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Resumen

El glicerol es el principal producto secundario de la industria del biodiesel. Se estima que para
el afio 2020 la produccion mundial de glicerol crudo, una mezcla variable que contiene metanol
sales y cenizas, alcanzara las 3.000 millones de toneladas anuales, superando ampliamente la
demanda de este producto. Esto impacta negativamente en el precio del glicerol crudo en el
mercado. Resulta de especial interés comercial buscar formas de revalorizar este subproducto.
Una estrategia para convertir el glicerol a productos de mayor valor agregado es su
biotransformacion con bacterias del género Gluconobacter. Estas tienen la capacidad de
sintetizar dihidroxiacetona (DHA) y acido glicérico (GA) a partir de glicerol.

En este trabajo se estudid la bioconversion de glicerol, tanto puro como crudo, por células
metabolicamente activas pero en estado de reposo (resting cells) y células inmovilizadas en

termogeles de agar de cepas mutantes de Gluconobacter frateurii y Gluconobacter oxydans.

Para ello se determind el mejor estadio de crecimiento para colectar las células y obtener
maximas conversiones, determinandose ademas el pH 6ptimo de reaccién para ambas cepas.
Se realiz6 una identificacion bioguimica de las cepas en estudio y se desarroll6 ademas un
método molecular para la identificacion de las mismas y su utilizacion como control de
indculos. Se desarrollaron cebadores especificos para las cepas mutantes de G. frateurii y G.
oxydans junto con cebadores para el gen del ARNr 16S bacteriano para utilizar como control
interno de reaccion. Se puso a punto una técnica de Multiplex Colony PCR que otorga como
resultado un patrén de bandas especifico para cada cepa.

Para el caso de las resting cells de G. frateurii, utilizando glicerol puro como sustrato, se obtuvo
un porcentaje de conversion a GA de 41,1 + 1,7% y un porcentaje de conversion a DHA de
47,3 £ 0,7% a las 50 horas de reaccion. Al utilizar glicerol crudo como sustrato, se obtuvo un
porcentaje de conversion a GA de 8,2 £ 0,9% y un porcentaje de conversién a DHA de 17,3 £
0,3% luego de 50 horas de reaccion. Las resting cells de G. oxydans no presentaron un
porcentaje significativo de conversion a GA tanto a partir de glicerol puro como crudo. El
porcentaje de conversion a DHA con glicerol puro a las 50 horas de reaccion fue de 53,6
13,7%, mientras que con glicerol crudo alcanzd un 58,1 + 2,4%. Ensayos preliminares con

células inmovilizadas de G. frateurii y G. oxydans en perlas de agar utilizando glicerol puro



como sustrato, mostraron conversion a productos luego de 20 horas de reaccion. No existen

reportes previos de conversion en estas condiciones.



Palabras clave

Acido glicérico, biotransformaciones, dihidroxiacetona, glicerol,  Gluconobacter,

inmovilizacion de microorganismos, resting cells.



Abreviaturas

DHA: Dihidroxiacetona

DO: Densidad dptica

GA: Acido glicérico

h: horas

HPLC: Por sus siglas en inglés, High Performance Liquid Chromatography
IUPAC: Unidn Internacional de Quimica Futura y Aplicada
pb: Pares de bases

PCR: Por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction
PVP: Polivinilpirrolidona

rpm: Revoluciones por minuto

Tm: Temperatura de melting

TMFD: N, n, n, n-tetrametil-p-fenilendiamina
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Biotransformaciones para la revalorizacion de glicerol

1. Introduccion

1.1. La industria del biodiesel y su principal subproducto: el

glicerol

El biodiesel es una alternativa renovable a los combustibles fésiles. EI mismo es producido
a partir de aceites vegetales y grasas animales a través de procesos de transesterificacion
con alcohol generalmente catalizados por NaOH o KOH. El principal producto secundario
de la industria del biodiesel es el glicerol, generdndose aproximadamente 1 kg de glicerol
crudo cada 10 kg de biodiesel (1,2).

El glicerol (1,2,3 propanotriol, C3HgO3) es un alcohol trihidrico soluble en agua, sin olor ni
color, viscoso y con alto punto de ebullicion. La versatilidad de este producto radica en su
compatibilidad con un gran nimero de otras sustancias, su facil manipulacién y el hecho de
gue no es tdxico para la salud humana ni el medio ambiente (1). Se espera que el mercado
mundial del glicerol alcance los 3 billones de dolares para el afio 2022, siendo su demanda
dominada por las industrias alimenticia, cosmética y farmacéutica (3). Si bien este producto
puede ser sintetizado de forma quimica, en el afio 2015 més del 68% de la produccién de

glicerol provino de la industria del biodiesel (3,4).

A pesar de que el glicerol puro (> 95%) es un producto de gran valor en el mercado, el
glicerol crudo obtenido luego del proceso de transesterificacién posee contaminantes,
alcanzando grados de pureza maximos de entre 60 y 80%, disminuyendo significativamente
su valor (1). La composicion de este glicerol crudo varia dependiendo del catalizador que
se utilice en la reaccion de transesterificacion, la eficiencia de la misma, el porcentaje de
recuperacion de biodiesel y la presencia de posibles impurezas en el material de partida. A
su vez, la recuperacion del metanol y los catalizadores de la reaccion también impacta en la
pureza del producto obtenido (5). Generalmente el glicerol crudo proveniente de la industria
del biodiesel contiene cantidades variables de sales, cenizas, metanol, materia grasa y otros

posibles contaminantes encontrados en el agua (5).
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Se proyecta que para el afio 2020 la produccién mundial de glicerol crudo alcanzara las
3.000 millones de toneladas anuales, superando ampliamente la demanda de este producto
(1). A nivel de Uruguay, la produccion anual de biodiesel por parte de ALUR deja como
residuo aproximadamente 20.000 toneladas de glicerol crudo. Actualmente un porcentaje
del mismo es comercializado a nivel nacional para su utilizacion como combustible en
hornos industriales. Sin embargo, su combustion lleva a la formacion de compuestos toxicos
como la acroleina, por lo que su quema se ve desalentada. Otro porcentaje es destinado a la
alimentacion animal mientras que el restante es exportado principalmente a Alemania (6).
Sin embargo, la oferta supera significativamente la demanda debido al gran aumento en la
produccion de biodiesel que acontecié en los Ultimos afios, hecho que ha impactado
negativamente en el precio del glicerol crudo en el mercado. A su vez, la obtencion de
glicerol puro para su uso en las industrias quimica y alimentaria (> 99%) a partir de este
residuo es muy costosa (1). Es por estas razones que resulta de especial interés comercial

buscar formas de revalorizar este subproducto.

