 35. Comparacioén de métodos de secuenciacion, (Hernandez-Leon, 2010).

Tabla 1. Comparacion de los métodos de secuencracion de siguiente generacin y sus caracteristicas
{Masoudi-Nejad eral., 2013)
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Roche 434 i FLXH il ] 0.7 12 13h ki MR Ll likan
Miksniiin HiS o200 iHi 3 11 i Alsd pendimieme Elisvitadie sriinet i
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8.5 Principios de ingenieria metabolica

El principal objetivo de la.ingenieria metabdlica es el control del flujo metabdlico, éste
se define como la tasa a la que el material se convierte via reacciones y rutas
metabdlicas. Para ello debemos comprender los factores que influyen en el flujo y
conocer el metabolismo microbiano, para poder alterar el genotipo de la célula en la
esperanza de lograr el fenotipo deseado. Algunos de los objetivos que se pretenden

alcanzar al modificar un genotipo son:

1. Aumentar la produccion de metabolitos demasiado caros de obtener por

sintesis quimica o para introducir una nueva capacidad.

2. Organismos con nuevas capacidades catabdlicas, de gran interés en

aplicaciones ambientales o en microorganismos industriales que puedan
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crecer usando sustratos diferentes y mas baratos para la obtencion de

vitaminas, aminoacidos, antibiéticos, etc.

3. Propiedades celulares que sean beneficiosas en el proceso industrial:
evitacion de productos téxicos como el acetato y desvio hacia productos
menos toxicos (etanol, acetolactato). Escherichia colicon compuestos
portadores de oxigeno, lo que le permite mejorar en condiciones de limitacion

de oxigeno.

La ingenieria metabdlica busca el mejoramiento de la actividad celular mediante la
manipulacion del metabolismo, utilizando la tecnologia del ADN recombinante
(Bailey, 1991).

8.5.1 Ejemplos de aplicacion de la ingenieria metabdlica

Figura 216. Estrategias para aumentar la acumulacion de carbono en un producto
determinado. El sustrato S da lugar al intermediario | que es comun para la sintesis
de Pay Ps. Ps esta sujeto, ademas, a otra modificacion para formar Pc. Existen tres

posibilidades para incrementar la formacion de Ps: 1) aumentar el flujo de S en toda
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la via, 2) bloguear el paso que conduce a la formacion de Pa, y 3) bloquear el paso

que lleva a la formacioén de Pc, (Vazquez, 2004).

La forma mas evidente para incrementar el nivel de actividad de una enzima es
aumentar varias veces la cantidad de la misma, para que ocurra una catalisis
continua. No obstante, algunos factores que deben conocerse antes de iniciar esta
empresa incluyen la arquitectura de la ruta metabdlica, el tipo de regulacion que
opera sobre las enzimas que participan, y su distribucion en el interior de la célula 'y

a traves de los diferentes tejidos de la planta.

i
i
v

Latequienas

Leucopelargonidina

Figura 217. Un mismo intermediario (dihidrokaempferol) puede dar lugar a dos tipos
de productos diferentes: antocianinas, via leucopelargonidina, o catequienas, via
dihidroquercetina, dependiendo de la eficiencia de las enzimas que lo utilizan: DHR,

dihidrokaempferol 4-reductasa; F3H, flavonol 3’-hidroxilasa, (Vazquez, 2004).
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Astaxantina

Figura 217. La sintesis de flavonoides es un ejemplo del éxito de la ingenieria

metabdlica, dado el profundo conocimiento que se tiene de esta via, (Vazquez,

2004).
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Los carotenoides son compuestos derivados del pirofosfato de isopentenilo que se
producen en los plasticos. Dan color a los frutos y funcionan como pigmentos
auxiliares en la fotosintesis. Sus rutas de sintesis se conocen ampliamente, y por ello

se encuentran entre los blancos de la ingenieria metabdlica (Figura 218-220).

scopolamina

Figura 219. Transformacion de la hiosciamina en escopolamina, (Vazquez, 2004).
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Fenilalanmina

b reacaopes

\

Figura 220. Sintesis de acido Salicilico a partir de fenilalanina, requiere de 6
reacciones en plantas mientras que en bacterias solo 2, (Vazquez, 2004).

9. HERRAMIENTAS VIRTUALES

Las tecnologias de la informacion sin duda alguna han revolucionado la forma de
ensefar y aprender. En medio de una crisis sanitaria como la que el mundo atraviesa
por la pandemia generada por el COVID-19, usar las herramientas digitales para la
enseflanza se convirti6 en una necesidad apremiante. Estas herramientas son
diversas, en las mas innovadoras tenemos los laboratorios virtuales, que permiten
recrear las practicas de laboratorio a través de experiencias en realidad virtual,
también existen los videos educativos a través de plataformas como YouTube, dando
la oportunidad a presenciar virtualmente Congresos de todo el mundo en tiempo real.

Con el uso de los dispositivos inteligentes el desarrollo de las Apps (Aplicaciones)
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para la ciencia también ha tenido auge. Y los cursos en linea a través de plataformas
especializadas son cada vez mas frecuentes. A continuacién, se recomiendan las
siguientes herramientas virtuales para complementar el aprendizaje sea éste

presencial o virtual.

9.1 Laboratorios Virtuales

PhET ofrece simulaciones divertidas, gratuitas e interactivas -de ciencias y
matematicas que se basan en la investigacion (Figura 221). Las simulaciones
funcionan con Java, Flash o HTML5 y se pueden ejecutar en linea o descargar en un
computador. Todas las simulaciones tienen cédigo abierto.

URL: https://phet.colorado.edu/

& pheteolorado.edu/es/simulstion/gene-expression-gasentials

ciones. M Gmail B Activites for Learne..  EY Introduttions | Bild

]

Expresion génica - Fundamentos

T —— o
INFORMACION ; x -
NEQRMACIN ¢ Simulacion Crigingl
PARA PROFESORES <=. |y Tradicciongs
TRADUCCIONES
REQUISITOS DEL SOFTWARE
CREDITOS

Figura 221. Laboratorio virtual de Expresién génica de PhET. Es un ejemplo de

simulador o laboratorio virtual.URL: https://phet.colorado.edu/es/simulation/gene-

expression-essentials
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Biovlab provee acceso remoto a varios laboratorios de diferentes ciencias e
ingenierias incluyendo de biotecnologia, ademas contiene recursos como video
lecturas animaciones y autoevaluaciones (Figura 222-224). Para acceder basta con
ingresar a la siguiente liga:

URL: https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering

C & vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering M a % e = ﬁ :

Aplicaciones ™ Gmail g Activities for Learne.. B Introductions | 1.1.. Ctros maftadores Lista de lectura

3 Jun, 2021 | 02:28:10 PM Visitors G803026

"‘:ﬂ_‘ Virtual | An initiative of
. | 315 | Ministry of Education
o W Gt f e e Under the National Mission on Education
through ICT

HOME ABOUTUS NEWSLETTER NEWV LAB DEVELOPMENT BECOME NODAL CENTER OUTREACH PORTAL

FARTICIPATING INSTITUTES CONTACT US

Biotechnology and Biomedical Engineering

Horme » Broad Arsas of Vinual Labs

Labs ready for use (i}

i i i £ T
Bioreactor Modeling and Simulation Lab T DELHI r e o b B
Syliabus Mapping w

* Please click here to
dovmioad Virtual Box: g

AMRITA VISHWA
VIDYAPEETHAM

AMRITA VISHWA
VIDYAPEETHAM

AMRITA VISHWA
VIDYAPEETHAM

Systems Biology Virtual Lab AMRITA VISHWA
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Figura 222. Virtual Labs. Es una plataforma que compila diferentes laboratorios

virtuales especializados. URL:https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-

biomedical-engineering

219


https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering
https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering
https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering

- C & vlab.amrita.edufindexphp?sub=3&brch=648sim=10908cnt=3730 w B

:': Aplicaciones M4 Gmail N Activities for Learne.. [ Introductions | 1.1.. Ctros marcadores i

- VALUE @ Amrita

Virtual Amrita Laboratories Universalizing Education

Home  Project Workshop  Nodal Cenfres »  News & Evenis  Publications Survey =  Contactus  Login

you are here->home-=biotechnology 2nd biomedical engineering-> biochemistry virwal lab i->effect of substrate concentration on enzyme kinetics

Effect of Substrate Concentration on Enzyme Kinetics

Theory | | Procedure | | Self Evaluation Animation Assignment

f 3 Wis
| [ Y] '
Reference \d Feedback MPTEL Video |-

e e _d e

ALSO ON VIRTUAL LAB

|s_Energy minimization of a molt 5 recr

By varying the stimuli and Ultracapacitor To construct & molecule Global Horizontal Irradiance
membrane resistance an Characterization whose energy is minimized (GHI)
action potential can be __. 50 as to attain a stable .

1Comment VirtualLab @ DisqusPrivacy Policy

2 Recommend 24 [# Share |

Figura 223. VALUE @ Amrita. Virtual Amrita Laboratories Univerzalizing Education
es un ejemplo de laboratotios virtual de bioquimica, la imagen muestra pestafas de
cada actividad para la practica de laboratorio “Effect of Substrate Concentration on
Enzyme Kinetics”.

URL “https://vlab.amrita.edu/index.php?sub=3&brch=64&sim=1090&cnt=3730
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Figura 224. Lista de experimentos del laboratorio virtual de Biorreactores, Sakshat
Virtual lavas del " Indian Institute of Technology Delhi.  URL:

http://38.100.110.143/model/index.html

9.2 Canales de YouTube

Microbiology Videos es un canal de animacién que explica de manera clara y

concisa la microbiologia (Figura 225).
WRL: https://www.youtube.com/channel/UCD361ecAEim DYgNzVp8F7w
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Figura 225. Canal Microbiology Videos.

Khan Academy también cuenta con su canal de YouTube.
URL: https://www.youtube.com/watch?v=juM2ROSLWfw&t=2s

9.3 Cursos enlinea

El Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT) a través de su plataforma
MITOPENCOURSEWARE (Figura 226) ofrece multiples cursos de Ingenieria
bioldgica.

URL: https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/
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Figura 226. MITOPENCOURSEWARE. Es la plataforma del MIT (Massachusetts
Institute of Techonology) especializada en cursos de ciencia y tecnologia, por

ejemplo, Ingenieria bioldgica. https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/

OpenWetWare es un sitio Web para promover el intercambio de informacion y
conocimientos entre investigadores y grupos que trabajan en biologia e ingenieria
bioldgica (Figura 227).

URL: https://openwetware.org/wiki/Main_Page
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Programming Tutorial Biology Tutorial

Spring 2006

Instructor: Drew Endy (endy at mit dot edu)

TAs: Laura Sontag (sontag at mit dot edu) and Sakrina Spencer (spencears at mit cot edu)
Lecture: T/R noon-1 (38-158)

Office Hours: M 2-4pm and W 12-1om (§3-328)

Welcome to BE.180, MIT Biological Engineering's programming course! For many of you this will be
the first time learning to program computers. others may already be programming gurus. Regardiass of
your background, upon<completing 5E.180 you'll have learned how to sofva complex biological
engineering prodlems using computationa! approaches. You'll also discover the rudiments of how to
program DNA, the genetic material that runs inside all living organisms. Along the way, you'll be exposed
to powerful ideas that Underlie all of medem enginsering. We hope that you have 3 great experience with

the coursel

Anngungements

<Assignment 5§ has been posted (1. It is due at 5p on May 4.
. Assignment 4 solutions have been posted

120 A
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. Rolling Stone article on Asilomar rDMNA conference
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. Assignment 3 is cancelled; please study the Davices page and prepare for our in class revisw on
Tuesday.Endy 15:53, 18 March 2006 (EST)

130

7. Old Announcements: BE.180:0id Announcements

Figura 227. OpenWetWare ofrece cursos como el de programacién para Ingenieria
Biologica, a través de una plataforma amigable con el usuario.

https://openwetware.org/wiki/Main Page
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Khan Academy es un centro de aprendizaje gratuito que oferta diversos cursos de
ciencias (Figura 228).

URL: https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-

transport/hs-introduction-to-metabolism/v/introduction-to-metabolism-anabolism-

and-catabolism

(&) & khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-transport/hs-introduction-... @ g » 0 :

i1 Aplicaciones M Gmai :-: Activities for Learne... B Introductions | 1.1.. » Otros marcadorés Lista deiecturai
&2 Khan Academy Donate  Login  Signup

n|
Copy link

Intra to.
met lism

% Khan Academy

Introduction to metabolism: Anabolism
and catabolism
AP.BIO: ENE-1 {EU). ENE-1.H (LO), ENE-1.H.1 (EK). ENE-1.H.3 (EK)

About Transcript

Overview of metabolism, anabolism, and catabolism.

E Google Classroom K Facebook ¥ Twitter B4 Email

Figura 228. Curso de Introduccién al metabolismo por Khan Academy.

9.4 Apps

Los teléfonos inteligentes también facilitan el aprendizaje a través de las
herramientas denominadas Aplicaciones o APPS (Figura 229), disponibles para

todos los dispositivos moviles.
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Figura 229. Aplicaciones para dispositivos moviles que apoyaran el aprendizaje.
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9.5 Bibliotecas digitales

NCBI (National Center for Biotechnology Information), el Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica es parte de la Biblioteca Nacional de Medicina de
Estados Unidos, y es una importante fuente de informacion de biologia molecular.

URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Mendeley es una aplicacion web y de escritorio, gratuita. Permite gestionar y
compartir referencias bibliograficas y documentos de investigacién, encontrar
nuevas referencias y documentos y colaborar en linea (Figura 230).

URL: https://www.mendeley.com/search/

a & » § :
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Hemandez | Lira D, P.. Germinatlon experment of semi-
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Josa J. Mexico M, Oiv 2 Metagenomica: una vent

La metagendmica y bioinformati

Susana Gentl de Raim Matagendmica: mas alld dal gen

Figura 230. Mendeley una biblioteca web personalizada.
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9.6 Software especializado

GEMDOCK es un programa para calcular la conformaciéon y orientacion de un
ligando en relacion con el sitio activo de la proteina diana.
URL.: http://gemdock.life.nctu.edu.tw/dock/

3D-BLAST es un método muy rapido y preciso para descubrir las proteinas
homologas y las clasificaciones evolutivas de una estructura de proteina recién
determinada. ElI 3D-BLAST tiene las ventajas de la herramienta BLAST para
escanear rapidamente la estructura de la base de datos de proteinas.

URL: http: // 3d- blast.life.nctu.edu.tw/

Interaccién proteina-proteina
Ingrese un par de proteinas que interactian como una consulta para buscar sus
interacciones homélogas en multiples especies.

URL: http://140.113.15.76/ppisearch/

228


http://gemdock.life.nctu.edu.tw/dock/
http://3d-blast.life.nctu.edu.tw/
http://140.113.15.76/ppisearch/

10.BIBLIOGRAFIA

Alberts BM, Labov JB, The future of biotechnology depends on quality science
education. Electronic J. Biotechnology, 2003.

Aldor 1S, Keasling JD. Process design for microbial plastic factories: metabolic
engineering of polyhydroxyalkanoates. Current opinion in biotechnology,
2003;14(5):475-483.

Bailey JE. Toward a science of metabolic engineering. Science. 1991-1675.
Borodina I, Kildegaard KR, Jensen NB, Blicher TH, Maury J, Sherstyk S, Oberg F.
Establishing a synthetic pathway for high-level production of 3-hydroxypropionic acid
in Saccharomyces cerevisiae via B-alanine. Metabolic.engineering, 2015;27:57-64.
Bouguettoucha A, Balannec B, Nacef S, Amrane-A. A generalised unstructured
model for batch cultures of Lactobacillus helveticus. Enzyme and Microbial
Technology, 2007;41(3):377-382.

Brakhage AA. Molecular regulation of B-lactam biosynthesis in filamentous fungi.
Microbiology and Molecular Biology Reviews, 1998;62(3):547-585.

Capello R, Donovarros C, Giono S. La diversidad microbiana en México. CONABIO.
Biodiversitas, 2000;32:6-10.

Cortes-Lopez N, Montor-Antonio J, Olvera-Carranza C, et. Al. MetagenOmica: una
ventana de oportunidad a nuevos genes y genomas microbianos. Revista
Iberoamericana de ciencias, 2014;1(7):45-58.

Corzo V. Metabolismo y nutricion Bacteriana, Microbiologia. 2014

Dawes EA. Microbial energetics. Glasgow:Blackie; New York: Distributed in the USA
by Chapman and Hall, 1986.

Doelle HW. DaSilva EJ, Biotechnology: Encyclopedia of Life Support Systems
(EOLSS). UNESCO, 2010.

Du J, Shao Z, Zhao H. Engineering microbial factories for synthesis of value-added
products. Journal of industrial microbiology & biotechnology, 2011;38(8):873-890.
Faraldo-Gomez JD, Sansom MS. Adquisition of siderophoros in Gram-negative

bacteria. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2004;4:105-116.

229



Fan Z, Wu W, Hildebrand A, Kasuga T, Zhang R, Xiong X. A novel biochemical route
for fuels and chemicals production from cellulosic biomass. PL0oS One,
2012;7(2):€31693.

Gilbert JA, Dupont CL. Microbial metagenomics: beyond the genome. Annual Review
Marine Science. 2011;3:347-71.

Gonzalez GV, Zapiain SA. La ensefianza de la glucolisis orientada a la ingenieria
metabdlica y apoyada con imagenes. Mensaje bioquimico, 2004;28.

Handelsman J. Metagenomics: Application of Genomics toUncultured
Microorganisms. Microbiology and molecular biology reviews. 2004;68(4):669-685.
Hernandez-Ledn R, Velazquez-Sepulveda I, Orozco-Mosqueda MC, Santoyo G.
Metagendmica de suelos: grandes desafios y nuevas oportunidades biotecnolégicas.
Revista internacional de botanica experimental. 2010;79:133-139.

