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a. Resumen

El desarrollo de procesos biotecnoldgicos en los que se empleen sustratos
derivados de la hidrolisis de biomasa lignoceluldsica proveniente de residuos
agroindustriales, forestales y de cultivos vegetales especiales no alimentarios,
constituyen una alternativa sustentable, renovable y amigable con el medio
ambiente para la realizacidén de cultivos de microorganismos de gran volumen que
tengan como objetivo la produccion de diversos compuestos de interés industrial.
En México existen varias fuentes de estos residuos, como el rastrojo de maiz, el

bagazo de cafa de azucar, los residuos del procesamiento del agave, entre otros.
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Estas materias primas deben ser pretratadas para poder extraer los hidratos de
carbono que seran utilizados como sustrato por los microorganismos fermentativos.

Sin embargo, algunos de los pretratamientos comunmente empleados, como el
de hidrolisis acida, generan adicionalmente compuestos toxicos indeseables como
acido acetico, acido formico, furanos y compuestos fendlicos que afectan
significativamente la viabilidad y la capacidad de produccion de los
microorganismos. Por tal motivo, ha sido importante el desarrollo de estrategias de
detoxificacion de los hidrolizados, siendo el uso de agentes biolégicos una opcidn
promisoria, aunque poco explorada hasta el momento. La busqueda, identificacion
y caracterizacion de microorganismos que toleren y metabolicen altas
concentraciones de compuestos toxicos derivados de hidrolizados de biomasa,
contribuira a la consolidacion de procesos biotecnoldgicos en donde se pretenda
emplear residuos lignocelulésicos como fuente de azucares fermentables. Bajo este
contexto, en este trabajo se propone estudiar la biotransformacion de furanos
(furfural e hidroximetil furfural) en cepas Acinetobacter schindleri ACE vy
Acinetobacter baylyi ADP1 para caracterizarlas en términos fisioldgicos vy
moleculares.

Para evaluar el efecto del furfural sobre la adaptacion general de la cepa ADP1,
se realizaron analisis de expresion por RT-gPCR de los genes del metabolismo
central de carbono, de la fosforilacion oxidativa y de las transhidrogenasas en A.
baylyi ADP1 en ausencia y presencia de furfural. Asi mismo, se realizd una
cuantificacion relativa de los cofactores metabdlicos en presencia y ausencia de
furfural. Se propusieron y realizaron diversos ensayos para determinar la velocidad
de transformacion de furfural de esta cepa en medio rico y distintas fuentes de
carbono (glucosa y acetato). Se inactivaron los genes que se sobreexpresan al
biotransformar furfural en A. baylyi ADP1, y se evalué la afectacion en el crecimiento
y respuesta al furfural de estas mutantes. Se clonaron los genes que se
sobreexpresaron al biotransformar furfural en A. baylyi ADP1 en un vector de

expresion apto para E. coli. Finalmente, el trimestre 23P se comenzo con el trabajo
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experimental relacionado con la biotransformaciéon de hidroximetil furfural en A.
baylyi ADP1.

b. Objetivo general y objetivos particulares

General

Estudiar la biotransformacion de furanos en Acinetobacter schindleri ACE y

Acinetobacter baylyi ADP1 a nivel fisiologico y transcripcional.

1)

2)

3)

4)

o)

6)

7)

Particulares

Determinar la MIC de furfural e hidroximetil furfural (HMF) en medio solido y una
concentracion fija de acetato en A. schindleri ACE y A. baylyi ADP1.
Caracterizar la cinética de la biotransformacion de furfural en difurfuril éter a
distintas concentraciones de furfural y acetato en cultivos de A. schindleri ACE
y A. baylyi ADP1 con acetato como fuente de carbono.

Buscar en el genoma de A. baylyi ADP1 los genes cuyos productos
posiblemente sean responsables de la transformacién de furfural a furfuril
alcohol y luego a difurfuril éter (alcohol y acetaldehido deshidrogenasas).
Realizar analisis de expresiéon por RT-qPCR de los genes que posiblemente
estén involucrados en la transformacion de furanos, de manera comparativa en
A. baylyi ADP1 que crezcan en ausencia y presencia de furfural.

Inactivar los genes que se sobreexpresen al biotransformar furfural en A. baylyi
ADP1.

Caracterizar los cultivos de las mutantes y corroborar que ya no biotransformen
el furfural.