1.2. Revalorizacion del glicerol crudo

El glicerol crudo es un residuo con gran potencial para su revalorizacién, encontrando usos
en diversas industrias como tal o a través de su conversion a otros productos de mayor valor
agregado. Mientras la produccion de biodiesel continta creciendo, el mercado del glicerol
crudo se ve cada vez mas afectado, por lo que su comercio como tal no supone grandes
ganancias (1). Sin embargo, en los Gltimos afios se han encontrado usos para el glicerol
crudo sin procesar que suponen un cierto rédito econémico. Entre ellos se encuentra su
utilizacion como biocombustible en hornos industriales, practica que como ya se ha
mencionado, acarrea la produccion de toxicos como la acroleina (6). Otra alternativa que
involucra el glicerol crudo como tal es su agregado como ingrediente en raciones de
alimento para ganado, tanto rumiantes como no rumiantes (5). El agregado de glicerol crudo
a estas raciones ha probado ser beneficial en todos los casos, sin embargo, el exceso del
residuo en estos alimentos puede afectar la fisiologia y el metabolismo de los animales (5).
Existen ademas otros potenciales usos para el glicerol crudo, por ejemplo su empleo como
solvente orgdnico “verde” para numerosas reacciones, su uso como combustible para
producir electricidad a partir de celdas microbianas y su funcion como fuente de carbono

para la remocion del nitrato en procesos de desnitrificacion de agua (5).
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Otra opcidn para la revalorizacion del glicerol crudo, es su conversion a otros productos de
mayor valor agregado. Para ello existen procesos de conversion quimica convencional y
bioconversiones (5). Estos primeros implican condiciones extremas de reaccion y la
utilizacion de catalizadores quimicos por lo que generalmente tienen un alto impacto
ambiental. Entre los productos obtenidos por conversiones quimicas se encuentra la
triacetina, un aceite transparente de grado alimenticio que se obtiene a partir de glicerol
crudo y acido acético sin el empleo de un catalizador (7). Otro producto obtenido a través
de una conversién quimica convencional es el (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4il) metil acetato,
utilizado como aditivo que aporta viscosidad al biodiesel (5). Por otra parte, la ya
mencionada acroleina puede utilizarse como bloque de construccién para la produccion de
detergentes, polimeros de ésteres de acido acrilico y polimeros superabsorbentes (5). Otra
alternativa de revalorizacion del glicerol crudo de la industria del biodiesel es la produccion
de gas hidrégeno, proceso que se estd estudiando actualmente en Uruguay por Veiga y
colaboradores (6,8). Esta reaccion precisa de catalizadores, temperaturas que oscilan entre
los 450 y 650 °C dependiendo del proceso y da como resultado una mezcla gaseosa rica

cuyos mayores componentes son Hz, CO2 y CO (8).

Las bioconversiones son una alternativa “verde” a las conversiones quimicas clasicas. Estas
implican la utilizacién de enzimas o0 microorganismos como catalizadores (9). Las enzimas
son catalizadores naturales, biocompatibles, biodegradables y pueden derivar de fuentes
renovables. A diferencia de las reacciones quimicas convencionales, las enzimas
generalmente trabajan en condiciones suaves de temperatura, presion y pH (10). Sin
embargo, el uso de enzimas tiene desventajas. Entre estas se destacan la poca estabilidad
del catalizador fuera de las condiciones Optimas de trabajo, la necesidad de co-sustratos y/o
co-factores que deben ser agregados constantemente a la mezcla de reaccion y sus costos

debido a la complejidad de la obtencion de las mismas en forma pura (9).

La utilizacion de microorganismos para realizar la bioconversion a productos de mayor
valor agregado tiene ciertas ventajas sobre el empleo de enzimas. En primera instancia, una
célula microbiana es por lo general mas resistente a los cambios en su entorno que una
enzima en solucion (9). Por otro lado, dentro de un microorganismo conviven varias
enzimas de una misma via metabélica, responsables de la transformacion de un producto en

otro. Esto se presenta como una ventaja en el caso de reacciones que requieran multiples
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pasos (9). Ademas, al trabajar con microorganismos completos, el agregado de cofactores
no es un problema ya que la propia célula los produce y se encarga de reciclarlos (9).

De todas formas, cabe mencionar que muchas veces al trabajar con microorganismos en
crecimiento se generan reacciones secundarias y por ende productos no deseados, por lo
que es necesario minimizar la ocurrencia de este tipo de reacciones. Una forma de
minimizar estas reacciones es trabajar con células en condiciones de no-crecimiento,
Ilamadas por su nombre en inglés resting cells (11). Estas células no se encuentran en
crecimiento, pero estdn metabolicamente activas. Por esta razon tienen un gran potencial en
biotransformaciones redox dependientes de cofactores ya que no necesitan gastar su energia
en la produccion de biomasa (12). Las resting cells pueden estar en suspension o
inmovilizadas. La inmovilizaciébn de las mismas acarrea ademas otras ventajas
operacionales como, por ejemplo, facilitar su separacion y el consecuente reuso, reduciendo
costos, aumentando la estabilidad y productividad del proceso y protegiendo las células de
las condiciones del medio externo (13). Existen numerosos soportes tanto organicos como
inorganicos para la inmovilizacién de células, ejemplos de los mismos son los hidrogeles
i6nicos, las espumas de poliuretano, las matrices sol-gel, los geles sintéticos y los

termogeles de agar y agarosa (11,13).