Jeffries TW. Ethanol fermentation on the move. Nature biotechnology,
2005;23(1):40.

Jiménez A, Santos MA, Pompejus M, Revuelta JL. Metabolic engineering of the
purine pathway for riboflavin production in Ashbya gossypii. Applied and
environmental microbiology, 2005;71(10):5743-5751.

Jin Q, Bethke CM. The thermodynamics and kinetics of microbial metabolism.
American Journal of Science, 2007;307(4):643-677. 34

Kawai F. The biochemistry and molecular biology of xenobiotic polymer degradation
by microorganisms. Bioscience, biotechnology, and biochemistry, 2010;74(9):1743-
1759.

Kaye Y, Grundman, Leu S, Zarka A, Zorin B, Didi-Cohen S, Boussiba S. Metabolic
engineering toward enhanced LC-PUFA biosynthesis in Nannochloropsis oceanica:
Overexpression of endogenous A12 desaturase driven by stress-inducible promoter
leads to enhanced deposition of polyunsaturated fatty acids in TAG. Algal research,
2015;11:387-398.

Kenneth WW, Davis RE. Quimica, Edicidon en espafiol. Cengage Learning Editores,
2008.

Kim BH, GADD GM, Bacterial physiology and metabolism. Cambridge University
Press, 1st Edition, 2008.

230



Kulis-Horn RK, Persicke M, Kalinowski J. Histidine biosynthesis, its regulation and
biotechnological application in  Corynebacterium  glutamicum.  Microbial
biotechnology, 2014;7(1):5-25.

Kumar V, Shriram V, Hossain MA, Kishor PK. Engineering proline metabolism for
enhanced plant salt stress tolerance. Managing salinity tolerance in plants: molecular
and genomic perspectives. CRC Press, Taylor & Francis Group, Boca Raton,
2015:353-372.

Lee, SJ, Lee SJ, Lee DW. Design and development of synthetic microbial platform
cells for bioenergy. Frontiers in microbiology, 2013;4:92.

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM. Lehninger principles of biochemistry. Macmillan,
2005.

Liolios K, Mavromantis K, Tavernarakis N. The Genomes On Line Database (GOLD)
in 2007: status of genomic and metagenomic projects and their associated metadata.
Nucleotic acids Research, 2008;36:475-479.

Lorenz P, Eck J.. Metagenomics and industrial applications. Nature Revies
Microbiology, 2005;3:510-516

Ma Q, Zhang Q, Xu Q, Zhang C, Li Y, Fan X, Chen N. Systems metabolic engineering
strategies for the production of amino acids. Synthetic and systems biotechnology,
2017;2(2):87-96.

Madigan MT, Martinko JM, Bender KS, Buckley DH, Stahl DA, Brock T. Brock Biology
of microorganisms. 14° edicion. Nueva York: Pearson, 2015.

Margulis L, Chapman M, Kingdoms and Domains. 4th Edition, Academic Press,
20009.

Moat AL, Foster JW, Spector MP. Microbial Physiology. Fourth edition, Wiley-Liss,
2002.

Panichkin VB, Livshits VA, Biryukova IV, Mashko SV. Metabolic engineering of
Escherichia coli for L-tryptophan production. Applied Biochemistry and Microbiology,
2016;52(9):783-809.

Patil KR, Rocha I, Forster J, Nielsen J. Evolutionary programming as a platform for

in silico metabolic engineering. BMC bioinformatics, 2005;6(1):308. 35

231



Peimbert M, Alcaraz LD, Olmedo AG, Garcia OF, Segovia L, et al. “Comparative
metagenomics of two microbial mats at Cuatro Ciénegas basin |: ancient lessons on
how to cope with an environment under severe nutrient stress”. Astrobiology,
2012;12:648-658.

Peterhansel C, Niessen M, Kebeish RM. Metabolic engineering towards. the
enhancement of  photosynthesis. Photochemistry and  Photobiology,
2008;84(6):1317-1323.

Poolman B. Precursor/product antiport in bacteria. Molecular Microbiology,
1990;4:1629-1636.

Pohlmann A, Fricke W, Reinecke, F. et al. Genome sequence of the bioplastic-
producing  “Knallgas” bacterium Ralstonia  eutropha H16. Nat  Biotechnol.
2006;.24:1257-1262. https://doi.org/10.1038/nbt1244

Prescott LM, Harley JP, Klein DA. Microbiologia. 52 edicién. Madrid: McGraw-Hill
Interamericana de Espafia, 2002.

Rodicio MR, Mendoza MC. ldentificacion bacteriana mediante secuenciacion del
ARNr 16S: fundamento, metodologia -y aplicaciones en microbiologia clinica.
Enfermedades infecciosas y microbiologia clinica, 2004;22:238-245.

Sauer U, Eikmanns BJ. The PEP-pyruvate-oxaloacetate node as the switch point for
carbon flux distribution in-bacteria. FEMS microbiology reviews, 2005;29(4):765-794.
Stanbury PF, Whitaker ‘A, Hall SJ. Principles of fermentation technology.Third
edition, Elsevier, 2016.

Stephanopoulos G. Metabolic engineering. Biotechnology and Bioengineering.
1988;58(2-3):119-120.

Stephanopoulos G. Metabolic fluxes and metabolic engineering. Metabolic
engineering, 1999;1(1):1-11.

Tang JKH, You L, Blankenship RE, Tang YJ. Recent advances in mapping
environmental microbial metabolisms through 13C isotopic fingerprints. Journal of
The Royal Society Interface, 2012.

Tortora GJ, Funke BR, Case CL. Microbiology: an introduction. 112 edicion. Nueva
York: Pearson, 2013.

232



Turner P, Mamo G, Karlsson EN. Potential and utilization of thermophiles and
thermostable enzymes in biorefining. Microbial cell factories, 2007;6(1):9.

Tyagi N, Saini D, Guleria R, Mukherjee KJ. Designing an Escherichia coli Strain for
Phenylalanine Overproduction by Metabolic Engineering. Molecular biotechnology,
2017;59(4-5):168-178.

Vazquez FA, Miranda ML. Ingenieria metabolica: controlando la quimica vegetal.
Ciencia, 2004;55: 76-86.

Vuoristo KS, Mars AE, Sanders JP, Eggink G, Weusthuis RA. Metabalic engineering
of TCA cycle for production of chemicals. Trends in biotechnology, 2016;34(3):191-
197.

Wiechert, W. Modeling and simulation: tools for metabolic engineering. Journal of
biotechnology, 94(1):37-63. 2002.

Wiley JM, Sherwood LM, Woolverton CJ. Microbiologia de Prescott, Harley y
Klein. 72 edicién. Madrid: McGraw-Hill Interamericana de Espafia, 2008.

Wilson MC, Piel J. Metagenomic approaches for exploi uncultivated bacteria as
a resource for novel biosynthetic. enzymology. Chemestry & Biology.
2013;20:636-647.

Whitaker RH, New Concepts of Kingdoms of Organisms. Science,
1969;163:150-160.

White D. Physiology and biochemistry of procariotes. 3rd Edition, Oxford University
Press, 2007.

Woese CR, Fox GE. Phylogenetic structure of the prokaryotic domain: The
primary” kingdoms. Proceedings of the National Academy of Sciences, 1977;
74 (11):5088-5090.

10.1 BIBLIOGRAFIA DIGITAL

PhET https://phet.colorado.edu/

https://phet.colorado.edu/es/simulation/gene-expression-essentials

233


https://phet.colorado.edu/
https://phet.colorado.edu/es/simulation/gene-expression-essentials

Biovlab
https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering

https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering
https://vlab.amrita.edu/index.php?sub=3&brch=64&sim=1090&cnt=3730
http://38.100.110.143/model/index.html

Microbiology Videos

https://www.youtube.com/channel/UCD361ecAEim DYgNzVp8F7w

Khan Academy
‘https://www.youtube.com/watch?v=juM2ROSLWfw&t=2s
MITOPENCOURSEWARE

https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/

https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/
OpenWetWare

https://openwetware.org/wiki/Main Page

https://openwetware.org/wiki/Main Page

Khan Academy
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-

transport/hs-introduction-to-metabolism/v/introduction-to-metabolism-anabolism-

and-catabolism
NCBI

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Mendeley
https://www.mendeley.com/search/
GEMDOCK
bttp*//gemdock.life.nctu.edu.tw/dock/
3D-BLAST

http: // 3d- blast.life.nctu.edu.tw/

Interaccién proteina-proteina
http://140.113.15.76/ppisearch/

234


https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering
https://www.vlab.co.in/broad-area-biotechnology-and-biomedical-engineering
https://vlab.amrita.edu/index.php?sub=3&brch=64&sim=1090&cnt=3730
http://38.100.110.143/model/index.html
https://www.youtube.com/channel/UCD361ecAEjm_DYqNzVp8F7w
https://www.youtube.com/watch?v=juM2ROSLWfw&t=2s
https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/
https://ocw.mit.edu/courses/biological-engineering/
https://openwetware.org/wiki/Main_Page
https://openwetware.org/wiki/Main_Page
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-transport/hs-introduction-to-metabolism/v/introduction-to-metabolism-anabolism-and-catabolism
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-transport/hs-introduction-to-metabolism/v/introduction-to-metabolism-anabolism-and-catabolism
https://www.khanacademy.org/science/high-school-biology/hs-energy-and-transport/hs-introduction-to-metabolism/v/introduction-to-metabolism-anabolism-and-catabolism
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.mendeley.com/search/
http://gemdock.life.nctu.edu.tw/dock/
http://3d-blast.life.nctu.edu.tw/
http://140.113.15.76/ppisearch/

ANEXOS

Anexo 1: Diversidad Microbiana
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Anexo 2:Filogenética
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Phylogenetic structure of the prokaryotic domain: The primary

kingdoms

(nrchaebacteria/eubacteria furkaryote /165 ribowomsal RNA /molecwlar phylogeoy)

CaRrL R. WOESE AND GEORGE E. FOx*

Departesent of Cemtics and Developraenst, University of Dlinos Urbara, [lliscts 61301

Communiceted by T. M, Somneborn, Asgurt 15, 1977

ABSTRACT A'Ilyhpakndylhhs‘ ribosoenal
RNA sequence characterization Mlmfsm-s
npuul-uohhee lines of descent: jglhe»
mw (Whm
now
mnnhd in the ey'oﬂu-le component of eukaryotle

The biodogist has customarily stroctured his world in terms of
aﬂnbbun’cdidowmle&c{lduﬂy.whmw nt was
animal. The discovery that bacteria, which initlally had been
considered plants, resembled both plarts and animals less than
plants and animals resembled one another led to a reformaula.
thon of the isswe in terms of a yet more basie dichotomy, that of
eukaryole versus prokaryote, The striking differences
otic and prokaryotic cells have now been documented
molecular detail. Asa result, it & generally taken for
granted that all extant life must be of these two basic types.
Mltwmmhamnbidowhudwdlhwoblm\ﬂ
th:pinvn‘zn Iofuﬁn However, this is not the
g the living world into Prokaryotae and Eukar-

yotae has served, if an to obscure the problesm of what
extant groupings represent the various primeval branches from
lhmmnllneofw The reason is that eukaryote,

prokaryote is not mmtmgh
it is genenally treated so. The eukaryotic cell lsorgantzed ina
Cmtiatty ekt o vt et s it
former’s comspesite ovigi sym

collection of various smpler argarnisms (1-5) However striking,
&aemlnﬁoml dissimilarities do not guarantee that eu-

karyote and prokaryote represent phylogenetic extremes.
m«hm«llmummbodlmllympnndm
the The compesite mature of the eukaryotic ol
mhuﬂmoam:ylhmnﬂmbemupmlymdamdmls
phylogenetically separate components, which arose from an-
cestors that were noncomposite and so individually are com-
parable to prokaryotes. In other words, the question of the
prima pbquemgroupinpmubefomuhwd salely in
grdlhmdnpmwg " prokaryotes” —i &, noscomposite
81 (hnhdmkmmnhu!hnomgsﬂonopdm

that the fiving world is structured in & dichotomous way.)
The organizational differences between prokaryote and
eukaryote and the composite natare of the latter indicate an
property of the evolutionary proces: Evolution seems
to progress In a “quantized” fashion. One level or domain of
organization gives rise uhlmtdy to & higher (more complex)
ane. What “prokaryote” and “eukaryote™ sctually represent
are two such domains. Thus, although it is useful to define

phyhgmdi:pnhumwiﬂineddmuumtmumﬂul
mmdp-blmdvh-m&mdduwdhpmhym
p)wdppd-rpmmkhmmlhﬂm osarked
lem dance with 15 U S, C $1734 solely to indicate
this

5088

called an “urkingdom “primary

m.::umu:ﬁ‘dﬁ'é'n distinction

mwwmm.ﬁmm
ormes ha

ve primary evolutionary status.

passage from domalnoahlghum!beobmm
a central problem. Initially one would like to know whether this
uafm_uwum(mu)e\dmﬁuuryer it is tracli
tionally assuned —wit evidence—that eukaryotic
demain has arisen but once; all extant eakaryates stem from a
common ancestor, itself enkaryotic (2 A similar holds
for the p domain (2). lWeehcwbamm(G)!ht
domaln of lower complexity, that of “pro-
mﬁ% may bvoplwed«land vmrhaoothprohndu]

of recent findings
zm:d.umdnurhndanmamonhembryoncdo
main and the question of its unique as opposed to multiple or-

igin.
Phyw relationships cannot be reliably established in
terms of moncomparable (7). A comparative ut

that can measure degree of difference in

h!odemtnlng evolutionary relationships (9, 10).
god&mhmhliaﬂipmﬂglhmmd
%mmwwm.mha»
mﬂatdy distribution. None of the readily character-
i fits this requiremnent. However, ribosomal RNA
&ultk:n:mm?nllnl tqtrmgsynuun:immdﬂy
isolated; its sequence changes but slowly with time— per-
mi!ﬁ:g!heddu&nofrehhdm-maﬁ species
{11-13) To date, the primary structure of the 1esuasmt»
mnl RNA has been charscterized in & moderstely large and

compannn analysis of these data, summarized In Table
1, shows that the orgunisms clearly cluster into several primary
wm‘ud&am“ﬂd&elmlm
s0 far characterized, anlucHng the genera Acetobacterium,
Aciaetobactes, Acholeplasma, Aeromeonas, Alagm‘m:
acyetis, Aphenocapss, Bacillus, Bdellooibrio, um,
Chromatium, Clostridium, Corvubacwmm. Eacherichia,
Eubacterium, Ladobodlhn Leptospira, Micrococcus, Mv-
coplasma, Paracocous, Photobacterium, Proplonibocteriu

* Present address: Department of Biophysical Sciences, University of
Houston, Hoastom, TX 77004,
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Acquisition of siderophores in Gram-negative bacteria
José 0. Faraldo-Gamez B & bark 5. P Sansom

MNimtare Boviews Moleowlar Cell Bicdogy 4, 105-116 (2003] | Cibe this article
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Key Points

= [Iron iz one of the most important nuerienes of baceeria, because of its 2ssential
metabolic rale. However, iron is scarcely available under physiological conditionsfArse,
because ofits propensity to form insoluble complexes, and second, as a result of the
existence of numerous iton-binding proteins that the host itself uses to store and
LranspoTtiron.

= Bacreria have evolved a wide range of strategies to overcome ironshortage and o
enzure sufficient uptake. One of these relizs onthe synthesis and escretion of
siderophores, or small compounds thae either bind free iran oF sequester it from iron-
binding proteins in the bacterial environment.

= [In Gram-negative bacteria, recovery of iron-beaded siderophores involves &
sophisticated uptake mechanizm. At the outer-membrans level, high-affinity receptors
capours siderophores and mediata their translocationinto the periplasmic space. This
iz powerad by the Ton complex, which resides in cytoplazmic membrane and is coupled
to the proton-maotive force Siderophores are subseaquently transported acrass the
periplasmn and the cyvoplasmiemembrane by periplasmic-binding proteins and ATP-
dependent membrane transporters.

= [Inrecent years important advancements have been made inthe characwerization of the
siderophore uptake s¥=tem, owing to the combination of structural, biophysical,
biochemical and genetic approaches. Among these, it is worth noting the
determination of the atomic structure of several cuter-membrane receptors and the
use of spectroscopic technigues to monitor the uptake process fin cieo.

s However, fundamental guestions concerning almost every aspect of the uptake
process remain unclear and are the subject of continued debate between researchers.

Abstract

The outer membrane of Gram-negative bacteria constitutes a permesbility barrier thac
protects the cell from exterior hazards, bur glz0 complicates the uptake of nutrients. In the
caze ofiron, the challenge is even greater, because of the scarcity of this indispensable
element in the cell's surroundings. To selve this dilervma, bacteria have evolved
sophisticated mechanizms whereby the concerved actions of receptor, transporver and
energy-transducing proteins ensure that there iz 2 sufficient supply of irTon-contaiming
compounds, such as siderophores.



