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Contexto

• Distintos compuestos químicos son empleados como ingredientes 

aromáticos y fragancias en varios nichos de mercado , incluyendo:

Cosméticos Productos de

limpieza

Bebidas Alimentos 

envasados

• El mercado de F&F alcanzó US$ 24.700 millones en 2015, con cerca de  

4% crecimiento anual. 
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Aromas Químicos vs Naturales
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Aromas

Químicos

Reacciones Químicas

Tratamientos físicos 

Naturales

Extracción de plantas

Biotecnología

1. Alta variabilidad 

(clima, pestes, ..)

2. Bajos rendimientos 

(mg/kg)

1. Catalizadores 

Sintéticos

2. Mezcla Racémica
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Los Consumidores prefieren 
ingredientes naturales
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La Biotecnología como fuente de 
aromas y sabores naturales

Paradigmáticos avances en ingeniería del metabolismo 
de factorías celulares microbianas, como:

Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,

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

Unión Europea: 

compuestos obtenidos mediante procesos físicos, 
enzimáticos/microbianos a partir de la transformación de 
precursores aislados de la naturaleza.

USA:  

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

Así, los aromas y sabores obtenidos por fermentación son 
considerados naturales…..
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Compañías abocadas al desarrollo de 
bioaromas y biofragancias *

*: from Nature Biotechnology, April 2015



Producción sustentable de ß-ionona por expresión
combinada de genes carotenogénicos y CCD1 en 

Saccharomyces cerevisiae
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TERPENOS

Las Plantas son la principal fuente de 

ISOPRENOIDES

Mono,sesqui y 

di, triterpenos

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

BiocombustiblesFármacosDefensa/ 

comunicacion

Carotenoides Norisoprenoidos

Fragancias/

Aromas
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Ejemplos de productos derivados de isoprenoides (terpenoides) 
con aplicaciones industriales. 

from Vickers, 2017



Diversos norisoprenoides odorantes resultan 

de la degradación oxidativa de carotenoides

Background

Hyp./ obj.

Methods

Results

Conclusions

Cataldo et al, Appl. Microb. Biotechnol, 2016



 ionona: un aroma de alto interés en la 

industria alimentaria y cosmética.

• Presente en flores (violetas, rosas) y frutas (frambuesas). 

• Atributos sensoriales:  violeta, maderoso.

• Umbral de detección: 7 ppt

• Uso en cosméticos, detergentes, alimentos y bebidas.

• Intermediario clave en la síntesis de vitaminas A, E and K.

• Producción anual: 5.000 toneladas (síntesis química).

• Consumidores prefieren el sello “natural”.

• Producción sustentable solo posible mediante organismos recombinantes.

O

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions
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Ingeniería metabólica de S. cerevisiae para 

sobreproducción de  ß-ionona

Phytoene 

ß- carotene 

O 
O 

ß-ionone C14 dialdehyde 

FPP GGPP 

I PP DM APP 

NAT I V E PAT H WAY 

3 Acetyl-CoA 

H M G-CoA 

M evalonic acid 

Lycopene 

Neurosporene 

Squalene 

PH XT1 

Farnesol 

DPP1 

LPP1 

X 
X  

tH M G1 

ERG20 

Ergosterol 

BTSI  crtYB 

crtI  

crtI  

crtYB 

PhCCD1 

-ERG9 

H ET EROL OGOUS PAT H WAY 

En azul: vía endógena

En rojo:  vía “heteróloga”Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

Lopez et al, Microbial Cell Factories, 2015



Cepa Genes 
integrados

Genes 
plasmidiales

JLS01 1,2,3

JLS02 1,2,3,4

JLS03 1,2,3,4 2

JLS04 1,2,3,4 3

JLS05 1,2,3,4 4

JLS06 1,2,3,4 2,3

JLS07 1,2,3,4 2,4

Esquema General de Cepas Construidas

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

Phytoene

Lycopene

β-carotene

2 β-ionone + C14-dialdehyde

CrtYB
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CCD1

BTS1

BIOSYNTHESIS OF β-IONONE

GGPP

FPP
1

3

2

4

2
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Sobrerexpresión de CrtYb, CrtI yo CCD1 con 

vectores de alto número de copias

JLS01 JLS02 

JLS03 

JLS04 

JLS05 

JLS06 

JLS07 

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions
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Lycopene

β-carotene
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CrtI
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GGPP
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Producción de ß-ionona luego de 48 horas

de cultivo (matraces)

Cepa Densidad Optica

( 600 nm)

ß-ionona

(ppm)

ß-ionona

(mg/g CDW)

Incremento*

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.