La mayoria de los compuestos de mayor valor agregado obtenidos a partir de glicerol crudo
son producto de reacciones de bioconversion utilizando microorganismos. Estos son muy
variados y se obtienen a través de reacciones con células en crecimiento o resting cells,
tanto libres como inmovilizadas, de una gran variedad de especies microbianas. Entre ellos
se encuentra el 1,3 propanodiol que es obtenido utilizando como catalizadores especies de
la familia Enterobacteriaceae. Este compuesto sirve como monomero para la produccion
de polimeros fotoestables y es utilizado en las industrias quimica, alimenticia y
farmacéutica (14). Otro compuesto obtenido a partir del glicerol crudo es el &cido citrico,
utilizando como catalizador la bacteria Yarrowia lipolytica (5). Este acido es de importancia
en las industrias quimica, farmacéutica, alimenticia y agropecuaria (14). También es posible
la produccion de hidrégeno por parte de Rhodopseudomonas palustris, a traves de
reacciones de conversion foto-fermentativa del glicerol crudo (5). La produccion de
bioplasticos, como los polihidroxialcanoatos (PHAS) por parte de especies como

Cupriavidus necator, Zobellella denitrificans y Pseudomonas oleovorans es otro ejemplo
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de la gran variedad de productos que se pueden obtener a partir de la bioconversién del
glicerol crudo (5,14).

En particular, este trabajo tiene su foco en la produccion de otros dos compuestos de alto
valor agregado, la dihidroxiacetona (DHA) y el acido glicérico (GA), ambos producidos
por bacterias del género Gluconobacter.

1.3. El genero Gluconobacter y la produccion de DHA y GA

El género Gluconobacter pertenece a la familia Acetobacteraceae. Linajes de
Gluconobacter han sido encontrados en flores, tierra de jardin, miel de abeja, frutas, sidra,
cerveza, vino y vinagre de vino (15). Las especies del género Gluconobacter han mostrado
no tener efectos patogénicos ni para el hombre ni para otros animales (16). Este género esta
constituido por bacterias del &cido acético con forma de bastones, Gram negativas que no
forman endosporas. Son aerobias obligatorias, teniendo un metabolismo estrictamente
respiratorio con oxigeno como aceptor final de electrones. Su temperatura Optima de

crecimiento esté entre los 25 y 30 °C y su pH 6ptimo es de 5,5.

En cuanto a las pruebas bioquimicas, las especies de Gluconobacter son catalasa positivas,
oxidasa negativas, no reducen nitrato, no producen indol ni forman HzS (16). Al igual que
maultiples especies de bacterias del acido acético, las bacterias del género Gluconobacter
son capaces de la oxidacién incompleta de carbohidratos y alcoholes a aldehidos, cetonas y
acidos organicos.

Este género es de gran importancia en la industria para la produccion de L-sorbosa a partir
de D-sorbitol, acido D-gluconico, &cido 5 - ceto - y 2 - cetogluconico a partir de D — glucosa;
y DHA y GA a partir de glicerol (16). Como se menciond con anterioridad, este trabajo se
enfoca en la produccion de estos dos ultimos. Las vias para su formacion a partir de glicerol

se esquematizan en la Figura 1.
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Dihidroxiacetona Glicerol Gliceraldehido Acido Glicérico

(DHA) (GA)

Figura 1: Vias para la formacion de GA y DHA a partir de glicerol por Gluconobacter spp. La flecha discontinua
indica una reaccion enzimatica no identificada en la formacion de GA. AdhAB, alcohol deshidrogenasa asociada
alamembrana, denominada mADH; SIdAB, glicerol deshidrogenasa asociada a la membrana, denominada SLDH
0 GLDH. Adaptado de Sato y colaboradores (17).

La DHA (1,3-dihidroxi-2-propanona, C3HeOz) es una cetotriosa que se produce en la
remolacha azucarera y la cafia de aztcar como producto de la oxidacién del glicerol (14).
Su peso molecular es de 90,08 g/mol y su punto de fusidn se encuentra entre los 75y 80 °C.
Es un polvo blanco, higroscépico con sabor dulce y refrescante y aroma caracteristico. Es
el representante mas simple de las cetosas conocidas, no posee centros quirales ni muestra

actividad Optica (18).

En el afio 1970, la DHA fue incluida por la Food and Drug Administration (FDA) en la lista
de componentes cosméticos permitidos (18). Es ampliamente conocida y utilizada como
agente bronceante ya que en contacto con la piel cambia el color a una tonalidad marrén.
Este cambio de coloracion resulta de una reaccién de la DHA con grupos de aminoacidos
libres de arginina que ocurre en la cuticula (18). La DHA no solo encuentra usos en la
cosmeética, sino que también en la dermatologia como agente terapéutico en el tratamiento
de enfermedades como la Leucoderma y la Porfiria variegata (18). También oficia como
materia prima para la produccion de sustancias quimicas de importancia desde el punto de
vista industrial, tales como el 1,2-propilenglicol, el acido lactico, el metotrexato, los

tensioactivos, etc (14).