Anexo 5: Canales de trasnporte antipor

Precursor/product antiport in bacteria
B. Poolman

First published: October 1990 | https://doi.org/10.1111/}.1365-2958:4990.tb00539.x

summary

Many microorganisms metabolize their substrates (precursors) only partially
and excrete the products of the metabolism into the medium. Although
uptake of precursorand exit of product can proceed as two independent
steps, there is increasing evidence that these processes are often linked and
that transport is facilitated by a single antiport mechanism. Features of
antiport-mechanisms and advantages for the organism of catalysing
precursor/product antiport will be illustrated by discussing a number of well-
characterized systems. Based on precursor-product conversion
stoichiometries, structural relatedness between precursors and products, and
energetic and kinetic considerations, new examples of antiport systems will be
proposed.
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Anexo 7: Transporte y energia
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CHAPTER 9

ENERGY PRODUCTION AND METABOLITE
TRANSPORT

ENERGY PRODUCTION

The secomd law of hemusdyhamics stes Dat sysiems will swntancowey change
froms states of higher cales Arkeser ander, The cell, mever, must d e opposite 1o
wievive. B e malr&ddu& of e To accomplish this Test, oelis fing unleash s

then haeness the tappal withi molocales enocuntered in the envinonment e
usa: LByl onee m P oeder (e, ssnihestioe moctomoleesdes oo s chemicals
w0 or ost Q:Il against a gradicat), o this dhapier, we duscuss how colls sical

voerzy Toofil )h! wnvinemess
Any M}ﬂnﬂ: of encrgy must bepim with & definision of entropy. Entropy (S)
qulyw 15 the meovwre of disonder; the largor the valve of S, the groster the
# Chomical reactions that cause a larpe ncrense in S [where the difforemce
tv:twea prodect and poecusor eutropies (AS) |s zreater than zero] are Gvored aoed
hulotcurspomueomb with 1he mefease of encrgy. Reactions dan canse & dovreass
W0 S [AS < 0] pwrepse onder Thes celcthns ogane the input of ensrgy amd thas
CANOL Cocur spontaccasly. An rocounsing device weed o deduce the eatropy change
Bt ovawns foiowisg o reacstion is calkal the Gibbs Trew energy (G G combines
all the physical poopemies of o syden meluding hem, peosstios, volume, and cosrgy
The freesnorgy chnge (AG) dunmg 2 reaction e, the G of the prodocts musus (he
1 of the aning nuseriaby) s o oinre of e divonber ranad whes e extice
cocurs Enarpeti oty Govorsd reactions are thise in which & large mmount of fres
enverzy = elesed (e, By have o linse avpaive AGY, cranting much disorker Ie
contrast, reactions with & Birge pewsitive AG (sach s sould oosur dunag peptide boad
formention) ceate vrder soud s cannet cocur sponimusssty
The goal of the cell is to bamesy the ~AG that reselts from comvenog ghaose
(e highly ondered compound) meo €O med HAD ol o use thal enerey 1o drive
Blosynthetiz eacticas thar have a posnlve AG, Siace ATP is e fuel wsed for most
waholic reactimes o major obgective of e cell s 40 sysebesize this high-cnergy



Anexo 8: Termodinamica

MICROBIAL METABOLISM AND BIOTECHNOLOGY

Horst W.Doelle, DSc, DSc [hc)
Deputy-Director, MIRCEN-Biotechnaology Brisbane and the Pacific Regional Network;
Past Chairman, International Organisation of Biotechnology and Bioengineering

Chapter 8

Thermodynamics, Solute Transport and Enzyme
Catalysis

Content:
1. Concept of thermodynamics of biological systems

1.1 Modes of Energy Production

1.2 Modes of Energy Conservation
1.2.1 Proton-translocating electron transport chain
1.2.2 Proton-translocating ATPase complex

2. Membrane and Solute Transport Mechanisms

2.1 Passive Diffusion
2.2 Facilitated Diffusion
2.3 Active Transport
2.4 Group Translocation

3. Concepts of Metabolism

3.1 Photosynthesis

3.2 Aerobic Respiration
3.3 Anaerobic Respiration
3.4 Fermentation

4, Concept of Enzyme Catalysis
5. Bibliography
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CHAPTER 8

CENTRAL PATHWAYS OF A
CARBOHYDRATE METABOLISM

T sy af e bl de weabalise iy sweadention ol the nllowing Gtoes,

L. Central pathways of carbocsdrae metaboliscs
T Crovr<ion o campoomls "ilw-lm'xliu-'- oethbs i wisten] pritiwaas
A Machanisms of snergy (AIP prodoccoc
a Suietme-love) phosphosylinion
o Oxidarve phosphaylidion
v Oher mwesdamisms o encegy lonsler
4. Meaahalic siejs i’ui‘\ml'.\'«ni in e geneiation and use of 1 alucing celivity
3. Reducion el pyrovie or other substrones o fermenticion enc products
h. lamyl'iii{eu TeALtNes requining redocing actian
0 Oavzeminvulvement i coengy -gencoaisg reacliong
s ales o tabaliam
o Anzerchic mesabolism
s Facstaive meibolises
6. Meubolic intenmedites senizg 35 bosvetelic precossors
T Reasions thee copdenid Besynila b inba malinte Conpleandic azes ko)
. Meabolic pod pensn regalimry systens

Cartwdvpdrates sne =k the valy compeonds soliacd g snmaes of menpy fnomicnee
wardsms, Fols weids, lipids, amine scids, porines, pyrimicines, and o wide srviy of
cther compounds can alay scrve s carbon and encegy seorces. Guavrally, wilizalicn
of an allemine sobsrsie involves ils coovenicn 1o an aeomediste inlrinsic e one of
e vemtral patesns of carbohydrate melyoolsm. Sume of these alicenane pawaye
are discossed in Coapiee 10, The details of eoerzy production wod mesdalie transpoct
are discussed 1n Chapier S,

aso
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CHAPTER 10

METABOLISM OF SUBSTRATES OTHER
THAN GLUCOSE

UTILIZATION OF SUGARS OTHER THAN GLUCOSE

Ciluorse 18 the prefernxd curben fource 10FMos of the common hesermrophic bacseria
Neveneless. microorganisms Ns‘iu remarkable versatiliey in theie sbality to use 2
while range of other «numgtﬂ:gM\m:m OF carhom sea! energy, Most (F not all} of
ese puthways invarably Tesd W the pmdum-n of mtermedises (it can enter one
of the conorm) |vm.aﬁi§§vﬁ\l in Chapter 8 (e . EMP, Entnee-Dunckoul T, peniios
shunt, TCA excle. g glposylae cyclel, Mamy of thess altermate carbeon sarses are
uttlieod ardy aftee s m-ﬂ of indwetion o (he wreymes rooired for gy transpeot
and metabolist Thaprescnce of glucoss i the prowth mediue generally inhibils the
etwrmoﬁﬁ.)}h engymes tar these substrates,
Mopod fire descrined this phacose offect v 1947 Sor the inkibite of g-galactosicse
s)mhm in s furichls cob, and in 1961 Magzamih coined the term catabolise
for this phezomenca. In media containing glucose ped anocher corbehy-
mem exhibit two complete growth cycles iduauxic growth) sepacated by o lag
éq;-xl'. Glucose prevents entry of the sacond substrare by a process keown @ Indocer
mad repeesses indactica of the genes codlug for the exzymes requirsd for
{intizgion of e second sbsirate. Yoe demmils of the genctic regutation of carbohysinine
metdbolism we in Chapler 5.

Loctose

In £ rol, Jactose utdization requires the andsction, under the comtrol of the fac
oporon, oF it specibc purmease for ity traospore, and 8 -galactosidasa, the  aroyme
thar cheaves It o form Dogaloctese and Doglucese (Fig. 10-1); The D.galacaose is
posphory lmed 0 galocise. 1 phosphace and maabolized vie the Lekir pathway w
yield froctose-h-piosphate (Fug 1020, Prucoose -phosphate s ultimasely wiilized viz
e EMP puibweay,

ms
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Anexo 12: Degradacion de compuestos recalcitrantes
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Anexo 13: Aplicaciones de la biotecnologia
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ARTICULOS
7w EGNICOS

Lacandores. By Dances UNCADS 3 |25 S988 12008

Biotecnologia aplicada a la
produccion de metabolitos secundarios

Assraact

The plasits produce secoadary metabolites, they are gencrally
nonsaential for Ge butic metabolic proceaes, b wually
Rave importest eclogical fasctions. Some of Seae organics
Compeunds can be wiel and madetal 31 fDod additives,
nutraceusicely, and pharmacesticals. In this docusest, we
preent sl snadyee ok muin ot dnokgoal for metals:-
fite prodectien, which iaclude extraction of cultuse in sy
culture e vt (celular spensons ezl dairy roots) and
metibolc engineeding. In addition, these tools are weful 6
study plast secondery metabokim

Keywords: hiolechnalogy, plm sevvsalicy seabaolaes
nasil peedicty

Rumonany '
Las plastas bicuinistizan mashobion sawnderce que oo 308
tenciales purk ss saetabolismd hsico perd gue iuslsents
Giesen importantes funcionsd cobigicas Algunas de et
mokbculas orgiaicas w wilizas y comesciizan como ad-
tives alimentiren nutricestos v firmacs. En onr doco
meoto, s¢ menconan y ualizen b principein hernmientas
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Inrroovccion

a biceacnologia integra disciplinas orlentadas
deemmﬂoehmﬁén&mkdaqe

imvolucran & manejo de material hioldgco
para L produccion de bienes y servicios (SMB, 2009).
Centra su atencido en el aprovechamiento de &as pro-
pledades metabdlicas de los organismos vives, por lo
que los hienes puaden ser ios mismos arganismos (es
decr, |a blomasa o partes da cuerpo organismico),
los productos del metabolismo celular (25 decir, en
zimas 0 metabalitos), o productos formados 3 parss
de sustratos endogenos o exdgenos con la ayuda
de enzimas solas 0 de rutas metabdlicas complejas
(Barz y Oksman, 2002). Los organismos pueden se7
desde microbios (bacterias, y hongos) hasta animales y
plantas. Emplen téonicas de ingenieria genética (ADN
recombinante, manipulacion y transferencia de genes),
manipulacién de emhriones, hibridacion somidoea y
regeneraciin vegetal, cultivos celulares, produccidn de
anticuerpos monocionales, ingenieria de bioprocesos,
entre o@os (Newsll y Re, 2006).




Anexo 14: Fermentaciones
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CHAPTER 11

FERMENTATION PATHWAYS"

The myor pathvyays used by mucrvonaesmns loe the dissundation of carbohydrates
und the geoenuion of okgkaMy usetul coergy (as PMF or ATP) and redocing
power {as NADH or NADPly‘_’ﬁ;:&limawd I previous chapiers. The Introdacton
reoctwas whereby u v, “of uddernane sugars snd other suhstrates are aetibelized
o indermediates that can daer these contral metsbolic rowmes are s Sescribed
Inctivideal orgassor. W Dise the usose tispocaptisns sldolis, phosphobetctase.
or kewogloconse filalawe” putways or virtations of thens Addsional fermentinive
prodacts may Iy wiviad fram pyruviee o other intemmedaies. The Termemttive
perthways ocayering 0 some of the major groups of microorgamisms are outfined in
Figomy 11 Land-ate considered in dotait in this chapter

FERMENTATION BALANCES

A thoevugh evaluatxn of the prthways of sarbchydnne fermentaton requines gualita:
v indermitication of sl (it socoanting For the smoun | oF producs meoovemd
To sssess the accuracy of the analytical determinations, » Garbon halance or carhon
revovery can bo<alculined. s shown i the samphe fermenaton wn Tode 1| Under
u number of circumstances, the dalaece may not be ddeal becawse some portios of the
carbohydrate may be assimdated oo cellubar constitpents o composads other thim the
major sobetnne added many be utitized 10 fomm some porios of the recovened prodocts
Oxidation  reduction Feactoes. play 2 major toke in the fomentative meszbolism
of cashonvdranes. It is, therefour, pdhaahle 0 perform on oxidatlon-reduction or
O-R balance ca the products foemed. e O <R balasce provides az indication as to
whather the fuesed peodocts balance witk cegand 1 theis oxdized ce fedocal sues
1ty ot be geeaatie (o balance the hydpes und oxypen of the substrsle deectly
B siene Bdeesboss o dehydamtions may oo se iatermedingy sieps ke (he fenme neatioes
perthway. However, @ siogde wi tooschiove the suve end is to cakulite an oxidation

412



Anexo 15: Biosintesis de aminoacidos
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CHAPTER 15

BIOSYNTHESIS AND METABOLISM OF
AMINO ACIDS

Amino 208 blosynthesss is discucted mast convenieady la the comsext of famibes of
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kﬁaht-ﬂlythr or Triose FamMy. Sense, ghoine cysteine. and oystune. lo
yeusts and molds, mammals, e same actena, S aminoleadsale is focmed by

 the comdensation of glyvcing st succuale.

5. Aromatic Amino Acid Famdly,  Phenylalanine.  (oosing, and o plophee
Adcioml componmils dal est origingde froms O commses arorsalic paihwng
melde entcrocheling p-antizobereaate, uhiguinone, menauinone, and NAD

O Histhlioe, 1T aining oosd oneinales ay an offssoot of e parine patisay in
that o portion of e histlioe mokcdle iy derdved from the Intact purine risg.

I sanetos fetsdaanonrs, 1 i comveniens o @i the cataholic pahway s af e asdioo aeads
e conuostion with the Escussion of their binsymibesis

THE GLUTAMATE OR «-KETOGLUTARATE FAMILY

Glutamine and Giutathione Synthesis
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Anexo 16: Arquitectura celular

Chapter 6
MICROBIAL CELL TYPE AND STRUCTURE

[This chapter represants part of the lectures given during lecture coursas given at the Prince of Singkla
University in Hat Yai, Thailand and the University of Veracruz at Orizaba, Mexico in the 1890s]

Content

1. Introduction
2. Prokaryotes and Eukaryotes

2.1 Prokaryotes
2.1.1 Cell structure and functions
2.1.2 Gram-negative aerobic chemoheterotrophic rods and cocci
2.1.3 Gram-negative aerobic chemolithotrophic rods and cocci
2.1.4 Facultative anaerobic gram-negative rods
2.1.5 Anaerobic gram-negative rods
2.1.6 Aerobic and microaerophilic gram-negative bacteria
2.1.7 Other gram-negative bacteria
2.1.8 Gram-positive bacteria
2.1.9 Non-sporing gram-positive rods
2.1.10 Anoxygenic photosynthetic bacteria
2.1.11 Oxygenic photosynthetic bacteria
2.1.12 Archaebacteria
2.1.13 Actinomycetes
2.2 Eukaryotes

2,21 Cell structure and functions
2.2.2 Algae
2.2.3 Yeast
2.2.4 Fungi or Moulds

3. Osmoregulation

4. Structure of the Chromosome

5. Viruses

6. Bibliography
1. Introduction

One of-the great unifying theories of biology is, that the cell is the fundamental unit of zll
living matter. A single cell is an entity, isolated from other cells by a cell wall or membrane
and containing within it a variety of materials and subcellular structures. Cellular organisms
share a common chemical composition, their most distinctive chemical attribute being the
presence of three ciasses of complex macromolecules: deoxyribonucleic acid (DNA),
rbonucleic acid (RNA) and proteins. DNA is the constituent that carries in coded form all



Anexo 17: Metagenoma

mcogdlolta' @mmﬁu..... ':'f:?.. “ [
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Metagenomica: mas alla del genoma de los microorganismos
(Metagenomics: beyond the genome of the microorganisms)
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Anexo 18: Metagenoma
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Metagendmica: una ventana de oportunidad a
NUeVos genes y genomas microbianos
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Keywonts— Myiapenomic, sicrmnpanioms, gomed, enyoecs, biocutalsts
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I INTRODUCCION

memmmmﬁmm&po&my biotecnologicos. Hasta hace
mmmmsossebasabanendmhmdehsapmdadsmbohmdelos
micoorzanismos que-podian ser cultivados en el laboratorio mediante técnicas microbiologicas
tradicionales. Los metodos clasicos demmsolopammtecwmee!OIyelw'.delos
miCoorsanismos ambsentales (microorzanimos. cultivables) [1. 2, 3]. Lo anterior se debe 2 que se
Mcmmmmwm&mmmm&m
precizas ‘de"su ambiente matural v la informacion sobre las reladiomes simbioticas, comensales o
paﬂmq\nsemmnenenmmcommdadmnhm[l 4.35] Dehdoaestapmbhnnca.sehm
bﬁcﬂmmm?dmhm&mmm?mwm

n matodo

mammgmmamakmmmcmhmmya
mmmcmmmummw:mmedebmhm)
ARDRA (Analisis de Restriccion de ADN Ribosomal Anplificado), RFLP de Lonsiud
de Fragmentos de Resmicdon), RADP (Amplificacion Al=atoria de ADN Poli ©), entre otras [5]

La evoluxion peica de las técmicas de amlumiento v purificacion de acides miclkicos,
secuenciacion y de de secuencias, han hecho posible el desarralio de uma metodologia
altemagva: hmmhmmsdmhmdﬂmmdmﬂsdmmﬁ
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Anexo 19: Aplicaciones biotecnologicas

Aplicaciones biotecnologicas de los microorganismos V
Biotechnological applications of microorganisms 0
Olga Lacis Ovine Orts’, Senis Marcsls Hosm Arangs’, Johasaa Lisséh Geasiles Devis' A%
Resumen —~

La biodiversidad de los microorpznismos asi como la iunmyhsmpnudlda
biosintéticas en condiciones ambientales especificas hacen q ‘f:yucmotgamm sean

los probables candidatos para resolver problemas d: élh;umn. contro de plagas,
hiodegradacién de los xenobidticos, danomponcm‘pndeﬁk las pilas de desechas
producidas, entre orros.

Los microorganismos ofrecen un gran potenculs‘b?i la exploracién de moléculas y procesos,
y ¢l conocimiento de las especies no con [ especialmente dentro del grupo Archaea,
ha estimulado la investigacion molecular & de intcrés. Estos nuevos penes pueden
incorporarse mediante tecnologia m‘&mm en especics biologicamente conocidas, como
E. coli y 8. cerevisiae, para hsfnmwﬁ?iimh de productos.

La microbiologis ucnolog)aﬁ&’%mda potenciales para explorar y obsticulos por superar.

