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Contexto

* Distintos compuestos quimicos son empleados como ingredientes

aromaticos y fragancias en varios nichos de mercado, incluyendo:

Productos de Bebidas Alimentos
limpieza envasados

Cosmeéticos

« El mercado de F&F alcanzé US$ 24.700 millones en 2015, con cerca de

4% crecimiento anual.
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Los Consumidores prefieren
ingredientes naturales

Nestlé USA Commits to
Removing Artificial Flavors
and FDA-Certified Colors from
All Nestlé Chocolate Candy by
the End of 2015

To Press Releases list

GLENDALE, Calif., Feb 17,2015

First Major U.S. Candy Manufacturer to
Make This Commitment

Nestlé USA announced today its
commitment to removing artificial flavors
and FDA-certified colors, like Red 40 and
Yellow 5, from all of its chocolate candy
products. By the end of 2015, more than
250 products and 10 brands including AP
NESTLE® BUTTERFINGER®, CRUNCH® ¥ No Artificial Flavors Of (
and RARY RIITH® will ha frea nf artifirial
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La Biotecnologia como fuente de
aromas y sabores naturales

Paradigmaticos avances en ingenieria del metabolismo
de factorias celulares microbianas, como:

Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,

permiten HOY que materias primas de bajo costo sean
eficientemente bioconvertidas en compuestos quimicos
de valor, como pigmentos, proteinas, aromas y sabores.
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Marco legal de Aromas Naturales

Unidn Europea:

compuestos obtenidos mediante procesos fisicos,
enzimaticos/microbianos a partir de la transformacién de

USA:

la naturalidad de las materias primas define el status del
producto final.

Asi, los aromas y sabores obtenidos por fermentacion son
considerados naturales.....
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Compainias abocadas al desarrollo de
bioaromas y biofragancias *

Table 1 Selected companies develop engineering biotech flavors and fragrences

Company Product areas Partners
Allylix Valencene Acquired by Evolva in December 2014
Amyris Artemisinin, undisclosed flavorand  Firmenich, |FF, Givaudan
fragrance ingredients
Evolva Vanillin, resveratrol, stevia IFF, Cargill (Minneapolis)
Ginkgo BioWorks Rose Robertet
Boston
Isobionics Valencene DSM (Heerlen, The Netherlands)

Geleen, The Netherlands

Synthetic Genomics
La Jolla, California

Omega-3 docosahexanoic acid (DHA) ADM (Chicago)
for animal feed

*. from Nature Biotechnology, April 2015



Produccion sustentable de [3-ionona por expresion
combinada de genes carotenogénicos y CCD1 en
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Las Plantas son la principal fuente de
ISOPRENOIDES

Background

Hyp./ obj.

Metodologia Al
Mono,sesqui y Carotenoides Norisoprenoidos
di, triterpenos

Resultados

| . TERPENOS
Conclusions

efensa/ gancias/ Armacos ombustibles
unicacion romas
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Ejemplos de productos derivados de isoprenoides (terpenoides)

con aplicaciones industriales.

Pharmaceuticals Nutraceuticals Flavours/Fragrances
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Background
Hyp./ obj.
Methods
Results

Conclusions

Diversos norisoprenoides odorantes resultan
de la degradacion oxidativa de carotenoides

B-ionone
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Dihydroactinidiolide

CHO
C10

B -cyclocitral

} AROMA COMPOUNDS
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C
9 Cataldo et al, Appl. Microb. Biotechnol, 2016

2,2,6-trimethylcyclohexanone )



B ionona: un aroma de alto interes en la
industria alimentaria y cosmetica.

* Presente en flores (violetas, rosas) y frutas (frambuesas).
 Atributos sensoriales: violeta, maderoso.
Background * Umbral de deteccion: 7 ppt
Hyp/obl « Uso en cosméticos, detergentes, alimentos y bebidas.
Metodologia * INtermediario clave en la sintesis de vitaminas A, E and K.
* Produccion anual: 5.000 toneladas (sintesis quimica).
Resultados  «  Consumidores prefieren el sello “natural’.

cdnelusions Produccion sustentable solo posible mediante organismos recombinantes.
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Ingenieria metabolica de S. cerevisiae para
sobreproduccion de B-ionona

NATIVE PATHWAY

3 Acetyl-CoA

-

HM G-CoA
kHMGl

M evalonic acid

——

|PP<—— DMAPP
lERGZO
DPP1

Farnesol —*—
-—

LPP1

%)
o)

<= - O ——————

alene

Ergosterol

En azul: via enddgena
En rojo: via “heterdloga”

HETEROLOGOUS PATHWAY

_CIYB  phytoene

crtl
Neurosporene
crtl
Lycopene
crtYB

%\W\)\’% R- carotene

PhCCD1

/J. je]

S~ £ OV\)V\A\(\AO
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Esquema General de Cepas Construidas

BIOSYNTHESIS OF B-IONONE

Genes
plasmidiales

2,3
2,4

FPP Cepa Genes
i 1 | BTS1 | integrados
g 2 % Chve JLSo1 1,23
| Ph
| 3 ytl"?;?ﬁ JLS02 | 1,2,3,4
| Lycopene
5 lCrtYB JLSO3 1,2,3,4
i B-carotene JLSO4 1,2,3,4
i 4 | ccop
| _ l _ | JLSO5 1,2,3,4
\ 2 B-ionone + Cl4-dialdehyde
SN JLS06 1,2,3,4

0

JLSO7 1,2,3,4
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Sobrerexpresion de CrtYb, Crtl yo CCD1 con
vectores de alto numero de copias

Background ST -
, BIOSYNTHESIS OF B-IONONE ™,
Hyp./ obj. I/ PP
| lBTSl :
Metodologia : GGPP :
i lCHYB i
Resultados Phytoene
i l Crtl i
Conclusions Lycopene
i lCHYB |
| B-carotene |
| | ccon |

B-ionone + Cl4-dialdehyde /

Lopez et al, Microbial Cell Factories, 2015




Background
Hyp./ obj.