La DHA puede ser sintetizada por dos métodos, el quimico y el microbiol6gico (18). La
sintesis quimica puede proceder a través de la oxidacion catalitica de glicerol o
condensacion de formaldehido con carbonato de calcio. Tal proceso de transformacion de
glicerol en DHA procede de un modo no homogéneo, adicionalmente resulta en la
formacion de compuestos complejos y dificiles de eliminar, y el rendimiento de reaccion

no es satisfactorio (18).
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Por otra parte, los métodos microbiol6gicos consisten en la oxidacion parcial de glicerol a
DHA mediante cepas seleccionadas de bacterias de &cido acético como Gluconobacter
oxydans, Gluconobacter melanogenus, y Acetobacter xylinum. Estas cepas se caracterizan
por presentar una alta actividad de glicerol deshidrogenasa, enzima que cataliza esa reaccion
(18). La oxidacidn del glicerol por las bacterias del acido acético puede darse por dos vias
resultando en la produccion de DHA. La primera via ocurre en ausencia de adenosina
trifosfato (ATP) y nicotinamida adenina dinucleotido (NAD), procede a pH 6. La Unica
enzima que cataliza esa reaccion es la glicerol deshidrogenasa ubicada en la membrana (18).
La segunda via de transformacion de glicerol ocurre a pH 8,5 y requiere la presencia de
ATP, NAD, iones Mg?* y de la enzima glicerol quinasa (18). La cepa mas ampliamente

estudiada para la produccion de DHA es Gluconobacter oxydans (14).

El &cido glicérico (acido 2,3-dihidroxipropionico, CsHeO4) se encuentra naturalmente como
un componente fitoquimico en una gran variedad de plantas, tales como mani, alcachofa,
manzana, banana y uva, aunque las composiciones enantiomeéricas y sus concentraciones
permanecen desconocidas (14). EI GA también esta presente en el cuerpo humano como un
metabolito, formado como un producto de la ruptura de la fructosa. A su vez, sus derivados
fosfato son intermediarios importantes en la via glicolitica. Con excepcién de pocas
propiedades como su peso molecular de 106,08 g/mol, su pKa de 3,5, y su completa
miscibilidad en agua, los datos sobre las propiedades fisiologicas y quimicas de GA son

escasos (19).

Existen varias patentes que implican la aplicacion de GA como materia prima para
productos quimicos, farmacéuticos y cosméticos. En particular, se ha reportado que este
compuesto y sus derivados presentan actividad bioldgica, estimulando la actividad
colesterolitica en perros y acelerando la eliminacién de etanol y la oxidacion del
acetaldehido en ratas (19). A su vez, se ha reportado que la utilizacion de GA como
monomero o co-mondmero con otros acidos hidrocarboxilicos resulta en polimeros que
pueden ser aplicables como sistemas de delivery drogas (19). EI GA también esta siendo
estudiado como material de partida para la preparacion de tensioactivos que pueden ser
utilizados en la industria textil para el acondicionamiento “verde” de telas (19). De todas
formas, el GA no es producido a granel, probablemente debido a que todavia no se han

desarrollado un numero considerable de aplicaciones para este producto quimico. Sin
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embargo, la molécula de GA, con tres grupos funcionales, parece tener un enorme potencial

como un quimico que agrega valor al glicerol (19).

Al igual que la DHA, el GA puede sintetizarse quimicamente y mediante biocatalisis.
Quimicamente el GA se sintetiza por oxidacion selectiva del grupo alcoholico primario del
glicerol por catalizadores heterogéneos de paladio (Pd), platino (Pt) y oro (Au) soportados
sobre carbono (14). La quimioselectividad de los catalizadores es importante en el sentido
de que la oxidacion del grupo alcohol primario produce GA, mientras que la oxidacion del
grupo alcohol secundario forma la DHA. La mejor quimioselectividad se logra en
condiciones bésicas y en presencia de catalizadores de Au o Pd. La sintesis catalitica no es
la ruta preferida para la produccion de GA, ya que el proceso no es favorable al medio
ambiente, produciéndose altas concentraciones de acidos minerales como subproductos
(14).

La biosintesis de GA se produce por oxidacion aerdbica del glicerol por bacterias
pertenecientes a la familia del &cido acético. Estos son Gluconobacter, Acetobacter y
Gluconacetobacter (14). EI GA fue originalmente conocido como un subproducto de la
produccion de DHA a partir de glicerol por Gluconobacter oxydans, pero poco trabajo se

ha centrado en la produccién biotecnoldgica de GA como un compuesto objetivo (19).

La bioquimica de la produccion de GA no ha sido estudiada en detalle hasta ahora. Sin
embargo, esta reportado que uno de los primeros pasos de la conversion de glicerol a
gliceraldehido, para su posterior transformacion a GA, esta catalizado por la enzima alcohol
deshidrogenasa (mADH) (Fig. 1) (17). Sato y colaboradores han observado que una
delecion en el gen adhA (que codifica para la enzima mADH) en una cepa G. oxydans
resulta en una pérdida total en la produccién de GA por parte de esta bacteria, indicando
que es una enzima clave en la via de sintesis de GA (17). Existen diferencias entre la sintesis
quimica y bioldgica del GA. La sintesis quimica de GA siempre produce una mezcla
racémicade D y L- GA, mientras que la sintesis biologica preferentemente produce la forma
D en exceso enantiomérico sobre la forma L (14). Un estudio reciente ha demostrado que
Gluconobacter frateurii es la cepa con mayor potencial para la produccion de D-GA (2,20).

También se han obtenidos buenos rendimientos utilizando Gluconobacter sp 3259 (19).

18



2. Objetivos

2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es estudiar la bioconversion de glicerol en DHA y GA

por especies mutantes de G. frateurii y G. oxydans en suspension.

2.2. Objetivos especificos

e Estudiar el crecimiento de las cepas seleccionadas de Gluconobacter.
e Identificar por pruebas bioquimicas.

e Desarrollar un método molecular para identificacién y control de contaminacion de

indculos.

e Estudiar y optimizar la conversién del glicerol puro a DHA y GA por resting cells

libres e inmovilizadas.

e Estudiar la conversidn con glicerol crudo por resting cells.
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3. Metodologia

3.1. Materiales

3.1.1. Material biolégico

Las ampollas conteniendo las cepas liofilizadas de Gluconobacter frateurii NBRC
103465, Gluconobacter oxydans NBRC 14819 y Gluconobacter sp. 3259 (en adelante
referidas como G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp. respectivamente) fueron
obtenidas de ATCC (Virginia, EEUU). Las cepas de E. coli BL21 y E. coli DH50. fueron
obtenidas de New England Biolabs (Massachusetts, EEUU) y P. aeruginosa 27853 fue
obtenida de ATCC.