Por lo mnto, solo la in en esta drea resulta prometedora para cientificos en todo ef
mundo.

En Ia presentefrevisiip s presentan hs aplicaciones mis significativas de los microorganismos
en la industria imentos, & agricaltura, compuestos quimices, combustibles, farmacologia

y Taterinph,

‘sém biotecnologia, microbiologia de alimentos, biocombustibles, vacunas,
}ip ros, biosenzores, microbiologia ambiental, biofibricas.

LI 2 AT U e e Nk

g acse

ezaue

BA0T SERA R A0EC 4G TOR-CILD- 4 /-1 L)

e 2 v e IOt
L R N captase AT

13



Anexo 20: Microbiodiversidad
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Revision
Importancia biotecnologica de la microbiodiversidad. Los nuevos

cazadores de microbios

Biotechnological importance of the microbiodiversity: The new hunters of microbes
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Urama, Sector Los Naranjos, Parroquia Canoabe, Mimicipio Bejuma, Estado Carabobo, Venezaela
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Acaptado 20-Dicierbre-2013

Resumen

ﬂobjd\v&mmbapemmmdoademhmmbmbmdehs
MCTOOIZANISIMOS Con especial referencia al area alimentaria y agncola, en el contexto histonco y
lammoamenicano. Los microorzanismos han sido racursos valiosos para la humanidad desds que el
m:mapommm,ahmmosmmlmmemapmdobs 2305 fermentativos
mhmn&mmmocmmmi’amelagh\'fxcm
1y ayuda del microscopio s empiezan 3 entender los prncipios que rigen estos bioprocesos y Jos
estadios  posteriores permitieron determinar la utlidad de los muicroorzamismos y su potendal
!commcopmh;mchmmdemmmmnmbkshqmcomhgoddesamﬂodeh
indusmial, a base de 1a biotecnologia, 2 cual s2 ha ido fortalecsendo con &l uso de las
hemanuentas de la ingensena zendtica y de las tecmicas de la biologia molecular con las que s2 ha
podido detectar 2 entificar una gran variedad de microorzanismos incluso de ambientss extremos en
los que los metodos de cultivo comvenciomales han fallado. El potencial encomtrado en =
mmbmdnmdade.pmdemmmemhdmmﬁucmdacmbwpmipxomm
seleccionar los microorzanismos con caractenisticas que le conferan valor comercial. De esta manera,
hhsmdanhdmgdopmapakmhxnb;mmpm&mmdemmagxﬂn
farmacologicos ¥ alimentanios asi como su aplicacion en actividades de biomremediacion. En este
sm&hsmmammmmmmmﬁmpmhmyhecmdehs
paises atmoamenicanos, por Jo que aizumos de ellos ¥ segum sus necesidades, han desarrollado hneas
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Anexo 23: Bacterias bioluminicentes
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BOX 184 THE BIOCHEMISTRY OF BACTERIAL
LUMINESCENCE

ooy and Fig. 18.34, ) The flayin hydeoper

acid and an mzymc-!mmd
hydroxde (Hlavin 4 OH) wit
electron. When the electr
ground  state, il
SOmE POt wates
Havin-4a-hy cing FMN, The

Foggmagi -
%m, + luciferase + O,
uciferase-FANH-4a-OOH

dirg of aldelyde
Luciferase-FMNH-OOH « RCHO
< luciferase-FMNH-OO-RCHO
Oxidistion of aldebyde
- s luciferase FMNH-OH)* + RCOOH

(FMNH 42 QO (See comeluding equas 0 E



Anexo 24: Perspectiva histérica del ciclo del acido citrico
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Anexo 25: Sintesis de triptéfano
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Anexo 26 : Acidos tricarboxilicos
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algae | Fukaryoces/ ). These algae are assumed  adaptability, as recently confirmed by labaratocy studies [ 14,14). Differ-

eat species of Nonmochdoropsis are grown outdoors in ponds and
phaotobioreactons for aguaculture, and are also considered promising for
s cultivation for iofue production. Thes i due to tr abality to accu-
mudale stocage triacyigiycerols (TAGs) 1o over hall of their dry weight
under conditions of nitrogen (N starvation | 13,15,16}. Given its indus-
trial potential, significant effort has been imvested in developing this
alga into a mextel oleaginous microalgs, Several research groups have se-

FUFA lorg < hain pelyun@cirsted Tamy acid. OA olekc acid; IA
mmmmm xl,l’m.m- ey

=+ Coxrespoesience - |. Khiizie Gobfoerg, Masmalgd Bistcnabgy | yhend  quenced the genome of different Noanochloropsis species |[7,17-19). The
™ for A aed Rhcechnnbgy of Drylands. the | Blaustein  genomic data have been integrated with transcriptome [7,17,18-22],
wmmma.mwtmmdthw.mm protecene [21]. and lipsdome |20] data for 2 better undeestanding of
& v i e 1 (Y. Kayw), nciedhgiac the cellubar mechanisms underiying the Nuannochkyapsts response to -

(E Kb Gl trogen starvation and oll accumubation. Furthermore, ellicient nugleas
! Canmixeed agually o s werk: transformmtion has been established using high-voltage electroporation

hitpdxdecong 16 3010 ) gal 2013 063
AU 12640 2015 Fivevier AV AT rightcs pmserved.
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Abstract

in today's world, there is an increasing trend towards the use of renewable, cheap and readily
available biomass in the production of a Wide variety of fine and bulk chemicals in different
biorefineries. Bicrefineries utilize the activities of microbial cells and their enzymes to convert
biomiass into target products: Many of these processes require enzymes which are operationally
stable at high temperature thus allowing'e.g. easy mixing. better substrate solubility, high mass
transfer rate, and lowered risk ‘of contamination. Thermophiles have often been proposed as
sources of industrially relevant thermostable enzymes. Here we discuss existing and potential
applications of thermophiles and thermostable enzymes with focus on conversion of carbohydrate
containing raw materials, Their importance in biorefineries is explained using examples of
lignocellulose and starch conversions to desired products. Strategies that enhance thermostablity
of enzymes both in ive and in vitro are also assessed. Moreover, this review deals with efforts made
on developing vectors for expressing recombinant erzymes in thermophilic hosts.

Background general acceptance. Most thermophilic bacteria character-

Thermostable enzymes and microorganisms have been
topics for much research during the last two decades, but
the interest inv thermophiles and how their proteins are
able to function at elevated temperatures actuaily started
asearly 3s in the 1960's by the pioneering work of Brock
andhis colleagues [1]. Microorganisms are, based on their
optimal growth temperatures, divided into three main
groups, ie. psychrophiles (below 20°C), mesophiles
{moderate temperatures), and thermophiles (high tem-
peratures, above 55°C) [2]. Only few eukaryotes are
known to grow above this temperatare, but some fungi
grow in the temperature range 50 - 55°C [3]. Several years
ago Kristjansson and Stetter [4], suggested a fusther divi-
sion of the thermophiles and a hyperthermophile bound-
ary (growth at and above 80°C) that has today reached

ised today grow below the hyperthermophilic boundary
{with some exceptions, such as Thermotoga and Aquifex
[51) while hyperthermophilic species are dominated by
the Archaea.

Use and development of molecular biology techniques,
permitting genetic analysis and gene transfer for recom-
binant production, led to dramatically increased activities
in the field of thermostable enzymes during the 1990’s.
This also stimulated isolation of a number of microbes
from themmal environments in order to access enzymes
that could significantly increase the window for enzy-
matic bioprocess operations. One of the early successful
commercialised examples was analytical use of a ther-
mostable enzyme, Tag-polymerase, in polymerase chain

Page 1of 23
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Design and development of synthetic microbial platform
cells for bioenergy

Sang Jun Lee', Sang-Jae Lea® and Dong-Woo Lee**
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O
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Editnd by The firete reservaton of fossil fuels accelerates the necessity of develop

‘C‘"M':"‘ Zhang, Tiayin Univeoniny; energy sources. Recent advances in synthetic bickgy encompassing sy,

p3 iy metabolic engineernng enable us to engneer and/or create tailor

L.w""""% Vikobd State Uivversit to produce alternative biofuels for the future bic-era. For the effiglent

%A biomass 10 biosnergy, microbial cefis need 1o be designed ap

Shane Chan. Q0w wwwinry USA the performance of celular metaboksms for the produsho during energy
*Carrespondencs. flow. Toward this end, two different conceptual appros been applied for the
Qong Vo Ly, Schadd of Appdind development of platfoem cell factories forward minimi engineering From
ll-:;;n;:a«r:;w;m- the context of naturally minimized genomes nan-e suming pathways
Notorsa) Universty. 90 Dsahokers: and/or relatad gene clusm could be progress to optimize cellular energy

Bubgu Dusgu 2200, South Aoves
ol babcwrre o i

synthetic biotogy-aded pathway -. ]
the production of sustainable bioenerg

INTRODUCTION

neutralization) over conventional chemical pr
duction of biofuels. Howeves, besides

exsting fuel infrastructure, production
biofuels are nevertheless not yet g

and repace fosall fuels. The key

systems are the cost of subst ard b

of fermenting microorganism h mdlmly related to bio
fuel productivity, titg peil etal, 2007; Fischer etal,,

1004, To overcome inpediments, development of 4 robust
and high yielding nifegubeds required. Recently, a varkety of
engineered mi by metabolic enginecring integrated
with geno g and synthetic biology, appesr 10 be
quite L improved yields of biofuel production (eg.,

butanol, terpenoids, syngas, and Hai Bokindy
gt et alo 2011 Zhaatrg et al, 2001 Lan sl Liso,
83 al, 2000 Westfull et ul, 2012}
Q«k biology provides us with innovitive approaches to
mnge of applications (Fumick und Weiss, 2000): sus
e bwenergy production, bioremediation, biorefinery, and
wopharmacenticals. Based on a4 wealth of genome sequences, svs-
tems biology and metabolic englneering lntegrured with advanced
genetic tools have enabled us to make enginecred microbes as u
bluepeint for the near future (Gilwon o al, 20084, 2000 Heodern
et al, 20105 Jewstt and Fomter, 2010), Indeed, not only artificial
microorganisms based on parasites (Fraser o1l 1965) and stnall

isms allows the phﬂcrm celis to gan
s emwfocmonmcummn«mssn
m microbial cells and dscusses its impact on

size-genome microongamisms (Gibson etul. J008, 2010), but
also engineered microorganisms were successfully getierated for
the production of biofuels, fine chemicals, icals, and
biosensors (Martin et al, 2004 Keasling, 2010; Hoo etul, JO11;
oy nod Keasleng, 2001 Zhang et al L 2011). Thas, comstruction
of effickent biofisel-producing microbial cell factories is new con-
ceivable by design based engineering of biological systems (Fonter
and Church, 2006, 1007; Carothers etal,, JOOU; Nitschioe, J008;
Halts ated Keasdinng, 20105 Nichen snd Keasling, 20015 Toloten
ctul 2011).

To design and engineer microorganisms for the high. yvields of
biofuel production, we need 1o better understand how micro-
bial cells can coondinate thewr metabolic pathways under different
envimomental conditions, underlying essential and non-essential
genes for bacterial life and metabolic petworks. This information
will help s to modulate the effickency of prodixtion pathway
and to optimize the encrgy balances between bioproduction and
blosynthesss in cell factortes. “To date, there are increasing examples
of engincening metabolic pathways tightly linked to the cellu-
lar energy balance that s one of the key determining Bctors
of cell factories in the yield and productivity of beofuels (fohn
son and Schmide Dasnert, 20085 Trink et al., 2008; Portnoy o al.,
000 Lan ot Liao, 2011, 2012, Recently, molecular engincering
usdng protein or RNA scaffolds also could be applied for patlway
engineering i synthetic cell tactorses (Conmdo e al,, J008; Dede
beaqie etal, 2011 Medemma eral,, 201 1), For example, organizing
mevalonate pathway enzymes on scaffobds have been developed
for efficken production of soprenoids (Dueber erul, 2009), In

www irontiarsin org
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THE THERMODYNAMICS AND KINETICS OF
MICROBIAL METABOLISM

QUSHENG JIN? and CRAIG M. BETHKE
Department of Geology, University of Illinois, 1301 West Green Street,
Urbana, linois 618012019 TSA

ABSTRACT. The various kinetic rate laws commonly used to describe sicrobial
metabolism are derived considering only forward reaction progress and hence are
inconsistent with the requirements of thermodynamics. These laws ngre applied
without significant error where abundant energy is available to drive the metabolic
reaction, so the forward reaction overwhelms the reverse. 'l'he_l,@"':-’b" however,
unsuitable where little energy may be available. In previous papérs we derived a new
rate law for microbial respiration considering that reaction esses simultanco

in hoth the forward and reverse directions, In this paper, we demgn

rigorous way how the rate law can account titatively. fox the thermodynamic
driving force for reaction. We refine our previous work on microbial respiration to
better account for details of the electron transfer prs 4&3.\%'funhmlwre extend the
theory to account for enzymatic reaction and microbial fermentation. We show that
commonly used rate Laws of simple form can be modified to honor lhefmo?m.mic
consistency by including a thermodynamic potentia tor. Finally, we consider how
the rate of biomass synthesis can Mﬁe«l from the rate of respiration or

fermentation. We apply these results 1o des (1) the reaction by which
benzoyl-CoA forms, (2} crotonate fe tation, and (3) glucose fermentation: for
cach process we demonstrate how the reaction rate is affected by the thermodynamic
driving force, Results of the mnn?hﬂ our ability to predict microbial metabolic
rates accurately over a spectrum of geochemical environments, including under
eutrophic and oligotrophic cojmb
INTRGDUCTION

A microorganism dibermes chemical energy from its environment by using its
enzyies 1o catalyze a chefigal reaction. A respiring microbe catalyzes a redox reaction
inwhich electronsfifgramiferred from a donor to acceptor species, leaving the donor
oxidized and the Sgceptor reduced. It corserves a portion of the energy liberated in
this way by lﬁ(ﬂwiﬂng protons outside of the cell’s membrane and synthesizing
adencsgie triplicsphare (ATP) from adenosine diphosphate (ADP) and the orthophes
phate fon i, denoted P,). A fermenting microbe, in contrast, conserves energy by
(‘Ollpli%ﬁ\?&ﬂllhcsk 1o the breakdown of a complex substrate molecule found in its
environment. The breakdown produces simpler species, one more oxidized and the
,gfﬁ"ej_.’nmre reduced than the subsirate. The ATP serves as a store of chemical energyin
aygespiring or fermenting mictobe, which it can expend for purposes such as cell
'fq.iﬁnennm-‘.- and reproduction, biomass synthesis, and chemical species transporn

ross its membrane.

A microorganism, then, affects the chemistry of i environment by camalyzing

chemical reactions. The environment, an the other hand, cantrols the activities of

*Corresponding outhor Current address Degartment of Geological Sciences, University of Oregon,
1272 University of Oregon, Eugene, Oregon 974031272 USA; Emuil: qjin @uoregon.edhs,
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by Microorganisms
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Research on microbial degradation of xenobiotic
polymers has been underway for more than 40 years,
It has exploited a new field not only in applied micro-
hiology but also in environmental microbiology, and has
greatly contributed to polymer science by inifiafing the
design of biodegradable polymers. Owing to the devel-
opment of analytical tools and technology, melecular
hiological and bioch | advances have made it
possible to prospect for degrading microorgzanisms in
the environment and to determine the mechanisms
involved in biodegradation when xenobiotic polymers
are introduced into the environment and are exposed to
microbial attack. In this review. the molecular biological
and biochemical aspects of the microbial degradation of
xenobiotic polymers are summarized, and possible
applications of polent micreorganisms, enzymes, and
genes in environmental biofechnology are suggested.

Key words: xenobiotic polymers: polyethylene glycal:
polyvinyl alcohol: aliphatic-cosaromatic
polyester. symbiotic degradation

Polymer chemistry began approximately 90 years
ago. when Staudinger established the thwrcucal back-
ground from which ¢ ial production.of syntheti
polymers arose. Synthetic polymers. cspecmlly solid
enes known as plastics. have beenat the forefront since
World War I, Annual worldwide production of plastics
amounts to more than 200 million tons. Synthetic
polymers were originally designed to replace natural
polymers. with the advantages of long life (no decay).
better performance. plasticity of form. and low cost of
production, dependent on cheap petrolenm. However.
public concern over the use of symhetic polymers has
been intreasing since the end of 1980s as plastic bags
haye.been polluting the environment. Plastic bags can
be found everywhere from the deep sea to the highest

mountains and can canse serious environmental prob-
lems by threatening wildlife and destroying scenic
areas.

Environmental issues caused by chemical compounds
are due to their toxicity, as with pesticides. organic

mercury, and arseni¢ compounds. In contrast 10 these
toxic compounds, synthetic polymers are blok)gnallv
inactive and gcncrally nontoxic. What then is the
biggest problem with synthetic polymers? The answer
is prolonged persistence in the enVironment due to their
synthetic polymer-specific. chemical structures, which
results in excellent. physicochemical properties and a
long life even in_hdrsh envionments. The chemical
structures of polymers are shown as (monomer).. where
n denotes the degme of, pol)'m:xizalion. In other words,
depolymerization is) a primary requisite for polymer
degradation. It leads to the loss of physicochemical
properties that prolong the life of the synthetic polymer.
Synthetic polymers include all Kinds of polymerized
compoungds, including water-soluble, oily, and sohid
polymers, Plastics are solid synthetic polymers of

Azrious forms. They are not water-soluble or miscible.