Metodologia
Resultados

Conclusions

Produccion de B-ionona luego de 48 horas
de cultivo (matraces)

Cepa Densidad Optica 3-ionona 3-ionona Incremento®
(600 nm) (ppm) (mg/g CDW)
JLS02 3,3+0,14 0,14 + 0,02 0,07 £ 0,01 1,0
JLS07 3,1£0,3 1,00 + 0,08 0,63 = 0,05 9,0

Valores representan Promedio + S.D. de 5 cultivos independientes.

* Incremento respecto a cepa JLS02.
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Cinética de crecimiento y sintesis de B-ilonona

en cepa S. cerevisiae JLSO7
(bioreactor batch 1,5 L)
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Construccion de nueva cepa sobreproductora de
B-caroteno por evolucion adaptativa a H,0,

NATIVE PATHWAY

3 A cetyl-CoA —
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Construccion de cepa sobreproductora de B-
caroteno por evolucion adaptativa a H,0,

1.Transformacion con genes carotenogenicos crte/crtYB/crtl
Background 2 Delecion del gen de la catalasa
3. Evolucion adaptativa a H,0O,

Hyp./ obj.
Methods e (colaboracion con prof. Kao,
e %, Univ. Texas A&M)
Results ¢ o0
e ° L
Conclusions
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La cepa S. cerevisiae SM14 acumula ~15 veces
mas B-caroteno que la cepa JLSO1 en matraces

Cepa —Caroteno Biomasa
[mg/gpcwl [g/L]

JLS01 1,5 4,5

SM14 20,0 5,0

Lopez et al, in preparation
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Crecimiento y produccion de -caroteno de
cepa S. cerevisiae SM14 cultivada en
bioreactor fed-batch de 1,5 L.

Background
Hyp./ obj.

Metodologia
Resultados

Conclusions

Lopez et al, in preparation




Parametros del cultivo fed-batch de la
cepa SM14 crecida en bioreactor

Biomasa Final 95,0 g/L

Productividad de 305,0 mg/Lh
biomasa, gy

Concentracion final de 1,2 g/L

B - caroteno

Productividad de 39 mg/Lh
Caroteno, gp
Rendimiento Caroteno 13,0  mg/9y
Biomasa

Tiempo fermentacion 310,0 h




Background
Hyp./ obj.

Metodologia
Resultados

Conclusions

La cepa S. cerevisiae SM14 produce 50 veces

mas B-ionona que la cepa JLSO7
(cultivo en matraces)

OD 600nm, ppm

® OD 600nm

Eppm

= mg/gDCW

SM14 SM14+CCD1 JLO7

mg/gDCW

Tiempo de cultivo: 48 horas Lopez et al, in preparation
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« Construimos varias cepas productoras de 3-ionona (JLS02-07)
combinando la expresion de genes carotenogénicos crtYB, crtl y el

gen de petunia CCD1.

\

Background

Hyp./ obj. « Obtuvimos una concentracion de 6 mg/L 3-ionona en S. cerevisae
, JLSO7 en bioreactores batch de 1.5 L.

Metodologia

Resultados « Laintegracion del gen CCDL1 de petunia en una nueva cepa
Contlusiones sobreproductora de -caroteno (SM14), alcanza 40 mg/L -
lonona, en matraces.

« Cultivos fed-batch en reactores de 1,5L de la cepa SM14
acumulan 1.2 g/L of 3-caroteno.

« Cultivos fed-batch en bioreactor de la cepa SM14 transformada
con la CCD1 de petunia estan en desarrollo.

» El objetivo es lograr [-ionona] > 1g/L
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Vector construction strategies:
USER cloning and Gibson Assembly.

Background

15 integration sites selected:
Hyp./ obj.

Highly expressed regions on
Methods chromosomes X, Xl and Xl
Results Separated by essential genes
Conclusions
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Integrative vectors: User Cloning

pUC ori

Background

pXI-3b-btsl-crtYB

Hyp-/ Obj- — 8000 10.881bp

tsl
Methods S
romoter PGK1
KL. URA3 4000 romoter TEF1
Results
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. crtYB
Conclusions
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Episomals vectors: Gibson assembly

URA3 promoter 2u ori
S. cerevisiae URA3
\
8000

Background 7 o
. . f1 ori
Hip./ obj. .
i l p426-crtYB
CYC1 terminator 8.615bp
Methods
BR322 ori
Results F
Conclusions
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B-ionone and total carotenoids vs.

gene expression

Relative abundance

Total carotenoids & R ionone
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