3.1.2. Reactivos generales

Los componentes utilizados para la preparacion de los medios de cultivo y produccion
fueron de grado analitico. El sorbitol y la D-Glucosa fueron obtenidos de Amresco
(Ohio, EEUU). La peptona y el agar fueron obtenidos de Oxoid (Hampshire, Reino
Unido). EI MgS04.7H.O fue obtenido de Biopack (Buenos Aires, Argentina). El
extracto de levadura y el medio Difco OF Basal Medium fueron obtenidos de BD
Biosciences (California, EEUU). EI KH2PO4 fue obtenido de Emsure (Massachusetts,
EEUU). El K;HPO4 fue obtenido de Dorwil (Buenos Aires, Argentina). EI CaCOs fue
obtenido de la Drogueria Industrial Uruguaya (Montevideo, Uruguay). El glicerol puro
utilizado en las reacciones de conversion fue obtenido de Carlo Erba (Barcelona,
Espafia). El glicerol crudo producto del proceso de splitting, en adelante referido como
glicerol splitting (Agua < 12%, cenizas < 7%, glicerol 70-80%, materia grasa < 1%,

metanol < 5%, cloruros < 3%) fue donado por Alcoholes del Uruguay (ALUR).

La enzima ADN polimerasa, su cofactor Mg (MgCl») y el buffer de la enzima fueron
obtenidos de Tiangen (Beijing, China). Los dNTPs fueron obtenidos de Thermo

Scentific (Massachusetts, EEUU). Para la electroforesis se utilizo agarosa de Tiangen y
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E-Z vision de Amresco como agente intercalante. Se emplearon los marcadores de peso
molecular Quick-Load 50 bp DNA Ladder de New England Biolabs (Massachusetts,
EEUU) y GeneRuler Ladder Mix SM0331 de Thermo Scientific.

Los estandares para el HPLC fueron de grado analitico. La sal de &cido D-Glicérico fue
obtenida de Sigma Aldrich (Misuri, EEUU). La dihidroxiacetona fue obtenida de Merck
(Darmstadt, Alemania). La columna Rezex RHM — Monosaccharide H+ (8%) y la
precolumna con cartuchos Carbo-H 4 x 3.0 mm fueron obtenidas de Phenomenex
(California, EEUU).

3.2. Métodos

3.2.1. Obtencidn de stock bacteriano

Las ampollas conteniendo las cepas de Gluconobacter fueron abiertas bajo esterilidad.
Una vez abiertas se resuspendid el liofilizado en 500 pL de medio liquido de
recuperacion (sorbitol 50 g/L, extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g¢/L, pH 6
ajustado con HCI). Los 500 pL de la suspension bacteriana fueron traspasados a un
recipiente estéril conteniendo 3 mL de medio liquido de recuperacion. Se procedié a
tomar 250 pL de la nueva suspension bacteriana y colocarlos en una placa de medio
solido de recuperacion (sorbitol 50 g/L, extracto de levadura 10 g/L, peptona 10 g/L,
agar 15 g/L, pH 6 ajustado con HCI) para luego esparcirlos con un rastrillo estéril por
la placa, este procedimiento se realiz6 por duplicado. Las placas se colocaron en estufa
a 30 °C por 48 horas.

La suspension bacteriana restante se coloco en un agitador a 26 °C y 200 rpm por 48
horas. Los procedimientos anteriormente mencionados se repitieron para cada una de
las cepas (G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp). Luego de 48 horas de
crecimiento, se procedio a generar un stock del cultivo de cada una de las cepas, para
esto, se prepararon criotubos conteniendo 1 mL de cultivo con glicerol al 30%. Los

criotubos fueron almacenados a -80 °C.
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Posteriormente se realizaron estrias de cada microorganismo en medio de crecimiento
solido (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H.0 1 g/L,
agar 15 g/L, pH 6,5).

3.2.2. Identificacion bioquimica de las cepas

3.2.2.1. Tincién de Gram

Se siguio el protocolo de tincion de acuerdo a bibliografia (21). Se prepararon frotis
a partir de colonias aisladas de G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp. Se
fijaron con calor. Se agregd cristal violeta por 1 minuto y se lavo con agua destilada.
Luego se agregd lugol por 1 minuto y se removié con agua destilada. Posteriormente
se agrego etanol 95% y se dej6 actuar por 30 segundos, se lavo con mas etanol
seguido de agua destilada. Finalmente se agreg6 safranina por 10 segundos y se lavd
con agua destilada. Los preparados se dejaron secar y se observaron al microscopio

con un objetivo de 100x utilizando aceite de inmersion.

3.2.2.2. Prueba de la catalasa

Para realizar la prueba de la catalasa se siguié el protocolo de acuerdo con la
bibliografia (21). Se tomaron colonias aisladas de G. frateurii, G. oxydans y
Gluconobacter sp que se esparcieron ligeramente en una placa de vidrio. Se coloco

una gota de perdxido de hidrégeno al 3% sobre la muestra y se observd la reaccion.

3.2.2.3. Prueba de la oxidasa

La técnica se realizo de acuerdo a la bibliografia (21). Se muestrearon colonias de
G. frateurii, G. oxydans, Gluconobacter sp, E. coli BL21 como control negativo y
P. aeruginosa 27853 como control positivo. Se colocd cada muestra sobre una
superficie de papel de filtro. Para colectar la muestra de la prueba de la oxidasa se

empled un ansa de plastico para evitar resultados positivos falsos. A continuacion
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se coloco una gota del reactivo N, n, n, n-tetrametil-p-fenilendiamina (TMFD) sobre
la muestra y se dejo actuar.