Sifice plastics are highly visible, their fate in the

environment - and  their  recyelability causes public

concern. On the other hand. water-soluble synthetic
polymers are often neglected becanse they are invisible,
although their total production corresponds to that of
plastics. Research on the biodegrmdation of synthetic
polymers: to prevent deterioration of products dates
back 1o studies in the 1960s, and resesrch on microbial
degradation (to which the author contributed) had
already started in the 1970s. Environmental problems
first attracted worldwide public concern at the énd of
the 1980s. and studies of biodegradation and the
production of biodegradable synthetic polymers were
promoted in the 1990s to establish standards for
biodegradation and biodegradable synthetic polymers.
A number of previons studies have shown  that
hiodegradability is determined by the chemical struc-
tures and physicochemical properties of polymers and
not by their ongins, whether natural or artificial. The
biodegradability of many xenobiotic polymers has been
verified, as described below. More recently, a paradigm
shift from ail-based production to bio-based production
has caused concem and attracted -increasing interest in
this area, with greater focus on bio-based production of
existing monomers presently produced from oil to form

This review was writlen in respotse to the suthor's receipt of Jepan Society for Bosience, Biotechaalogy. énd Agracheminsy Semior Scientiss

Award in 2008

Correspondence: Present idress: Center for Nanomaterials and Device s Kyoto Institae of Technolb gy, Massugasaki, Sakyo ks, Kyato 6065555,
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Abbreviations: PEG, polyethykme glycal: PPG, polypropykne glycol: PIMG, polytebramethylens glycol: PBO, polybatylens oxide;
PVA, polyvinyl slachal: PAA, polysaryhc scid: PAS, polvaspartic acil: PE, polyediynelens: PLA, poly(lectic scid) PLLA, poly(t-lsctic acid):
PDLA, poly(!)b:ﬂc :ud) ‘)Ll‘l& p)ly(m. hdﬁe) PHA poivhydroxyakanoate; PHB, palyhydroxybutyrste; POL;  polycsprolsctons;
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NEWS AND VIEWS

Ethanol fermentation on the move

Thomas W Jeffries

The complete genome sequence of the ethanol-producing bacterium Zymomonas mobilis provides new opportunities

for industrial alcohol farmentation.

Fthanol has been derived from mscrobesl fer-
mendation for thousands of vears It 1s pot
undy an importand prodoct of e uleobolic
bevernge mdustry, hun also, it 15 one of the
Fastest prowing fued sources in the world In
2004, the United Swtes produced more than
12,5 « 10» hitess of ctlmnol-2 17% mcrense
over the amwount geoernted = 2005 Keeping
n step with (s demand will roquare the
c:u_ummxg of now stauay of l’amunmx\c.
Ul can etharol
more cmmnm unxd mu:r&mkd infoema-
1on about the genctic circuts imvohed. o
this issun, Kang wnd collcogaes repoet (he
complete genane sequence of one of these
the  cthenobogerse  bacterium

e — modelis
The porenmial chiskoe for misk mg beverage
ethanol s Secchovwsves corevoriae. In con-
trust, 2. mobhiliy has been sheeed b It
can spoil fermentations of cider and beer with
slfirous lasors and rotlen odors. However,
g o this raped )y changiog mdustry, 2 mobilis

mwight gasn populanity . O-Muvors are ms
a concern 0 (e producton of fuel otlo-
ool so e fuseer formentation Kinctics sl
hegher product vields of Z mehulis could give
© it an sdvantage. Publication of the complete
206 Mb Z mobuli; by
ol essurvhors in Kosen should pros e o new
impetus o efforts to exploit thes hw
for etbanol prodixction.
Since 1970, 2 moabuliy las been
feet ol moey than | 400 u.w-c!}

artcocied witenton early bn o g
of cthanol fuel tecl 4 Brows
aond Fenmnta rpid) ool of
ol —yertially v among
hacteris — unlas o Vield sigafi-
canthy hapher tan that FN corrvisie. s
cthanot Tafe i :mc.w fivefold
highwt than visow * il s eths

|)ol ¥ hes U7% of the theoretical
i s compared with X0-92%for
Aoy

ﬁmn mu-wf--ﬁ-
 Microbis! awd Rioch

Modion, Wivomin 53726-239% 154,
omaul - tayeffrieriefs fod us

WAL W -

Y
:mt harol fmentatice i A memenes sutss. The comveni: i guce wi fwo moles
hanet fets 1 mele of AT, This pathway = commondy baed Iy st (meutiomenscs for he

- tfwintotum ©f gucosn, et 2 Mook mabes e o1 8 snkgusty Ior soeotes metsbetien. The kiw AT

POl vEndts b 8 bow O mass e e gotendlal for highar ethanod yeies,

Landoer Tiwl desenibed 2 + mobilis
talso known as 2 lndeeri, Thermobacterium
m&»c«i‘nwlnnauu linelwériyin 1928 Thes
i o be is porfaps most com
maonly known for the production of Mexican
pulgue — svtule. sadic, visous alobolié
bevernge fermested from agave juce by
7 movniicend og with Lactotve s planar v,
Lescomastoe sp, end 8. comvvuviae . (Contrasy o
popular belset, icquile sod mescul, which are
also made from agave speoses. are the rosulls
of yeast. mot Z molvits fenmentation )

£ mobilis 1s destinctive m hat o uses
the Umtner-Doudorod]l” pathwany (Pl 1) for
glacose metabolsm  ather than the moee
familar Frbden-Meyerhoff-Pamas glyeolvtic

pathway used by X corvvidon. Although the
Entser-Doudosdl pathway s wadely doinb.
oled amoug peesdomonads, it s pormally
part of sevobec metabolist Tnlike givoolyses,
which can theoretcally generale two males
of AT for each mole of gluoase feamested
I clhanol, the Estoer Doodoroll paifway
has a net vield of only one ATP per inole of
ghicose. Thas bow yocid results m low ool mass
and alfows higher ethanol vields

As iy s, & oew gensame Brings surpriscs,
Svoleny amlysas showed that £ mobdis does
ot - share umbom lincage with 76 othey

Mished b What comes
lhc closost, is the cvbhgnlm norobec chemm.
Ihoeroph,  Novorpiinpodioen  hiorioewm's,
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Designing an Escherichia coli Strain for Phenylalanine
Overproduction by Metabolic Engineering
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Abstract The pheny lalinine pathway flux is controlled by
two types of regulators, those that are specific to the
pathway, as well 25 by global regulatoss, In order w0
demonstzate the importance of these global regalators, we
first removed the pathway-specific regulators using all
possible comhinations of gene knockouts and knockins.
We found that genes like aroG™ perfocmed best individ-
wally us well as in combination with other genes, while
other genes like ryrA and rywR worked only in combinaty
with other modifications. Knocking in the A gene

a tyrR promoter and knocking out pykF further increased

phenylalanine production demonsirating that thésupply 6t
precursor vie PEP and BAP is also o rate-Tiiting, step.
Finally, we fested the role of global regu “this
deregulated puthway and found that Fi ov Jon
helps in both enhancing and sustaining th through this
pathway. msuvtkopunuplbc using ghobul
regulators in synecgy with pathwiyasy maodifications

to enhance product yiclds.
Keywords My%&j&smn biology
Metabolic engm
Introduction
lalanine is widely used as a food or feed additive,

in | u:du for the chemical synthesis of pharmu-
fcewi ve compounds like HIV proteass mhibitor,
A1 Krista Jyoti Mekhetjee

kjmukberiee @ mail jmu ac.in
' School of Biotechnalogy. Jawaharial Nehm Usiversity,

New Delhi, India
&) Springer

anti-inflammatory < lamines [1), and low-
calarie sweelene 2]. The biasynthesis of wro-
MUTC 2 phenylalanine is energetically
costly and is tly regulated. Therefore, cells natu-
rally dwethoe these compounds [1, 3, 4]

javcoli has multiple levels of regulations to

ux through any biosynthesis pathway. These

_tan be Iy clussified into two types of regulations, one

Jds pathway specific (mternal bottlenccks and feedback

rols in the pathway ) wnd the second is global regulation

J(which modulates the expression of a large mumber of
genes depending on the physiological state of the cell)

For sevesal decades, different approsches have been
adopted 10 modulate the carbon flux wwasds pheny lalanine
synthesis. However, the main focus has been only on the
pathway-specific regulation to achieve better yiclds. Thus,
different  approaches 10 meubolically engineer an
E. coli strain that can overproduce this aromatic amino
acid have been tried including: (1) increasing the avail-
ability of the precumsors phosphoenalpyruvate (PEP) and
erythrose-4-phosphate (EAP), (2) replacement of 3-deoxy-
D-arabino-heptulosonate-7-phosphate  (DAHP)  synthase
with feedback-insensitive DAHP synthase: (3) relieving the
rate-limiting enzymatic reactions: (4) preventing carbon
Joss towards competing pathways! (5) removal of tran-
seriptional and allosteric regulation; (6) enhancement of
product export; und (7) removal of the dual transcriptional
regulator [5] (Fig. 1),

Even after removal of these blockage and control,
phenylalanine production usually ceases afler u certain
time of fermentation. The primary reason is that pheny-
Inlanine blosynthesis is an anabolic pathway and therefore
primarily & growth associnted product. For impeoving the
product yield, it is therefore necessary to decouple biomass
formation from phenylalanine synthesis. For decoupling,

Anexo 39: Glucolisis
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LA ENSENANZA DE LA GLUCOLISIS ORIENTADA A LA
INGENIERIA METABOLICA Y APOYADA CON IMAGENES.

Gustavo Viniegra Gonzalez, Sail Alvarez Zapiain
Departamento de Biatecnologia
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Iztapalapa. D F México

GLYCOLYSIS TEACHING AIMED TO THE METABOLIC ENGINEERING AND
SUPPORTED WITH ILLUSTRATIONS

Abstract.

This bref didactical essdy 1hea to show thal is possible lo approach the teaching of
metabolic pathways, such as tlycolysfs, using the practice and teaching of basic skills such as
stoichiometric, thermodynamio and mechanistic analysis of chemical reactions, that fator can bo
used o tackie more complicated problems related to metabolic engineering. This essay is based
on two fundamental textboaks, vritten by Voet & Voet [1] and Nielsen et al., [2].

Keywords: glycolysis, metabolic engineering, didactic. teaching, problem based leaming

Planteamiento del problema

Desde el punto de vista formal, una via metabdlica puede ser vista como una red de reacciones,
en las cuales, el Substrato (digamos la glucosa) ests conectado con la formacion de diversos
productos lamados Metabolitos (por ejemplo: el glicerol, el etanol y &l didxido de carbono) como
se muestra en la Figura 1. Las flechas que conectan al Substrato con los Metabolitos, tienen
compuastos intermedianos, de manera que es posible establecer balances de matena enire
ellos, si se asocia un flujo. (v) con cada flecha. Cuando las reacciones no estan ramificadas y
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Histidine biosynthesis, its regulation and
biotechnological application in
Corynebacterium glutamicum
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Summary

L-Histidine biosynthesis s an anclent metabolic
pathway present in bacteria, archaes, lower eukaryo-
tes, and plants. For decades L-histidine blosynthesis
has been siudied mainly In Escherichia coll and
Salmonella typhimurium, revealing fundamental
regulatory processes in bacterla, Furthermore, In the
iast 15 years this pathway has been also investigated
intensively In the Industrial amino acld-producing
bacterium Corynebacterfum glutamicum, revealing
simiiarities to E coll and S typhimurium, as
well as ditferences, This review summarizes the.
current knowiedge of L-histidine biosynthesis in €.
glutamicum, The genes Involved and corresponding,
enzymes are described, in particular 1 on
the Imidazoleglycerol-phosphate W

and the histiginol-phosphate phoopmg ),
The transcriptional organization of‘ Qh In
C. glutamicum is also reported, In. four his-
tidine operons and thelr pro }no-lodoo of
transeriptional regulation during stringent response
and by histidine lself u,wm and a transia-
tional regulation mech | Is discussed, as well as
clues about a hi d’utﬁmpon system, Finally, we
discuss the el of using this knowledge to
create or Im _Ci'glutamicum strains for the
industrial Lpuumm pfodualon

Wﬂmmzuuuimm 2013, poed 5

Introduction

Corynebacterium glutamicum s & well-&: TGro
organism for bictechnclogical appligatic hough
has been engineered for the produdtk 8! vatious fine
chemicais ke succnate (Litsa 7 -2012) of isobu-
tanol (Blotrbach et at, 201 it employed for

the production of L-amij (,Becner and Wittrann,
2012), The most M"' o ackis are L-ghtamate
(avour onnmoai\,pnq ;Mn (feed addtive) based on
production 3 % and Witmann, 2011}, Further-

more, there & cq effonts 1o create efficient producers
for olher ‘Wmifg-fcids like Lleucine, Lsetine, and
e lﬁhnqm Nhese ellorts are supported by a detalled
ms@t fmn the correspanding amino ack! bicsynthelic
mthmmnd their regulation in C. glidamicum and have
“Boen summarized in several teviews or book chaplers
"(Eﬁehng and Bot, 2005; Wendisch, 2007, Blombach and
S’swa 2010; Bonkrolt atal. 2010 However, 1o date
“there is no review avadabile about L-histidine bicsynthesis
and s regulation In this amno acid-producing mcroor-
ganism. Here, we intend to summarnize the current knowl-
edge on histidne biosynthes:s, s regulation and attempts
for application in O, glutamicum, The published data are
discussed ctitically and compared with the knowledge of
higtidine blosyntheas In Escherichia coll and Satmonelia
enterica serovar Typhimurium (S, fyphimurium, the refer-
ence crgamsma regarding this partioular pathway,

Propeties of L-histidine

L-Histidine is one of the 20 standard proteincgenic amino
ackis present in peoteing of all Iving organisms. In the
following, we will use the term histidine instead, meaning

YFor cormspondence.  E-mall joam kaimowsk &
ent de, Tel. +49-(0)521-106-8755, Fax +db-(0)521-
1 y
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Cor msanrch peoject (Geant 0315508E) unded by fe German
Fadwenl Ministry of Educaion and R ch (BMBF)
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Its biclogically active isomer L-histiding, 1ts side-chain is
an imidazole ring and therefore has aromatic properties.
Histidine I8 the only amino scid whose side-chain can
switch from an unprotonated 1o a profonated state under
neutral pH conditions due 10 the pK, value of 5.0 of its
side-chain [Neison and Cox. 2009). This characteristic
enables hustidine résidues to act as both. & proton accep-
for of & proton donor, it many ceflular enzymatic reactons
{Rebek 1920 Polgdr, 2005),

by John Wilsy & Sons Ltd and Socety for Appiled M

pudlished crobakogy
THs is an open scoess atice under the teems of the Creative Commons Attribution License which penmits use. dstribution and
reproduction in any medium, provided he original work is propery ciled.
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Abstruct
In many organisms, metabolite mterconversion at the phosphoenolpyruy: ruvate-oxaloscetate node involves a struc-

turally entangled set of reactions that interconnects the major pal
tribution of the carbon flux among catabolism, anabolism a
oxidative or non-oxidative decarbaxylation of pyruvate to
accomplishhed by C1- (PEP- aad/or pyravate-) carboxylati
In contrast (0 the relatively uniform central metabolig g
node represents a surprising diversity of reactions. Var!

of carbon metabolism and ths, & responsible for the dis-
- ol the cell, Whille sugar catabolism procesds mamly via
anaplerosis and the initial steps of gluconeogenesis are
{oxalboacetate- and/or malate-) decarboxylation, respectively.
! bacteria, the set of enzynes at the PEP-pyruvate- oxaloacetate
combinations are used in different bacterio and the question of the sig-
f plogical fermentation processes arises. This review summarizes what i

known about the enzymes and the metabolic fluxes ‘, P-pyruvate -oxaloacetate node in bacteria, with a particalar focus on
d'eactiont in Excherichia colt, Bacillur subtilis and Corynebadterivm gh We

on and their specific contribution to growth under a given condition of to bio-

discuss the activities of the enzymes. e

technological metabolite production. e knowledge unequivocally reveals the PEP-pyruvate-oxaloacetate nodes of bacte-

rin to be a fascinating tanget of pgineering in order to achieve optimized metabolite production.

© 2004 Federation of European pical Socicties. Published by Elsevier B,V All rights reserved.
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Abstract

During lactic acid fermentation. seed cultures are usunlly curried out withoat pllc
out at pH mammitained ut the optimal valie, 5.9, 10 overceme inhibilory effects. The
by nwoducing an additional term (1) involving (he sesidual lactose concentralign”

u:me cells, while cultures are usunlly carried
1 expression was therefore previousy moditied
q.fu he cirbom substrare Hmitaion, uqulb&e lor

cexsation of producion during culises af conelled pT on e hasd; (5 o :nﬁ%lv dmlhuwuud Form ol the Esctie acad, the main inhibilory

species, i case of un absence of pH control, namely the asuul seed culture
exgpessions, depending on the culiee conditions, a generalised moded for
account both a mutritiogal Himitation and an inhibisory effect, Th: il

am@) of pH control, namely in absence of carbon fimivaion. The model

vorstanl, in place of the residus! Tuciose concentration, which var

s, on the other hand. To avaid the use of two different
tlon was developed. invoiviog a unigue expression taking into
ol liuitation term was modified by introducing the ¢arbon limitation

proved 10 be satixfactiry in g Lange enpe of cultise coneditions; m‘ uluhliww 1o deduce sccunitely the growth and non-grow theassociuted paets

of the prodection,
W 2007 Elsevier Inc. All fighty reserved.