Realizar analisis de expresion por RT-gPCR de los genes del metabolismo
central de carbono, de la fosforilacion oxidativa y de las transhidrogenasas en
A. baylyi ADP1 en ausencia y presencia de furfural.
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8)

9)
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Sobreexpresar el gen o los genes encontrados en los incisos anteriores en A.
schindleri ACE y A. baylyi ADP1, y determinar si es posible biotransformar el
furfural en menor tiempo que las cepas nativas.

Determinar si la(s) misma(s) enzima(s) esta(n) implicada(s) en la

biotransformacién del HMF.

10) Clonar y expresar gen que regenere NADH en A. baylyi ADP1.

11) Implementar un sistema de células en reposo de ADP1 para biotransformar

furfural en grandes cantidades.

Para el periodo de renovacion propuesto se incluyen los objetivos 10 y 11, y la

determinacion de MIC de HMF puesta en el objetivo 1.

c. Grado de Avance

En la fig. 1 se presenta de manera grafica el avance del proyecto.

_ Aiio Aiio Aiio
Ano
1 2 3
Actividad / Trimestre Inv| Pri [Oto|Inv| Pri |Oto|Inv| Pri |Oto
1. Determinacion MIC de furfural C
2. Cinéticas de crecimiento y biotransformacion C C
furfural
3. Busqueda de genes biotransformacion furfural C
4. Analisis de expresion por RT-qPCR de las C C
deshidrogenasas
5. Inactivacion de genes de deshidrogensas C C
6. Cinéticas de crecimiento de mutantes C |C
7. Andlisis de expresion por RT-gPCR genes MCC y
otros C C C
8. Sobreexpresion de genes deshidrogenasas C C E
9. Biotransformacion de hidroximetil furfural C E E

Fig. 1 Cronograma de actividades (C = completadas, E = en curso, P = pendientes).
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En la figura 2 se muestra el cronograma de actividades de los dos anos propuestos

en la renovacion.

Ano Ao 1 Aiio 2
. . Trim | Trim | Trim | Trim | Trim | Trim
Actividad / Trimestre
1 2 3 1 2 3

1. Determinacion MIC de HMF en A. baylyi ADP1 E

) E
2. Cultivos de biotransformacion de HMF en A. baylyi ADP1
3. Clonar gen que regenere NADH en A. baylyi ADP1 P
(transhidrogenasa, enzima malica, entre otros)
4. Expresar gen que regenere NADH en A. baylyi ADP1 P
5. Sistema de células en reposo de ADP1 en matraz para P P
biotransformar furfural
6. implementar un sistema de células en reposo de ADP1 P P
en biorreactor para biotransformar furfural en grandes
cantidades.*
7. Escritura de articulos y reportes P P

Fig. 2 Cronograma de actividades propuestas para la renovacion.
(C = completadas, E = en curso, P = pendientes).

d. Desviaciones al Proyecto Original
A diciembre de 2022 no hubo desviaciones en el proyecto. Sin embargo, se solicita
renovar el proyecto por 2 afos para concluir los objetivos y trabajos originales que
al momento se encuentran inconclusos. Ademas, en esta renovacién se incluiran
los objetivos 10 y 11 (actividades 3 a 6 de nuevo cronograma) que tienen como
finalidad llevar la investigacion a una aplicacion concreta, y la determinacion de MIC
de HMF y sus cultivos de control (objetivo particular 1, actividades 1 y 2 de nuevo
cronograma). Durante el trabajo de doctorado de Eduardo Arteaga, y en
colaboracion con el Dr. Ernesto Rivera del DCN (participante de este proyecto), se
ha planteado la posibilidad de emplear el difurfuril éter producto de la
biotransformacion de furfural en A. baylyi ADP1 como insumo para la sintesis de

compuestos Diels Alder que pueden tener aplicaciones en el campo de la medicina

Estudio de la biotransformacion de furanos en cepas de Acinetobacter 5



Proyecto de Investigacion DCNI

Dr. Juan Carlos Sigala Alanis

Marzo 2023

y de los biopolimeros. Con este conocimiento se someti® un proyecto a
financiamiento en la convocatoria del Conacyt de Ciencia de Frontera del 2022,

cuyos resultados aun no se publican.

e. Productos Esperados con la Renovacién
Con la renovacién del presente proyecto de investigacion divisional se espera la
participacion de un alumno (a) de Especializacidén y/o Maestria de ingreso en 23-0,
al menos un par de proyectos terminales de licenciatura, dos prestadores (as) de
servicio social mas, dos participaciones adicionales en congreso nacional y/o

internacional, y una tercera publicacion cientifica.

f. Formacion de recursos humanos.