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions
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Cinética de crecimiento y síntesis de β-ionona 

en cepa S. cerevisiae JLS07 
(bioreactor batch 1,5 L)

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions
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Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusiones

crtE crtYB

crtYB

crtI

crtI
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Construcción de nueva cepa sobreproductora de  

ß-caroteno por evolución adaptativa a H2O2

(colaboración con prof. Kao, 

Univ. Texas A&M)



Construcción de cepa sobreproductora de  ß-

caroteno por evolución adaptativa a H2O2
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Background

Hyp./ obj.

Methods

Results

Conclusions

1.Transformación con genes carotenogénicos crtE/crtYB/crtI

2. Deleción del gen de la catalasa

3. Evolución adaptativa a H2O2

Selection of highest 

producer
3 ml YPD 

for 24 h

Stressed with

H2O2 for 30 min

500 ul 200 ul

3 ml YPD for 

24 h for recovery

500 ul

Serial rounds of evolution Reyes et al , 2014) 

(colaboración con prof. Kao, 

Univ. Texas A&M)



La cepa S. cerevisiae SM14 acumula ~15 veces

más -caroteno que la cepa JLS01 en matraces

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

Cepa -Caroteno

[mg/gDCW]

Biomasa

[g/L]

JLS01 1,5 4,5    

SM14 20,0 5,0

Lopez et al, in preparation
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Crecimiento y producción de -caroteno de 

cepa S. cerevisiae SM14 cultivada en 

bioreactor fed-batch de 1,5 L. 

Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

Lopez et al, in preparation



Biomasa Final 95,0 g/L

Productividad de 

biomasa, qX

305,0 mg/Lh

Concentración final de 

 - caroteno

1,2 g/L

Productividad de 

Caroteno, qP

3,9 mg/Lh

Rendimiento Caroteno 

Biomasa

13,0 mgC/gX

Tiempo fermentación 310,0 h

Parámetros del cultivo fed-batch de la 

cepa SM14 crecida en bioreactor



Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusions

La cepa S. cerevisiae SM14 produce 50 veces 

más β-ionona que la cepa JLS07 

(cultivo en matraces)
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Background

Hyp./ obj.

Metodología

Resultados

Conclusiones

Conclusiones
• Construimos varias cepas productoras de ß-ionona (JLS02-07) 

combinando la expresión de genes carotenogénicos crtYB, crtI y el 

gen de petunia CCD1. 

• Obtuvimos una concentración de 6 mg/L -ionona en S. cerevisae

JLS07 en bioreactores batch de 1.5 L.

• La integración del gen CCD1 de petunia en una nueva cepa

sobreproductora de β-caroteno (SM14), alcanza 40 mg/L β-

ionona, en matraces.  

• Cultivos fed-batch en reactores de 1,5L de la cepa SM14 

acumulan 1.2 g/L of β-caroteno.

• Cultivos fed-batch en bioreactor de la cepa SM14 transformada

con  la CCD1 de petunia están en desarrollo. 

• El objetivo es lograr [-ionona] > 1g/L 
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Vector construction strategies: 

USER cloning and Gibson Assembly.

Background

Hyp./ obj.

Methods

Results

Conclusions
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Integrative vectors: User Cloning

Cassette pIJL02

Tcyc1PPGK1

crtI

PTEF1TADH1

Cassette pIJL03

Tcyc1

CCD1crtI

TADH1 PPGK1PTEF1

Cassette pIJL01

Tcyc1

crtYBBTSI

TADH1 PPGK1PTEF1

Background

Hyp./ obj.

Methods

Results

Conclusions
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Episomals vectors: Gibson assembly

Tcyc1PGPD

crtYB

Tcyc1PGPD

crtI

Tcyc1PGPD

CCD1

pEJL04

pEJL05

pEJL06

Tcyc1PGPD

crtYB

Tcyc1PGPD

crtI pEJL07

Background

Hip./ obj.

Methods

Results
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ß-ionone and total carotenoids vs. 

gene expression
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qPCR analysis
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