Kewwonds: Botcls citliones: Lactic axl Ternwataion: huhn}p‘ g&&;'M«kum;; Procact inbitition; Sub

L Intreduction

Lactic sad, o naturmally mq‘fxﬁrgﬂmlufummmnl organie
aeid, b5 a valuable indusiefay ehemienl used as an acidulant
preservttive in food industrd find other numerows applica-
tions of phanmceuucal twnnd textile industries s well
as a chemical feedstock [1), One of its most promising
apphications s th‘- use fnt hiodegradable and biocompatible

polylactate mch s poly-Iactic acid (PLA), an covi
ronmentdlly fei Iy ulternative to biodegrudable plastics [2-4],
megp&;bﬁqumpmy of PLA, lactic scid has the

pnu-mﬁl 1w 'l\! a substitute for biodegraduble plastics manu-
l'nsﬁﬁ\ ?H-&comn.* 1 very large-volume commodity chemical
Antermediate.
“An inhibitory cffect of the undisscciated lactic ackd is now
Suntoubiedly proven [35,6], which allect in close relation with the
pH effect [ 7], growth and beoce Inctic acid production during

* Comrespandingg saibor, Tel © <33 2 33 23 87 33 Jan: #33 22323 %1 20,
Bl iwledeess abdeiiil amranei@ uniy ceaees | Jr (A, Anwane )

12295 - wee Druet matior £ 2007 Elvevier Inc. Al nghis neservedld.
dor HLI0) 6V) emanmsciec 2007 03,00

cultures without pH control. To overcome this inhibition, pH is
mamntained at its optimal value, 5.9 [8,9], leading to nitrogen and
carbon limiliions causing cessation of growth and lctic acad
production, respectively | 1],

To desenibe lactic acid production daa, the Luedeking-Piret
model [HT] was modified by introducing an additional erm 1o
account for the sndissociated lactic acid (and pH) inhibition in
case 0l cultures without pH control (Eq. (1) [12);

dp dy |HL] )

Al wESSTY) paad I el N |
[HL]in &)

T T e (' B
While duning cultures at pH controlled 1 5.9, a comrective term
was introduced 10 account for cessation of production due to
carbon subsfrate limitation (kg (231 | 130

dp dy Fros
A T (1-=2) 2
where A and B were the coefficicnts for growth- and non-growth-
wesocksted  production,  respectively, [HL]j the inhibitory
undisseciated Inctic acid concentration, 8.5 gL ' 7] v and s,

Anexo 43: Fermentaciones



CHAPTER |

Fermentation Technology

PETER F. STANBURY

1 INTRODUCTION

Microorganisms are capable of growing on a wide range of substrates
and can produce a remarkable spectrum of products. The relatively
recent advent of in vitro genetic manipulation has extended the range of
products that may be produced by microorganisms and has provided
new methods for increasing the yiclds of existing ones. The commercial
exploitation of the biochemical diversity of microorganisms has resulted
in the development of the fermentation industry and the techniques of
genetic manipulation have given this well-established industry the
opportunity to develop new processes and to improve existing ones.
The term fermentation is derived from the Latin verb fervere, to boil,
which describes the appearance of the action of yeast on extracts of fruit
or malted grain during the production of alcoholic beverages. However,
fermentation is interpreted differently by microbiologists and bio-
chemists. To ‘a microbiologist the word means any process for the
production of a product by the mass culture of microorganisms. To a
biochemist, however, the word means an energy-generating process in
which organic compounds act as both electron donors and acceptors,
that is, an anaerobic process where energy is produced without the
participation of oxygen or other inorganic electron acceptors. In this
chapter fermentation is used in its broader, microbiological context.

2 MICROBIAL GROWTH

The growth of a microorganism may result in the production of a range
of metabolites but to produce a particular metabolite the desired

Anexo 44: Ingenieria metabdlica
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Process design for microbial plastic factories: metabolic
engineering of polyhydroxyalkanoates

llana S Aldor* and Jay D Keasling'

Implementng several matabolc engineenng strategies, aither
individualy or in combination, it i possibie to corstruct microbsal
plastic factories to procuce a vasiety of polyhydroxyalkancate
(PHA) blopolyrmens with desirabls structres and matoral
properties. Approaches include axternal suostrate manipusation,
NhitNtor Sadition, recombinan gana expression, host cell
genome manipulation and, most recently, prolein engineeding of
PHA bilosyhatic enzymes. in addibon, mathematica’ modeis
and molecudar mothods con be yaed to elucidate metabolically
engnearsd systems and to dentily targets for pedormance
improvemant.

Addresses

Department ol Chemcal Engneenng, 209 Giman Hall, University of
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J-nyanouybutyrate

l'ulanv«igx nnates (PHAS) form 2 class of natural
poly€itdes that many orzanisms in the environment aecu-
wnnghe form of intaccllular granoles to store carbon
sing eqquivalents, Although the nust well-stu-
PHA is poly(3-hydroxyhutyrate) (PHB), u polymer
“hydroxyhutyrate (3HB), there are over 140 possible
constituent monamers 1], which have been tradinonally

varied applications a5 the manufucture of shampdo bot-
tles, heat seal resing and heart valves, have made 3
polymers prime candidates for commodity and specialiey
commerciyl plustic production,

s hioplas
ries rthar are bindegradable and ure renewable
resoutees, from the standpoint o Jn cmic meta-
bolic pathway cnmnccl. PH# el compounds
for merabolic engineenn, Wo ‘based polyesters,
inchuding polylactic Ml% {a polymer of 13-

Besides the cammercial applications of g’

propancdiol and ez Setd), can have some of all
of theis mnunu:t? ients produced by mictobial
fcrmenmmn F‘ Finlike these bio-hased poly-
mers whi ‘fll, synthesized, PHAs and their
muu(m'd wh r analogs (described below) are
waii uun  polymer assembly and accumulation
ml can be mampulmcd by megabolc
eng ic composition of the biopo-
lymer d‘ on the hose™s PHA symlusc (polymerase)

E on the hydroxvacyl-CoA thioester precumars sups
zd d o the enzyme, which in tuen depend on the meta-
c pathways operating in the cell and on the excernal
» carbon source. The biosynthetic routes w PHA mono-
mers compete with and/or rely on important pathwiys
such as the tricarboxylic seid ((1'CA) cyele, fatry acid
degradation (f-oxidation) and farey acid biosynchesis
for precumors, and mvolve central metabolites such as
acety-CoA and cofactors such as NADPH (Figure 1),
Ulomately, the monomeric composition of the PHA
biopolymer provides the metabolic engineer with con-
siderable insight into the metabolism that was involved
in polvester biosvathcss,

The primary aims of the membolic engineering of PHAs
include controlling different factors that determine poly-
mer material propertics, such as monomenc composition,
chain length and copolymer microstructure, os well as
optimizing vicld, Pathway engincering for PHA prodise-
ton offers the opportunity t synthesize novel polymess
with desirable properties in bow=cost, high-prosductivicy
lermentarions.

In the history of metabolic engincesing, PHAs were
umong the first arger compounds und there is substancial
Ii an this tope meluding some excellent recent

classificd as short chain lenyth (C4 and C5) and medinm
chain length (= C6) hydroxvalkanoates. T'his wide vari-
ety of monomers vields PHAs with diverse matenal
properties that depend on polymer composition. 'L'hese
matcrial propertics, which have proven uscful in such

reviews [2-4.5" 6%, Mants may be the most ceonomical
and environmentally friondly hosts for mass production of
hindegradable, commodity plastic |7]. ‘The metabolic
engincering of PHAs v pluwra was recentdy reviewed
5], However, microbial hosts provide many mose

WWW LT COon.com
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specificity of the CO,fixing enzyme Ribulose-1.5-bixphosphate
carboxybose ‘oxygesase, und the ssociated flow through the
photorespleatory pathway. All these aspects of the photo-
synthetic network have been the subject of recently published
metabolic engineering approaches in model species. Together,
the novel results ruise hopes thut engineering of photosynthesis
in crop  specles  can  significamly  Increase  ugricmltural
productivity.

INTRODUCTION \
The increasing world population and the ral

products for the production of

aldiliton to human wutritioa will

apricultursd productivity i the nest
d n

St

enrichment {FACE) stndied were gmfflemen ted to naderstand
the comeyguences O, increase cansed by the
burning of fossil Dane imporant result of these
stichien s that a® in photosynthesis under these
conditions = trnslah to higher biomass production and
sead vield a 10 lower extent than theoretically pradicted

syt e ity of crops under the preseut ntmosphenc
i be enhanced by genotic manipulation (2.3).

onur crop plants fix CO; according to the 3
(U The photosyuthetic capacty of these plaats
ited by multiple facton depeadent on the covironment.
Titler conditions of kigh CO; supply and sufficient illeming-
jon, (e activity of Ribulose-1.5-bispbosphate carboxykese/

ta ¥

*Caresponduy eateee r=al rpis
¥ Pl davited papee b et of e 5
€205 Die A wthean. Spzpmd O

e W e P T —
= Pruc P i

WA besain

\\)?‘
&

iom, Rubisco Is
ble of fiuing o

oxygenase (Rubisco) often Hmits car

no eaceptiomally slow sazyme and

few CO; molecules per d quantitics of the
enzyme are regiired (o prod! gt amounts of carbo-
hydeaes for plant Mmmkm roguirements of the

<2l making Rubisooghe protain in the world
(5), Besides the iy, oaly past of all Rubisco
Proteis are actva ylation, the covalent addition

of a €Oy m sidz chain, and the subsequent
hinding. of Wa (67). This further reduces the
oa capacity of the plant. Parts of the
reduced carbon are lost from the plast
beca also fixss molecular osygen instead of €O,
and 1h of the roxction products of Rubisco
activity in the process of photorespimtion inchudes
s relense step (8], A stmospheric CO, concentrations and
mre of 25°C. approximatily one out of five catalytic
ents 5 an oxygesass reaction (9). This ratio dearly increasey
if plants are esposed to drought and beat becanse the
specificity of Rubisco for €Oy @ well a3 the solubility of
CO; trefative 1o Oy) in water decrease ot higher emperatures.
The closure of stomata under such conditions resulis in
reduced OO, supply while oxysen @ constantly profduced i the
light reactions of photosyuthesis. This further favors the
onygense reaction of Rubisco (101
Beside these inadequicies of Rubisco, photosynthesis is also
often limited by regencsation of the €Oy accepior molecule
nbulose- 1, 5-bisphosphats (RuBP) in the photosynthetic carbon
reducton cycke (PCRC) or “Calvin cyele.” This ather relates to
the acuvity of some enzvmes of the PCRC (11) or to the
provision of eaergy and reducing equivalents from the photo-
synthetic electron transport chaim, The latter aze required for the
reduction of the fied carbon molecule from o high oxidation
state i €0, to o low oxidation state in carbobydrates
In this review, we ize Tecent bolic engineering
appronches that addeess all the lised limitations of photo-
syathesis in O3 plants, An overview of the processes targeted in
thie different studies 18 given m Fig. 1. Background to much of
this work has been excellently reviewed recemily (2,12) and is
thersfore only bnefly discussed here, Although most of the
experiments havo bees performed in model spevies and oot i
crops, the results provide good evidence that modification of
components of the photosynthetic system by gene technology
Can assist broeding of crops With improved biomass prodece
ity and/or visld.
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Abstract  Microocganisis bave become an increasingly  Introduction ¢ O
fmportant platform for the production of drugs, chemicals,

and biofuels from renewable resources. Advances in pro-
1ein engineering, metabolic engineering, and synthetic biol-
ogy cnable redesigning microbial cellular networks and |
fine-tuning physiological capabilities, thus  generating il vulue-added compounds include many
industrially viable strains for the production of natural snd itib anticancer drugs, amino acids; organic
unnatural valse-ndded compounds. In this review, we ids. s, industnal chemicals, and biofuels, Com-

< a 1

describe the recent progress on engineering microbial o synthetic chemistry methodologies, microbial bio-
torles for synthesis of valued-added products ine i has several advantages. First, it avoids the use of

alkalokds, terpencids, flavonoids. polyketides, non-r metals, crganic solvents, and strong acids and bases,
somal peptides, biofuels, and chemicals. Relal os thus allowing the synthetic process to take place through an
lignocellulose degradation, sugar utilization, environmentally benign route. Second, enzymes usually
tolerance improvement will also be discu have a relatively high substrate specificity, wiach helps
reduce the formatson of byproducts, Third, some com-

Reywords  Synihetic biology - M i ing pourkds with complex structures already have natural syn-
Microbial synthests - Value-added atural thetic pathways while establishing chemical synthetic
products - Fuels and chemicals’ routes for fhese complex compounds is very difficult
Q Finally, metabolic engineering offers ways to further

improve the yield and productivity of a targe! compound

novel derivatives.

1t is straightforward to thnk-about directly extracting
matural products from their native producers. However,
most of these native producers are not cultivable in the lab.

O@ while combinatorisl bicsynthesis allows the creation of

Jing i Shwo conmibuted eqanlly 1o thas work. oratory and many microorganisms grow very slowly and
: produce minute amounts of the target compounds. It has
Zisiat -1 Zino been estimated that cnly 1% of bacteria and $% of fungi

e R D Tt Bl have been cultivated in the laboestary [16, 26, 27, 6. Even
1L 61801, USA ' when it is possible (o cultivate the native produicers, their
growth conditions have 10 be extensively optimized. In

Zhao (C1) ) additicn, due to the lack of genetic tools to manipulate
m.“ v “'” o:u:" l-m“wlﬁl“\:i::fyﬁh i these hosts, it Is very difficult to improve the product yield
ot Urtwna- Chumpaign, Urbans, IL 61801, USA and productivity. Therefore, well-characterized microor-
@ noadl 2heoS @01l ode ganisms that can be used as umiversal platform organisms
£ springer
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Abstmer. Overaccumulation of

reported in numercus plant g n
extreme environments including. [igh soil salin:
ity. Proline 1 widely regarded * tifunctional
stress-regulated  molecy rong  correlations
between proling a cry und plant osmotic
and salt soress have been dommented
n different & ently, an emphasis has
also been: give mg s role in offsetung

the cell imb CEs
during abiotic stresses, Several
it e been made to incredse the accumy-
@dﬁs versatile proteinogenic amino acid
ants

by mansferring genes assoclated with
ine metabolism and for finding the correls
ton between accumulation and osmotic and sale

tolerance i transgenic plants. In recent times,
several attempts were made 0 overexpress vart
ous proline biosynthetic pathway genes such as
A'-pyrraline-S-carboxylate  synthetase  (PSCS),
pyrroline-S-carboxylite  reductase  (PSCR), and
ornithine-Bammnotransferase  (OAT)  (involved
in synthesis) and o downregalate proline dehy-
drogenase (PrlH) and pyrealine-S-carboxylate
dehydrogenase (PSCDH) (associated with pro-
line degradation) (o enhance camotic and alin-
iy stress tolerance. This chaprer focuses on the
current understanchngs of various aspects and the
roles profine pliy not only i imparting osmotic
and salt stress tolerance to plants but also i devel-

opmental activities,
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ARCHAFABACTERIAS HIPERTERMOFILAS: VIDA EN EBULLICION
Patricia Gomez Fernindez' v Maria Pérez Ruiz '
Tutor/res: M* Teresa Cutuli de Simon®
* Facultad de Veterinaria. UCM.
* Departamento de Sanidad Animal Facultad de Veterinaria, UCM.

RESUMEN

En las ultimas deécadas, :ebmdescubmfomasdemdaconhapxﬂadde
sobrevivir en ambientes extremes: las drchaeadacierias. Filogenenamm == en:udnn
dentro del dominio 4rchaeadacteria, separado de los dominios: Encanayh&avkna Estz
uzbajosecmmaqudhsquesobmmmrmgodemmmemﬁ'Cyl“l'C
Hamadas termofilas ¢ hipertermodfilas Para sotmvmrmqmmumismosdeadaptan
quemcluyupamm!mdadsquepammconfemeﬁabxhdﬁma sus estructuras
(parad celular ¥ membrana citoplasmatica) ¥ a sus bwmoi&ulas (ADN, proteinas, etc.). Se
han encontrado muchas ammdadesun}esemdmalﬁd!estos MICrOOTZANISIOS ¥a que
cumplen ciertas ventajas por realizar biocatalisis enmud:aonesememas.quempoum
incremento de la solubilidad de los sustratos’ péliméricos. disminucion de la viscosidad.
incremento de la biodisponibilidad, aumanﬁ‘i!e! matic de welocidad de las reacciomes ¥
dispunucion del riesgo de contaminacion.

Palabras clave: thhaoabqtﬁa:. h;pemrmoﬁhs enzimas termoestables, condiciones
extremas, aplicaciones mduStmiales Archaeas.

INTRODUCCION

En la2s ulttmas decadas, los mwestizadores han descublerto formas de vida capaces de
sqbnuiyiruambwmesemmsdempmmn.presiénhnmedady solutos de entra las que
cibe@emxahsAnhmbacuﬂa:.mwdemicmgmsmosdemdeme
,descubrmisnto ¥ que da una vuela de merca al concepto de vida. de habirar y de extremo.
_Estos orgamsmos. hasa el momento inocuos, han demoswmado poseer importamtes
caracleristicas Que pueden ser aprovechadas por los seres humanos en gran cantidad de
actividades y la investizacion acerca de que nos puedan aportar esta lejos de haber terminado.
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Review > Ann Rev Mar Sci. 2011;3:347-71. doi: 10.1146/annurev-marine-120709-142811.

Microbial metagenomics: beyond the genome

Jack A Gilbert 1, Christopher L Dupont

Affiliations + expand
PMID: 21329209 DOI: 10.1146/annurev-marine-120709-142811

[2 Full text links m

Abstract

Metagenomics literally means "beyond the genome.” Marine‘microbial metagenomic databases
presently comprise approximately 400 billion base pairs of DNA, only approximately 3% of that found
in 1 ml of seawater. Very soon a trillion-base-pair sequence run will be feasible, so it is time to reflect
on what we have learned from metagenomics. We review the impact of metagenomics on our
understanding of marine microbial communities. We consider the studies facilitated by data
generated through the Global Ocean Sampling expedition, as well as the revolution wrought at the
individual laboratory level through next generation sequencing technologies. We review recent
studies and discoveries since 2008, provide a discussion of bicinformatic analyses, including
conceptual pipelines and sequence annotation and predict the future of metagenomics, with
suggestions of collaborative community studies tailored toward answering some of the fundamental
questions in marine microbial'ecology.