3.2.2.4. Crecimiento en medio OF

Se inocularon tubos de medio Difco OF Basal Medium suplementado con D-glucosa
al 1% con colonias aisladas de G. frateurii, G. oxydans, Gluconobacter sp y E. coli
DHS5a como control. Los tubos se dejaron semi abiertos en estufa a 30 °C por 48

horas de acuerdo a las indicaciones del fabricante (BD Biosciences).

3.2.2.5. Crecimiento en medio suplementado con CaCOs3

Se realizaron precultivos de G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp en medio
de crecimiento con glucosa (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5
g/L, MgSO4.7H20 1 g/L, pH 6,5). Se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Se
midi6 la DO a 600 nm (DOeoo nm) de los precultivos y se centrifugaron volimenes
correspondientes a 0,068 mg de células a 5.000 rpm por 10 minutos. Las medidas
de DOsoo nm fueron tomadas en el espectrofotdmetro BioSpec-mini de Shimadzu

(Kioto, Japon).

Para el sembrado de la placa se adapté el protocolo de Boonsaner y colaboradores
(22). Los pellets bacterianos se resuspendieron en 50 pL de buffer fosfato 30 mM
(NaH2PO4 4,14 g/L, KoHPO4 5,23 g/L, pH 7) y posteriormente se sembraron 10 uL
de cada una de las cepas en una placa de medio de crecimiento CaCOs (glicerol 50
g/L, peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, MgS0..7H>0 1 g/L, CaCO3 5 g/L,
agar 15 g/L). Se realiz6 ademés una estria apretada de E. coli DHS5a en la misma

placa como control negativo. La placa se mantuvo en estufa a 30 °C por 48 horas.
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3.2.3. Identificacion molecular

3.2.3.1. Alineamientos

Se obtuvieron los genomas completos de Gluconobacter frateurii y Gluconobacter
oxydans, asi como la secuencia parcial del gen del ARNr 16S de Gluconobacter sp
y la secuencia completa del gen del ARNr 16S de E. coli BL21 de la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se realiz6 un
alineamiento de los dos genomas completos y otro de los genes del ARNr 16S de
las tres cepas en estudio junto con el de E. coli utilizando el programa CLC Sequence
Viewer 7 de CLCbio (Aarhus, Dinamarca).

3.2.3.2. Disefo de cebadores

Para el disefio de cebadores se utilizd la herramienta online Primer3 (disponible
desde: http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Se comprobd in silico la potencial
formacion de dimeros de cebadores con la herramienta Multiple Primer Analyzer de
Thermo Scientific, asi como las posibilidades de amplificacion inespecifica con la
herramienta BLAST del NCBI. La sintesis de los cebadores fue llevada a cabo por

la empresa Macrogen (Seul, Corea).

3.2.3.3. Multiplex Colony PCR

Se llevo a cabo una reaccién de Multiplex Colony PCR utilizando los cebadores
previamente disefiados, donde se amplificaron fragmentos especificos de G.
frateurii, G. oxydans y del gen del ARNr 16S. Como ADN molde se utilizaron
colonias de las distintas cepas de Gluconobacter en estudio y de E. coli BL21. La
reaccion se llevo a cabo en 25 pL conteniendo 0,8 mM de cada cebador, Buffer Tag
1x, 2,5 mM de MgClz, 0,2 mM de dNTPs, 1,25 U de enzima Taq polimerasa y agua

ultrapura c.s.

24



Las condiciones de ciclado fueron establecidas teniendo en consideracion la ruptura
de las celulas y liberacion del ADN, asi como también la temperatura de annealing
de los cebadores utilizados (Tabla 1). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en

un termociclador Little Genius de Bioer (Binjiang, China).

Tabla 1: Condiciones de ciclado para la reaccién de Multiplex Colony PCR

Numero de ciclos Duracién Temperatura Suceso
Ruptura de células y desnaturalizacion
1 ciclo 5 min 95°C del ADN
1 min 95°C Desnaturalizacion
35 ciclos
1:30 min 57°C Annealing
1 min 72°C Extension
1 ciclo 5 min 72°C Extension final

Para la visualizacion de los productos de PCR se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 2% utilizando EZ-vision (1x) como agente intercalante. Los geles se

visualizaron mediante el transiluminador E-Gel Imager de Thermo Scientific.

La validacion de la técnica constd de dos etapas, la primera fue la repeticion de los
ensayos cinco veces. La segunda constd de verificar la identidad de los fragmentos
obtenidos por secuenciacion y posterior alineamiento con las secuencias obtenidas
del NCBI. Los alineamientos fueron llevados a cabo con el programa CLC

Sequence Viewer 7.

3.2.4. Estudios de crecimiento de las cepas

3.2.4.1. Curvas de crecimiento

Se estudid el crecimiento de las cepas de G. frateurii y G. oxydans en medio de
crecimiento con glucosa (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5

g/L, MgS0.4.7H.0 1 g/L, pH 6,5) y en medio de crecimiento con glicerol (glicerol
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100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH2PO4 0,9 ¢/L, K:HPO4 0,1
g/L, MgS04.7H20 1 g/L, pH 6) a 30 °C.

Se realizaron precultivos a partir de colonias aisladas de G. frateurii y G. oxydans
inoculando 3 mL de medio de crecimiento con glucosa. Se dejaron crecer 16 horas
a 30°C y 210 rpm. Posteriormente se inocularon matraces de 1 L conteniendo 250
mL de los medios a ensayar con 250 pL de precultivo para G. frateurii (DOsoo nm=
3) y 2,5 mL para G. oxydans (DOsoo nm= 0,6). Se dejaron crecer por 76 horas a 30
°C y 210 rpm tomando muestras periédicamente para medir DOgsoo nm. Las medidas
de DOeoo nm fueron tomadas en el equipo BioSpec-mini de Shimadzu.