a) Direccion de Tesis de Doctorado del PCNI. Alumno: Eduardo Arteaga
Gomez. Titulo: “Estudio de la biotransformacion de furanos en Acinetobacter baylyi
ADP1 a nivel transcripcional, genético y enzimatico”. Estatus: en proceso (fecha
tentativa de conclusion 2023).

b) Direccion de Tesis de Especializacion del PCNI. Alumno: Juan Manuel
Ramirez Marin. Titulo: “Inactivacion de los genes areB'y frmA cuyos productos estan
involucrados en la biotransformacion de furfural en A. baylyi ADP1”. Estatus:
Concluido. El alumno se encuentra en la escritura final de su ICR. Fecha tentativa
de obtencién de grado: Junio 2023.

c) Direccion de Proyecto Terminal de la Lic. Ing. Biol. Alumna: Maria Fernanda
Manuatl Martinez. Titulo: “Detoxificacidon de furfural en medio rico por Acinetobacter
baylyi ADP1”. Estatus: Concluido.

d) Servicio Social. Alumna: Jacqueline Contreras Barradas. “Estudio
bioinformatico de las proteinas FrmA y AreB en Acinetobacter’. Estatus: Concluido
Servicio Social. Alumna: Maria Fernanda Manuatl Martinez. Titulo: “Detoxificacion
de furfural en medio rico por Acinetobacter baylyi ADP1”. Estatus: Se concluy6 con
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el informe y al cabo del paro estudiantil de actividades se entregara a la oficina de

servicio social para su pronta liberacion.

Actualmente se encuentran 2 alumnas y 1 alumno de la Lic. En Ing. Bioldgica
realizando su servicio social en el proyecto “Estudio fisiolégico y bioinformatico del
metabolismo de acidos organicos, furanos y fenoles en Acinetobacter’, asociado a
este Proyecto de Investigacion Divisional.

La alumna Lizeth Lopez Ramirez trabaja con la “Relacion del ciclo del glicolato en
el catabolismo de acetato en Acinetobacter”; el servicio social tiene un avance al
momento de 60%.

El alumno Enrique Zepeda Arellanez trabaja con el “Estudio bionformatico de genes
y proteinas asociadas a la competencia y glioxalato en Acinetobacter”; el servicio
social tiene un avance al momento de 40%.

La alumna Carolina Avila Cortés trabaja con la “Biotransformacién de hidroximetil
furfural en Acinetobacter”; el servicio social tiene un avance al momento de 20%.
Parte de la justificacion de la solicitud de renovacion es que el alumnado que
participa actualmente realizando su servicio social pueda continuarlo y concluirlo al

cabo del paro estudiantil.

g. Publicaciones
a) Arteaga JE, Cerros K, Rivera-Becerril E, Lara AR, Le Borgne S, *Sigala JC.
Furfural biotransformation in Acinetobacter baylyi ADP1 and Acinetobacter
schindleri ACE. Biotechnol Lett. 2021 May 43(5):1043-1050.
https://doi.org/10.1007/s10529-021-03094-1
b) Arteaga JE, Rivera-Becerril E, Le Borgne S, *Sigala JC. Impact of furfural

biotransformation on the central carbon metabolism of Acinetobacter baylyi
ADP1. En preparacion.
c) Furans from Lignocellulosic Biomass: A Platform to Develop Polymers.
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José E. Arteaga, Ernesto Rivera-Becerril, Sylvie Le Borgne, Juan-Carlos

Sigala*. Manuscrito revisado por los autores, proximo a someter.

h. Presentaciones en congresos
a) XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, Sept. 27 — Oct. 01,
2021, Modalidad Virtual. México. Titulo del Trabajo: “Estudio de la biotransformacion
de furfural en Acinetobacter baylyi ADP1”. Arteaga E, Le Borgne S, Rivera-Becerril
E, Sigala JC.
b) 18th International Biodeterioration & Biodegradation Symposium, 6 - 9 September
2021, Online conference.
c) La alumna de la lic. en Ing. Biolégica Jacqueline Contreras presentd su proyecto
terminal como parte del 4to Simposio de las Licenciaturas DCNI UAM-C Titulo:
Furanos provenientes de la biomasalignocelulésica: una plataforma para el desarrollo
de biopolimero. FECHA: 2021/09/23.Contreras J, Sigala JC y Arteaga JE.
d) Arteaga et al. (2022) Furfural biotransformation in Acinetobacter baylyi ADP1 and
Acinetobacter schindleri ACE. International Biodeterioration & Biodegradation

Society.
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