Anexo 50: Aplicaciones metagenémica
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Tabla 1. Aplicaciones biotecnologicas de microorganismos en la historia de la humanidad.

Aplicacion Zona geogrifica Bibliografia
Fermenracién de granos de cercales para producir una

Aldea neolitica de Jiahu en
bebida alcohélica

> McGow e
tic: 7000 2C 1cGovern et
China

al., 2004 (2)

Fermentacion de granos de cereales para producir una

Montanas Zagros del norre de
bebida alcohélica

McGovern et al,
2004(2)

5400-5000 aC
Mecsopotamia.

i = z McGovern et al,
Indicio de la produccién de vino Tepe en Mesoporamia 5400-5000 aC s

1996 (2)

2 2 2 - 5 < o Valamori et al., 2007
Indicio de l1 produccion de vino Dikili Tash en Grecia 5000 aC: S

(3)

% g . . - . Borneman er al_,
Produccién a gran escala de vino China, Mesopotamia y Grecia S000 a.

2013 (§)

Produccién de pan con levadura

Egipto 2000-1200 aC Samucl, 1996 (5)

Aplicacion ‘ona geogrifica

Asia, Mesoporamia, Egipeo y Sheard y Legras,
Pricxicas de fermentacidn -

Vigjo mundo 2011 (6,

1 agricoks- industdal d¢

Lille

Produccion de akohal & base de rex

Gal, 2008 {7
Aspclacida de microorganismos con enfermedades y , 20
o oo N " Pasze 2002 (8)
proponikndo méts vacunacién como los atilizados Nouilly.le-Forr, Prancis

- ; . Plorkin y
coners o dntrsx (1881) y L rabis humana (1885

2011

" ) Primera Guerra
{ gliceral para la fahncaciin de explasivos

Muncial

Produccién a gran sscala de penidifing poe Femi Londres, Reino Unido década de 1940 | Newshal, 1993 (11)

Jacob eral., 1960
. Final de 1s (12); Ames
de prlocests adusirales basadas en %
. Sepunda Guerrs | Manin, 1964 (13);
microonganismos ¢ a
& Mandial Holloway, 1969

Obzenclon de una putente {Ansnda Chakrabarey) apastis
g€ unawriante de Preudomonas punida que es chicax en
1 < L . ¥ s X Decada de 1980 | Hol
Idigestih de compuestas enconrados en derrames de

pesriden crude

Smish y Nathans.
3 (16} ; Arber
1974 (1

Analisis de endonudiersss bacterisnas que hidrolizan ef

"
Ginebra, Suix
ADIN de los virus que invaden estas microorganksmos SRR LR

Principios de ks

década de 1970

senétics de Escherichia coli pam ) . . et
5 Limerick, Erlanda década de 1970 Waksh, 2012 (18)
produccidn de insuding armificial

le cibulas de T i Cobeneral, 1973
Construccidn de céfulas de E. coli quiméncas e - 2

Californks, EE. UL Decada de 1970 19} . Berg y Merte

conteniendo ADN de Xeng . R e B, D

2010120
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Aplicacién

Adslumiento de una ADN polimersa termeesiable de la
hacreria Thenmus aquaticus: Reaccidn en cadena de 4
palimerasa (PCR)

Zona geogrifica

California, EE. UU

Bibliografia

Chienveral, 1976
(21); Sasld er o,
1988 (22)

Manipalacién gendsica de microorganiamas

Francla

A partir de la
décads de 1980

Simon y Chopin
1988 (297, Olsen,
200624)

Descrubaimuento de Archeas a partir de 165 tRNA

Estados Unidaos

década de 477

Woese y Fos, 19
£25); Woesc eral,,
1990 (26)

Las hacterias RCP nenen nus PequUeHos ¥
compasiciones ribosémicas musuales; ademis de careces

de muserosas vias blosineéncas

California, EE. UU

Brown et al.

e

Las bacterias DPANN se ha definido como una funcidn

de Ls capacidad merabédica

California, BE, AN

Rinke et al.,
201 328) : Casrelle

eral, 2015 (29)

Descubnmienco ded  grupo bacressano Candidae Phyl
Radiarion (CPR) v Archacs supecphylum DPANN

Uppsala, Suecia

(Spang and Erema,
2016 (30)

Descubamiento ded papel bicsecnoldgice demuchas

arqueas, como Halohacrenum, Pyrogotaus

Thermococcus

Estados Unidos

2016

Coker, 2016 (31),
Wadiree - Sinartha ex
ad. 2016 (32)

Descubrimiento de PGPME, microorgunismos
promotafes del crsclmien o vegeral,

Estados Unidos

Coker, 2016 1(31),
Wiaditee-Sinsarrha et

., 2016 (32)
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Tabla 2. Preparaciones er

ticas @ partir de microorganismos y su urilidad.

Prepacacion ensimitics Microorganismo de origen Utilidad

Documentado por

P 0 Omemu ex al., 2005 (50) ; Djekerit
Mejora en 1a peeparacidn de

) Diakhmouche ec al. 2006 (51);
. Py mass par harnear. y permine D%
Amilases evgiliier niger. Huctllves subeslss P I Adejuwon er al., 2015 {(32); Mass et

L adguisicidn de alimentos o 0 B
’ al, 2016 (33): Salman er al, . 2016
precocinados

124)

Faciliran b cecuperacidin de
enzimas, Fidndlisss de b )
Produccifa de lipasas oL : Rodrigues y Femidndez-Lafuente,
g r y Rivizowscor miehel gram de la leche, mejocando AT R
extracdulares , x 2010 (55); Messias et al 2011 (56)
k aromatizacién de los

productos Lcreos

Produccida de tipasas Mejorambento del aroma

2 A wiger y Rivkzowesse miedvl kas bebidas v ls calidad de
extracculares !

de
L

Sharma'er &1, 2001 {57)
marganina y L nuyoness

Culrivos de hongos -
PITIE Clarificacion de jugos y 1a
filamsensoscs: Cladasporium g ASES & .
et reduccion de L viscosidad Andersen eral, 2

Ipfaacrocpe ruram, Sencilivm

Trichod Degradacidn de la biomass
y Thi

Produccidn de celulasas y 6) (59)

Ismail ez al., 2016'(59)

pectimasas

y
Vepom:
vivide ¥

Inmonilizacidn de celalasas

y pectinusss coximas en z > Mareo ex al., 2007(60) ; Sheldoa,
Hoagos ilamentosas Uso en feacrases inglustriales

sOportes pr

2007 (61)
marrices de polimesos

Aramas narurales v aroauas A niger y Pyenpira Cotidricos, jabones, velis y

Caroll er al,, 2016 (62)
para alimentos cinndbogr vus alimentos

- Saborzante de alimentas,
A, niger y Pycnopaga

Sintests de vainillina a parrir de salvado de malx

LTNIRATAT

Moeessen e al

sutoclavado

Preparacidn enzimitica Microorganismo de origen

Documentados pos

Mejorar Ls calidad y el mabar

~ de la bebida, ya que aumeann
Fermenzacian dél caté

levadisras del génem Puck 5
k l peoduccidn del aceraco de

iscamilo de sabar namaral

Lonverir enximancamense

precursores baraces, como
Slntesis @e acetoina la glucasa o el ghicerul, en Nielsen e al

2010 (65

COMPUSSIOS SI0MALKOR

COLIOS0S




Anexo 55: Aplicaciones biotecnolégicas en la agroindustria

Tubla 3. A

0 o mgrebnadinn i

M fae, 1903 (07)

Puwvtinie canalicalan

W ehnrengtens (W

‘ Avuinn wn
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GHON A

fat (olage
Cry pu 14

g VA I RN

I T prosspsugmecthn b |

it e, o o b syt
hulrwers fo.

taphddprerny

Microorganism,

Efecto

Baculoy

15 infectando orugas y
huevos de plagas como Spads

Reducion de las pérdidas agricol
causadas por esza oruga, especialmente Popham cral, 2016421)
fru en ol maiz

Estos sc utilizan con mayor frecuencia
Hongos patdgenos de insectos contra bas orugas foliares en
: gnp = & e s Sarwit, 2015b (72)
Beay Metarhiziam y Paeci invernaderos u otros lugares &
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Medosdogym.
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s sintesis de
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Myrothecism verr 1 desarrollo y eclosion de huevos)

Twomey et al.. 2000 (74)
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Khaledi y Tahen, 2016 {81
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< al., 20
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5 (83) : Sakhandani et al.

2016 (84)
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Anexo 58: Microorganismos y biocombustibles.

Produccion de etanol de segunda
generacion obrenida de biomasa

lignocelulasica

s fl”!.‘ﬂ i

Se necesitan mejoras para que la
h:cnnl.&::s:u sl economicamenste
competitiva
Se ha identificado tolerancia al icido
acetico (inhibidores de los hidrolizados

de lignoceluloss)

Tabla 4. Microorganismos y biocombustibles. Se presentan los productos y servicios, anotaciones clave y la bibliogmtia dond

Lizo e al., 2016 (99)

Meijnen et al, 2016 (96)

de

Biodegradacion de crudos

Preudomona spp

Ostos, e al (97)

oducto y servicios

[)cx‘l.‘bnmicnm JL‘ s.li somerasas

fum.lmulca dC xilosa

Dier

nucvas S(’V.ldll.'.l\ capaces tlL‘ f\'rmunu:

M1 COMmo :(\l;l'.ld{l l.l creacion (]E

azucares de 5 carbonos (C5), asi como

azixcares de 6 carbonos (CO)

liografia

Kiryper et al,, 2005: (98)

Levaduras capaces de fermentar
szicares de § carbonos (C$), asi como

aricares de 6 carbonos (C6)

La cofermentacion de aricans 5
con jugo de cana puedé produgis
hasta un 37% mis de ctanol ecn

fermentadores de primera gehgracion

Losordo et al., 2016 (99)

Produccion de eranol de segunda

peneracion.

Mejoras graéticas de 12 levadura,

prospeccion de nueyas fuentes de

Ll'hllnu. como b ‘]\'lk‘:l]lllli Y l(l\
residuos de cultivos (corteza de

L'IL:AL‘PI’O, maiz v ascans L’L' armoz

Mclntosh ex al., 2016 (100)

nitrageno, H2S, y trazas de otros gases
producidos por ks digestion anaerdbigh
(AD) obtenidas de la conversion

microbiana de la biomasggd

Biogis: combinacion de metano, CO2,

U C&)ll(‘\‘jnlx no \4)}‘“ k)»\ ConNsoOrcios
mittobianos involucrados en este
proegso e limitado debido a la fala de
daros Rlogeneticos y metabélicos sobre

CILOS MICTOOZANISMOS

Appels et al., 2008 (101); Wirth er al.
2012(102) ; Chojnacka et al., 2015
(103)

Producciofi de biogas

Proteobacterias, doroflexi, hrmicates,
bacteroidetes, actinobacterias,
bacrervides, acidobacterias v

CSpinogquetas

Chowari ec al,, 2005 (104) ; Chomacka
eral, 2015 (103)

Praduccion de biogas

Metanogenic Archaea; como
Methanosarcing bavkeri, M. frisins y
Methanobacterinm formacicum.

No se conocen los genes que controkan

estos sistemas con alta ehaencia

Satpathy et ak, 2016 (105): Goswami
eral, 2016, (106)

-———————




Anexo 59: Microorganismos y sus metabolistos

Tabla 5. Microarganitmas y compuestos quimicos, Se presentan los compuestos

Compuesto quimico

El acido citrico: aditivo alimentario

por fermentacion de glucosa, melaza

de remolacha, melaza de cana o
almidon de maiz.

':“‘l!;lﬂ!:l’)ﬁl dl‘llld{' b TLT‘()".L.

Microorganismo

A niger

imicos, microotganismos asociasos y b

Autores

Adham, 2002 (107) ; Tkram-ul ez al.,

2004(108); Wang er al., 2016 (109)

<'\lell :JLII\(.‘

Lactebacillas spp. cultivado en
suero ampliamente utilizados en las
industrias alimenmria, armaceutica,

de cuero y eextil (productos
biodegradables y polilacticos
biocompatibles)

Gao et al, 2011 (110) Hokyendahl v
Hahn-Hagerdal, 2000, (#91)

Aado lictico

Rhbizopussp. en condiciones aerdhicas
en medso rico en glucosa y con
cantidades limitadas de nitrégeno

Papagianni, 2004 (112) ; Fueral,

2014 (113)

Compuesto quimico

Acido licrico

Microorganismo

Fermentacion de Saccharemypors
crrevisiar en medio i base de glucosa y

juge de cana

Autores

Saitoh ez al, 2005( 114) ; Valli et al.
2006 (115)

Produccaén microbiana de acetona y

butanol

Genero Clossridium

\‘(.xny_ eral,, 2001 (10)

Fermenucion del glicerol

Bacterias del género Clostridium o

J‘.I\'fl‘lhlt'll‘l’ll!tﬂl‘

Sintesis de 1,3-DOP micrtbiana
para generacifin de polimetuos
biodegradables y para obrener

'A’!'\'C“’L‘S‘ ;\Chx‘d‘b' x{hf‘l\'n‘

u*.ri;cmgglxmu y poliésteres

Microorganismos modibicados
peneticamente: Genes de bacterias
patogenas, talex como Chtrobacter

freundii v Klehsiella

Bichl et al, 1999 (116)

eral,, 2015 (117)




Anexo 60: Microorganismos con aplicacion ambiental

Tabla 6. Microarganismos v teenologia ambientl. Se presentan los microorganismos, la atilidad asociada a los procesos de

tecnoogia ambiental y la bibliografia donde se repora

Bacterias acrobias heterotréhcas o
autorrofas, actinomicetos, coliformes
fecales y termohlos, ast como levaduras

y otros hongos

Pracesos de composaje de desechos
solidos, la temperatura deterina tipos

nncmhunm Vv 1asa Xllti.lhﬁ:k.l

Beffa ex al., 1996(119); Tiquia et al.
2002 {120); Hassen etal., 2001 (1215

Uso directo de enzimas microbianas;

Las lipasas

Tratamiento de efluentes industriales
qUL' h(l"lik'nl:ﬂ prinup.l]nh:!llc

lny‘il;‘l.'ﬂl.il 1%

Jamic et al., 2016 (122); Hasan et al.,
2006401 8).

Microorganismo

Aumento de la biomasa de las
plantas o sumentar los rendimientos
de producros de interés agricola o

farmacolagico

Utilidad

Mejora de la nutricion de ks planras;

la proteccion de patGgenos la
tolerancia al esirés y el suminittro de la

estructura del suclo

Biliograha

Boyer exal., 2016 (137) ; Gabriele
etal., 2016 (138) ; Kohl et al, 2016
(139); Smith y Read, 2008 (140).

Biofertilizantes: honpas micorrzicos

arbusculares (FAM)

Produccion con baje consumo de

productos guimsces

Lanfranco er al., 2016 (141)

Tecnologia de micorrizas

Aufneptas Babandancia y diversidad
de las FMA y, en consccuencia, la

ehiencx de la produccon de cultivos.

Rillig eval., 2016 (142)




Anexo 61: Microorganismos con aplicacion ambiental

Microorganismo

peroxidasas, fenoloxidasas,

fenoloxidasas

Usa directo de enzimas microbianas

dz.‘xlf‘cluxn ¥ compuestos simlilares 3

Eliminacion de contaminantes

presentes en las aguas resid

Biliografia

Durin y Esposito, 2000 (123)

Las peroxidasas, polifenal
oxidaws y tirnsinasas obrenidas de

microorganismos como J ryringar,

myces ramesus y Agaricus bisparus

Eliminacinn de fenoles, hifenoles y

clorofenoles

Tatsumi ex al., 1996 (124) ; lnng et
al., 1998 (125) : Akay ex al., 2002
{126) ;: Kampmann eral., 2014 (127)

Las lacasas de 2 commanu

Degradacion del benzopireno

Rama ecal, 1998 (§28).

exoxidasss de manganeso de
Phanerochacte .';'r,v,‘:;‘p.vrru m.

omt frowardii y Phlebia rad,

Eliminacion de bgnina en lagaguas

residuales

Hofricheer eral . 1999 (129) ; Kunz
eeal, 2001 (130)

Celdas microbianas que wsan
electrones donados por sustratos
orginicos de bajo valor, contenidos en

los desechox (MFC)

Tratamienra,de desechos salidos o

incluso aguas residuales

Pendyala et al,, 2016 (131)

Bioflm BAC carbono bablogictmen:
activo (BAC)

Mejorar b purificacion del agua
potable: biodegradar las canotoxinas
y sustancias orgnicas que pueden
cambiar el sabor y el olor del agua

potable

Simpson, 2008 (132); Brown y
Lauderdale, 2006 (133).

Bigpolimeros: polihidroxalcanoatos
(PHANy los nids conocidos entre ellos
son poli {bea-hidroxibutirato; PHE)
poli (beta-hidroxivalerato; PHV) y poli

(hidroxibutiratoco-valerato; PHB V)

( .|;pruvi"us necato: acumula

sproximadamente el 80% de s masa
seca en of polimero v utiliza diferentes
tipos de sustratas, como gl

2,

fructosa y glicering en bruto

Philip et al., 2007 (134); Figueiredo ex
al., 2014 (135); Mohanty ecal., 2000

{136)

Microorganismo

A > de la biomasa de las

plantas o sumentar los rendimientos
de producros de interés agricola o

farmacelogico

Mocjora de la nutricién de ks plantas,
la proteccion de patd
tolerancia al esmrés y el su

estructura del =

Biliografia

Boy
eral.,
(139),

al
116 (

016
38) : Kohler al_, 2016
Smith y Read. 2008 (140).