3.2.4.2. Medidas de peso seco

Para las medidas de peso seco se adaptd el protocolo establecido por Black y Nair
(23). Se inocularon matraces de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento
con glicerol con precultivos de G. frateurii y G. oxydans. Se dejaron crecer a 30 °C

y 210 rpm hasta alcanzar una medida de DOgoo nm de 3.

A partir de los cultivos concentrados se prepararon diluciones en buffer fosfato 30
mM con un volumen final de 50 mL por duplicado en tubos previamente pesados
en balanza analitica, obteniendo suspensiones bacterianas con DOsgonm de 0,4, 0,6,
1,1,5, 2,5y 3. Las medidas de DOsoo nm fueron tomadas en el equipo BioSpec-mini

de Shimadzu.

Se centrifugaron las suspensiones bacterianas por 10 minutos a 5.000 rpm y se
descartd el sobrenadante. El pellet bacteriano fue lavado con 5 mL de agua destilada
y centrifugado nuevamente por 10 minutos a 5.000 rpm. Posteriormente se descartd
el agua de lavado y se dejo secar el pellet resultante por 48 horas en estufa a 60 °C.

Se pesaron los tubos conteniendo los pellets secos en la misma balanza analitica

hasta obtener un peso constante y se restd el peso inicial de cada tubo para obtener
el peso seco del contenido. Se elabor6 un grafico de DOgoo nm VS peso seco (g/L).
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3.2.5.

Conversion de glicerol puro a DHA y GA

3.2.5.1. Conversidn con resting cells

3.25.1.1. Conversion en distintos estadios de

crecimiento

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento
con glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se
inocularon 4 matraces de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento
con glicerol puro. Se dejé crecer los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta obtener
cultivos con DOeoo nm de 0,4, 1, 2,5 y 3. Posteriormente se centrifugo el
volumen necesario para obtener 1,7 mg de peso seco por 15 minutos a 5.000
rpm. El pellet bacteriano fue lavado para remover el medio de crecimiento con
buffer fosfato de lavado 30 mM (NaH2PO4 4,14 g/L, K2HPO4 5,23 g/L, pH 7)
y fue posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos, eliminando el

sobrenadante.

Las conversiones de glicerol por resting cells de G. frateurii y G. oxydans se
Ilevaron a cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de medio de
reaccion suplementado con glicerol puro (glicerol 50 g/L, KH2PO4 0,9 g/L,
K2HPO4 0,1 g/L, MgS04.7H20 1 g/L) que fue inoculado con los 1,7 mg de
peso seco obtenidos previamente. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y
210 rpm durante 20 horas, por duplicado. Al finalizar cada ensayo se tomaron
muestras de 1 mL que fueron centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos para
eliminar el pellet bacteriano y el sobrenadante fue disuelto 5 veces en agua mQ
para su anélisis por HPLC.
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3.25.1.2. Efecto de pH inicial en la conversion de

glicerol puro

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento
con glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se inocul6
un matraz de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento con glicerol
puro. Se dejé crecer los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta obtener una DOsoo nm
de 1, transcurrido ese tiempo se detuvo el crecimiento. Posteriormente se
centrifugd el volumen necesario para obtener 1,7 mg de peso seco por 15
minutos a 5.000 rpm. El pellet bacteriano fue lavado para eliminar rastros del
medio de crecimiento con buffer fosfato de lavado 30 mM y fue posteriormente
centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos, eliminando el sobrenadante.

Las conversiones de glicerol por resting cells de G. frateurii y G. oxydans se
Ilevaron a cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de medio de
reaccion suplementado con glicerol puro a distintos pH (3,0, 4,0, 6,0, 7,0 y 8,0)
que fue inoculado con los 1,7 mg de peso seco obtenidos previamente. Las
reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm durante 50 horas, por duplicado.
Al finalizar cada ensayo se tomaron muestras de 1 mL que fueron centrifugadas
a 15.000 rpm por 30 min para eliminar el pellet bacteriano y el sobrenadante fue
disuelto al quinto en agua mQ para su analisis por HPLC. Paralelamente, se

midié el pH del medio de reaccién.

3.2.5.1.3. Seguimiento temporal de reacciones de

conversion

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento
con glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se inocul6
un matraz de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento con glicerol
puro. Se dejo crecer los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta obtener una DOgoo nm
de 1, transcurrido ese tiempo se detuvo el crecimiento. Posteriormente se

centrifugd el volumen necesario para obtener 1,7 mg de peso seco por 15
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minutos a 5.000 rpm. El pellet bacteriano fue lavado para eliminar rastros del
medio de crecimiento con buffer fosfato de lavado 30 mM y fue posteriormente

centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos, eliminando el sobrenadante.

Las conversiones de glicerol por resting cells de G. frateurii y G. oxydans se
Ilevaron a cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de reaccion
de reaccidn suplementado con glicerol puro a pH 8 para G. frateurii y pH 6 para
G. oxydans, inoculados con los 1,7 mg de peso seco obtenidos previamente. Las
reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm, por duplicado. Se tomaron
muestras de 1 mL a las 3, 6, 20, 26, 30, 50, 100 y 125 horas de reaccion para G.
frateurii yalas 3, 6, 20, 26, 30, 50, 110 y 120 horas de reaccion para G. oxydans.
Las muestras fueron centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos para eliminar el
pellet bacteriano y el sobrenadante fue disuelto al quinto en agua mQ para su
andlisis por HPLC. Paralelamente, se midi6 el pH del medio de reaccién a partir

del sobrenadante de las muestras obtenidas.

3.2.5.2. Conversion con células inmovilizadas

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento con
glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se inoculd un
matraz de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento con glicerol puro. Se
dejo crecer los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta alcanzar una DOeoo nm de 1,

transcurrido ese tiempo se detuvo el crecimiento.