137) : Gabricle

Producciaon con bajo consumo de

productos quimscos

2016 (141)

Tecnologia de micorrizas

Aumentar b abandancia y diversidad
de las FMA y. en

ccuencia, la

3

tencix de la prods de cultivos.

Gon

Riflig ev al., 2016 (142)




Anexo 62: Microorganismos con aplicacion medica

Tabla 7. Microorganismas y recnologia médica. Se presentan los microorgamismos; b utilidad 2sociada a los procesos de tecno

logia ambiental y 1a bibliografia donde se reporta.

ICroorganismos

Introduccion de la bacreria Wolbachia
como un endosmbionte del mosquito

Acdes acgypei

Controlar la propagacion de vectores
parasitos como los de los generos
Acdes y Anopheles; reduce la vida weil

del mosquiro

Bibliografia

Walker et al,, 2011(143); Cook eral.,
2008 (144) ; Turley ex al, 2009 (14585
Bian er al, 2010(146)

Mosquitos que contienen la cepa
1 f

Wolbachia wMelPop-CLA

Reduccion de aproximadamente
el 50% de la supervivencia de las
hembras en comparacion con los

mosquitos sin la cepa

McMeniman gx al. 2009 (147)

Activacion de las endotoxinas (Cry
y Cyt) producida naturalmente pos
la bacteria B. thuningiensis serotipo

israelensis (Ba)

Prevenir la proliferacion del weetor
del virus del dengue. Estas roxinas,
san cristales inactivos que cuandé s
ingeridos por las karvas de Aedes,, son
solubilizados por proteasagfintestimales
lisis celular, septicemiay piuerte

Gill er al, 1992 (148) : Mohiddin
exal., 2016 (149) ; Setha ex al,
2016 (150); Paris exal.. 2011, 2012
(152,153) ; W er al., 2016 (154);
Durbin, 2016 (155) ; Pitisutrithum y
Bouckenooghe, 2016 (156)

lipos de vacunas

v acunas J!L'lek&él‘ O vivas

escripaion.

ipcion

Utilizan patdgenos atenuados

Vacunas inattivadas

Contienen patagenos completamente inactivados o Faccionados o solo

componentes antigenicos de estos patogenos, subdivididos:

2 vacunas de subunidades

Utilizan proteinas, pépridos o dcidos

nuclescos como antgenos

B3 roxoides

Usan roxings pardpenas inacrivadas como

antigenos

B4 vacunas de carbohideatos

Producidas s partie de polisacindos,

aligasaciridos y ghicanos

B3 vacunas conjupadas

Tienen polisiciridas combinados con
proteinss de transparee

Vacunas de ADN

Contienen F?:R‘ﬂ‘i(}lﬂ \'llll.' connenen genes quc Ll'ltl:':l\,lﬂ .Ifl!ll[(ﬂ('/."

Iﬂﬂ'nl“lﬂt"c nicos

Vacunas recombinances

Contienen virus disefiados para transportar genes que codifican antigenos de

otros virus que causan enfermedades.




Anexo 63: Vacunas

Tabla 9. Caractenisticas de las vacunas inacrivadas; vacunas de subunidades, toxoides y carbohidratos

Vacunas inactivadas

Vacunas de subunidades

Caracteristicas | Referencias

Estmuladores efecrivos de Las respuestas inmunes humorales

Nabel, 2013 (157)

R(\illi(mﬂ dﬂ'nl\ lﬂlllll"lk".a Fll.l IJ ll'n“lll"lm Jd l.l.'!:() Pl}l(‘, Va que no estm ll[.ln IJ
produccion de inmunoglobuling A (IgA) o respuestas de cilulas T civotdxicas porque ¢l

virus no lo hace

Nabel, 2013 {157)

Actualmente disponibles para la heparisis A, la rabia, el colera, la influenza, la
poliomiclitis (Salk), ka ficbre tfoidea v fa tos ferina, Sereprococcus pneumoniae, virus de

ks hepatitis B, y VPH (upos 16 y 18 representan aproximadamente el 70% de o casos).

Bobhala v Hook 20167158);
Reed v Schmudéeral , 2016
(159); Gillisorfer al., 2008
(160) Reden’y Wu, 2006
(360)

Son poco reactogénicas, bo que es una ventaja en terminos de etectgs advenos »

deventaja en términos de estimular respuestas inmunes potentes y dufaderas

Bobbala ¥y Hook, 2016 (158)

Requieren la administracion conjunta de adyuvantes chcentespams activar y modular las

YL'\"\IE)LL‘ inmunitarias

Reed y Schmidt eral , 2016
{159)

Son ms seguras porgue §a virulencia de bos organismos Wmuentos no se puede reverti

Vacunas de toxoides

Nabel, 2013 (157)

Caricteristicas I Bibliografia

Estimulan la respuesta inmune medigafe el uso de toxinas patdgenas inactivadas como

antigenos

Nabel, 2013 (1

l'l lllith$ ;YJXJ E' terunos, h ;ﬁi:[{lj y Cl anirax

Las vacunas de carbohidratos

racterise

Las respuestay de defensa del huésped e estimulada por los los receprores de
feconpcimiento de glicocilix (PRR)

Nabel, 2013 (1

Bibliografia

Astronomo y Burton, 2010
{162); Pifferi e al., 2017)
{163).

lJ hﬂh I"nlﬂnl)t"\'xlll’.d)d cx un nhu.hu!n H“'\)r[.‘n(f PJI’J IJ 'Jhn;,)l.l(l" dC vacunas
de carbohidratos, v debido a 1a falta de proteccion uunun(){('vg»..x a largo pl.uu. Pocas
de estas vacunas estan disponibles comercialmente en b actualidad: vacunas conra

Salmonella tyvphi v Neiseria meningitides

Keitel ex al., 1994(164) : King

eral, 1996 (165)

Los enlaces covalentes tradicionales entre las carbohidratos y las proseinas portadoras
s¢ han utilizado para aumentar las respuestas inmunes a los antigenos polisaciridos,
obteniendo asi vacunas conjugadas

Nishar y Andreana, 2016
{(166).

Las vacunas de proteina-polisacirido inducen memoria inmunoldgica, una proteccion
que dura mas que la inducida por el uso de antigenos polisaciridos simples. Las vacunas

conjugadas ya se utilizan acrualmente en el control de Haemophilus influenzatipa By S

[)I"IL'LHHDI‘ILA(

Knuf et al, 2011 (167) ;
Frenck v Yeh, 2012 (168) ;
Pichichero, 2013 (169).




Anexo 64: Vacunas

Tabla 10. Caracreristicas de las vacunas de ADN.

Las vacunas de ADN
ardcteristic

Consisten en un plasmido de expresion que contiene genes que codifican uno o mas

antigenes inmunogenicos de interés

Robinson, 1997 {170)

El uso de promorores virales mejora I expresion génica y mwjora la estabilidad del

ARNm relacionada con la sintesis de antigenos

Robinson, 1997 {176

Actualmente se estudias nueves adyuvantes inmunologicos y métodos de insercion de

este material en ks cdulas ded organismo huesped. Ls investigacion microbiologica se

han centrado en el VIH, la hepartitis B, la hepasitis C, b influenza y ol VPH.

ticet ald 2076 (171)

Insercion con aplicaciones potenciales en humanos -hiobolistica (en estudin

179

Fymanetal, 1993 (
Brouillette er al., 2016 {1

Administracion intradérmica sin agujas del plidsmido de ADN (estuilios e primates)

Rao et al., 2006{173)

Tatuase intradermicozen of cual d plasmudo de ADN se envia a la capa epidérmica
i pacp

atilizando miles de invecciones estudio).

Becker ex al., 2008 (174)




Anexo 65: Vacunas recombinantes

Tabla 11. Caracteristicas de las vacunas recombinantes.

lJ\ vacunas ln.'nmbin.uuc: |‘1Ene'it1\'

Se preparan a parrir de virus disenados para mansportar genes que codifican antigenos
de otros virus que causan enfermedades para su expresion en o huéped despues de |2

inoculacion

2000 (175)

12 inmunidad se atribuye a la capacidad ded virus recombinante para expresar el gen de
interés en niveles altos dentro de las celulas huésped

He er al., 20004475

ll)\ yecrones \'lTJICS unlu.uhu para esc pl’(lpﬂ!lll) 3 arcnuan, son immnsecamenre

Wguros

Los virus con mayor potencial para la produccion de este tipo de vacuna son agquellos con
, 4]

un g(l)( MTLE eXTenso

He er al, 20000175)

He etals2000 (175)

Tabla 12, Caracreristicas de los anticuerpas fnofioclanales

Anticucrpos monoclonales (mAby).

Cardcteristicas

repertorios de fragmentos de anticuerpos de dominio vagidhle (SéFvs) de una swola
cadena, fragmentos de union a antigenos (Fab) o anticustpos dé dominio (Dabs) en sus
superficics

Bibliografia

Emplea microorganismos, comn fagos, levaduras, bacterfas y Wipts, para mostrar

Cartes, 20006 (176)

Pueden obtenerse directamente de las células de memora B de pacientes infectados con

virus o de células de linfocitos de raton

Marasco y Sui, 2007 (178}

Se han atilizado para el tratamiento de eftfermedades infeccions.

Palivizumab, un anticuerpo moneclonal neutralizador del virus respiratorio humano
sincitial (RSV) que blogued i seplieacion del virus

The IMpact-RSV Scudy
Group, 1998 (179)

Kummerfeldr, 2014 (180)

Raxibacumab, qué evitadiuni®n ded antigeno protector de la toxina del dntrax a sus

receptores en las celulas hugsped

Baldo, 2016 (181)

Representan gna de las mayores clases de farmacos en desarrollo, y entre 2010 y 2014, 1
de log $4 farmaces proteicos aprobados fueron mAb (31.5%)

Baldo, 2016 (181)




Anexo 66. Productos biofarmaceduticos

Tabla 13. Producto biofarmaceutico, utilidad y bibliografia asocada.

‘roducto

Teixobactina

Capaz de eliminar el SARM
l.\liph\"{")‘;\')\'\'llﬂ durens resistente 2
la menicilina), se -Jm!:c a los lipidox

esenciales para el mansenimiento de la

parad celular bacteniana

Borghesi y Stronan, 2015 (192),

lﬂ‘rlll”l.l hunuzu

Ohbsenida por expresion heterdlogs a

traves de E. coli |, para of tatamiento

de Ia diabetes tipo 1 y tipo I1 ( FDA
1982)

Chumnanpuen et 4, 2006(189)
Sanchez-Garcid ex al . 2016(190)

Producto

Hormonas (clcitonina, bormona
paratiroidea, hormona del crecmiento
humano, glucagon y somatropina),
unterferones ¢ interdencina por

proteinas heterdlogas de E. coli.

Utilidad

El 30% de las proteinas gécombinantes
le'.')nl\l!‘lk'\ on '.'l lnl.‘f\_i\i() w rr“d“‘-fn

actualmente en ssstemas procafioticos

Bibliografia

Ferrer-Miralles et al_, 2000(191);
Owverton, 2014(192)

4-hidroxiberzoato, ks tirosina v la

fenilalanina

1,777 producto¥fio mativos de E. coli
, e Jos catales 279 pienen aplicaciones

comerciales

/.h.mg eral, 2016(193)

Insulina, anilogos de insulina
y glucagon, hormonas, vacufas
(antigeno de superficie del virus de
b hepatitis B) y particul# similares o
virugfVIP)

Obtenidas de S coremin

Ferrer-Miralles et al_, 2009(191)

Sintesigbiplogica controlada de
czlaronifia, amitoacidos nglm.mum v
lising), proinsulina

A partir de cepas modibcadas de .

werns, Corynebacterium glutamicum,

B. wilts y Lactococer kactis

Oimos-Soto y Contreras-Flores, 2003
(194) ; Sandgathe et al., 2003 (195) ;
Liu er al., 2016 (196);Cano-Garrido ez

al, 2016{197

Los polisaciridox de¢ metabolitos

secundarios

Utilzando Ganoderma lucidum,

Cordyceps sinensis y C. militars

Paterson, 2006 (198} , 2008 (199) ;
Wadt et al., 2015 (200)

Sintesis de Taxol

(sntineoplasico)

A partir de hongos endofizos

como Mettrhiziu ‘0;'1'.',1( y C

glocasporioides

Gangadeyi y Muthumary, 2008 (201) ;
Liw et al., 2009 {196)




Anexo 67: microorganismos y biomateriales

Tabla 14. Biomaterial, microorganismos, utilidad y referencias asociadas.

materizles/ microorganismo Referencias

Esporas de promotores dd crecimiento | . ”
I I Control de plagas agricolas en el futuro Accinelli er al., 2016(209)

como I nrziomom

Uso médico debido a sus propiedades;
. . entre ellas, que son renovables, . . N
Los polisaciridos de origen L RN Pires v Moraes, 2015 (206); Ruholshi
: e biodegradables ¢ imitan Jox EAT .
microbiano: chitosin, d alginam, b g exal, 2016(210) ;Abdel-Gatvid et al.,
1 ;()lﬂp(rncl:lr\ \!A IJ exiTac L'llh;r. matne, ) y i
goma xantana y la celulosa, P 20174211
. que Jox hace elementos clave en los

procesos biologicos

. y ; Recubrimiento de semillas de especies
Promotores del crecimiento como T v B -
agronomicas para controld de ph»y'_.\s Accivelliet @, 2016 (205)

Intrziamsm
agricolas
g

Aumento, dentro de la construccion
] avil, de materiales que tenen poca 2 o
Bioplisticos 1 P Ivanay y Stabnikov, 2016 (203)

energia incarporada, lo que coatribaye

a IA (ﬁ(.’k’l’hﬁl) L'Xl(:gb‘w

Reparacion de piel, los hoesos el ;
Quitosano P f 3 Khor v Lim, 2003 {204)
cartilago

Quelacion de metales peados ¢ A ;5
3t ¥ : Ruholahi er al, 2016 (210) ;Tayel et
inhibicion deagentes microbianos %%
~ al., 20164 (212)

Custosano
PAtCgenps en ¢l apua contaminada

Engapsulacion o liberacion controlada | Hay et al, 2013 (213) ; Maleki et al,,

de Firmacos, enrimas o células, o como
una matox "Jf.l [; lnl"k'nlcl'l.l df l:\idux

Alginato polisacinido sintetizado paf
algas pardas y dos géneros de bacteriagt
Pseudomonas y Azotobagter

2016 (214); Andersen exal, 2012 (58)
: Lee v Mooney, 2012 (215)

: { Membranas delgadas y rransparentes:
Alginato y el quitosdo & combinan - RS R

Y : buens absorcion de Ruidos fisiolégicos, = . .

en un complejode palickectrolito . Pires v Moraes, 2015 (206)

451 Como a2 1ni(1rrllr&:ll7n dl' Yarnos

(PEC)
compuestos binactivos

Utilidad Referencia

i' o mu:nalc\/ mic I'OOI',‘_ZI nas

o Inmovilizacidn de enzimas v .
Goma xantana combinada con PEATE NS Bejenariu ex al., 2008 (207); Barua et
"f(d[l((il\ﬂ o “'Al\'“)PJ[():lZlJS Y 11 ) " 9 " s,
al., 2016 (208) ; Velu e al., 2016(209)

quitosano
1 ﬂl‘l:lhfﬂlhl\

Didlisis y andamios para la ingenieria

Celulosz sintetizada (en abundanca) 2 2
de wejidos, tratamiento de lesiones Pires eral., 2015 (206); Czaja ex al.,

por bacterias como Gluconacetobacter . - < R
cQuaneas yel .’(Cﬂ];!-u{) dL‘ Vasos 2006 (232)

xylirrus R
Y Slnlmlll(‘).‘ dl: pcqullllu leﬂ]L‘ln).




Anexo 68: Biosensores

Tabla 15. Biosensor, aplicacion y neferencias asociadas,

Biosensor

E. coli recombinante inmorilizada que
C\Prl’il" flrglnl)"ﬂﬂfﬂl’.\d” hid.’(g”.l

(OPH)

Aplicacion

.\1!!”)“)“{0 d( contaminantes

Bibliografia

., 1998 (221) ; Kim

20164222

Mulchandani ¢

H} e al

Celulas E. cali como biasensores
CadC-T7

alta especificidad para la deteccion de

metales pesados

Kim KR eral., 2016(223)

Bik\‘tl‘l\‘)f en CI quc i_'s\ ;\:iulu cxpresan
+

B .‘:.IIJC l().‘ilLlu cn "fﬁ.\'( nca dC L'.Illlrl:l)

Monirareo ambiental del cadmio

Shin, 2016(224

— |

E. coli bioluminiscente

Aplicacion

Scradar el daiio en el ADN, la

produccion de radicales supengxida v

el daio a la membrana cassdoipor

ll\;uld\li powluulmm:: rém‘n

Bibliograba

Bharadwaj cx al., 2017 {225)

Biosensor de P purida

Hl\’).k'l‘.il.'ll’ r‘ll.l \.ML‘LII. le:.’(\fl'ilui.

bencenn, wluenoy otros

Rasinger et al., 2005 (226) : Timur
et al., 2007 (227) ; Banik eral., 2008

(228)

Biosensor de S. cerevisiae

Biosermugpara Ca 2 o

Scoycheva et al., 2007 (229)

Biasensor de Acidichiobacillies
ferrooxadans ¥ Leprospirillum

fermoxidans

§2032

, V Otros

Bicsiensor para Fe 24,
Cr2072

Zlatev e al., 2006 (230) ; Stoytcheva

etal,, 2009 (229)

Biosensor de Gluconobafrer exydans

Biosensor para propanodiol v etanol

Karrdik eral., 2007 (231); Valach et
2000 {232)