Para realizar la inmovilizacion de las células en agar se siguio el protocolo reportado
por Trelles y Rivero (13). Se centrifugo el volumen necesario para obtener 1,7 mg de
peso seco por 15 minutos a 5.000 rpm. EI pellet bacteriano fue lavado para remover
el medio de crecimiento con buffer fosfato de lavado 30 mM y fue posteriormente
centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos, eliminando el sobrenadante. Se prepard
una solucién de agar al 3% y se resuspendio el pellet bacteriano en 3 mL de la misma.
Se prepararon perlas de agar por goteo en aceite de girasol frio. Las mismas se
lavaron con hexano y luego con agua destilada.
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Las conversiones de glicerol por inmovilizados de resting cells de G. frateurii y G.
oxydans se llevaron a cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de
medio de reaccién suplementado con glicerol puro a pH 8 para G. frateurii y pH 6
para G. oxydans, inoculado con las perlas de agar conteniendo los 1,7 mg de peso
seco obtenidas previamente. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm
durante 20 horas, por duplicado. Al finalizar el ensayo se tomaron muestras de 1 mL
de cada uno de los matraces. Se separ0 la mezcla de reaccion de las perlas de agar,
se tomaron muestras del sobrenadante y se diluyeron al quinto en agua mQ para su

andlisis por HPLC.

3.2.6. Conversion de glicerol crudo a DHAy GA

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento con
glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se inoculé un matraz
de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento con glicerol puro. Se dejo crecer
los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta alcanzar una DOeoo nm de 1, transcurrido ese tiempo
se detuvo el crecimiento. Posteriormente se centrifugé el volumen necesario para
obtener 1,7 mg de peso seco por 15 minutos a 5.000 rpm. El pellet bacteriano fue lavado
para remover el medio de crecimiento con buffer fosfato de lavado 30 mM y fue

posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos, descartando el sobrenadante.

Las conversiones de glicerol crudo de calidad splitting por resting cells de G. frateurii
y G. oxydans se llevaron a cabo en matraces de 250 mL con un volumen de 30 mL de
medio de reaccion suplementado con glicerol splitting (glicerol crudo 62,5 g/L, para una
concentracion de 50 g/L de glicerol, KH2PO4 0,9 g/L, KoHPO4 0,1 g/L, MgS0O4.7H.0 1
g/L) a pH 8 para G. frateurii y pH 6 para G. oxydans, inoculado con los 1,7 mg de peso
seco obtenidos previamente. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210 rpm
durante 50 horas, por duplicado. Se tomaron muestras de 1 mL a las 3, 6, 20, 26 y 50
horas de reaccién. Las muestras fueron centrifugadas a 15.000 rpm por 30 minutos para
eliminar el pellet bacteriano y el sobrenadante fue filtrado con un filtro de 0,22 um
tratado con polivinilpirrolidona (PVP) y disuelto al quinto en agua mQ para su analisis
por HPLC. Paralelamente, se midié el pH del medio de reaccion a partir del

sobrenadante de las muestras obtenidas.
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3.2.6.1. Reusos de resting cells para la conversion de

glicerol

Se realizaron precultivos de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento con
glucosa y se dejaron crecer 16 horas a 30 °C y 210 rpm. Con estos se inoculd un
matraz de 1 L conteniendo 250 mL de medio de crecimiento con glicerol puro. Se
dejo crecer los cultivos a 30 °C y 210 rpm hasta alcanzar una DOeoo nm de 1,
transcurrido ese tiempo se detuvo el crecimiento. Posteriormente se centrifugé el
volumen necesario para obtener 1,7 mg de peso seco por 15 minutos a 5.000 rpm.
El pellet bacteriano fue lavado para remover el medio de crecimiento con buffer
fosfato de lavado 30 mM y fue posteriormente centrifugado a 5.000 rpm por 15

minutos, descartando el sobrenadante.

Se realizaron tres reacciones consecutivas de conversion de glicerol splitting
reutilizando los 1,7 mg de células obtenidos previamente para cada una de las cepas.
Cada reaccion de conversion se llevé a cabo en matraces de 250 mL con un volumen
de 30 mL de medio de reaccién suplementado con glicerol splitting a pH 8 para G.
frateurii y pH 6 para G. oxydans. Las reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 210
rpm durante 20 horas, por duplicado. Previo a cada reuso, las células fueron
centrifugadas a 5.000 rpm por 15 minutos y lavadas con buffer fosfato de lavado 30
mM antes de volver a ser resuspendidas en el medio de reaccién. Entre el uso 2y 3
las células fueron almacenadas a 4 °C por 48 horas. Al final de cada uso se
colectaron muestras que fueron filtradas con un filtro de 0,22 um tratado con PVP

y disuelto al quinto en agua mQ para su analisis por HPLC.

3.2.7. Analisis por HPLC

La produccion de GA y DHA durante las reacciones de conversién fue analizada por

HPLC con un equipo Waters (Massachusetts, EEUU), con detector de arreglo de diodos.

Se utiliz6 una columna de intercambio ionico Rezex RHM-Monosaccharide H+ (8%)

con una precolumna con cartucho Carbo-H 4 x 3.0 mm, ambas obtenidas de

Phenomenex (California, EEUU). La fase movil utilizada fue acido sulfrico 3 mM. La

deteccion se llevo a cabo a 60 °C y 210 nm con un flujo de 0,5 mL/min por 21 minutos.
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Cada inyeccion fue de un volumen de 20 pL. Se construyeron curvas de calibracion para
GA 'y DHA con soluciones de 0,15, 0,3, 0,6, 1,25, 2,5y 5 g/L. Las curvas de calibracion
y su andlisis por HPLC se encuentran disponibles en la seccion 8.2 de anexos. Las

muestras fueron analizadas por el programa Empower Pro de Waters.
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4. Resultados y discusion

4.1. Obtencién de stock bacteriano y observacion del

crecimiento en placa

Con el fin de obtener un stock bacteriano de las tres cepas en estudio (G. frateurii, G.
oxydans y Gluconobacter sp), se abrieron las ampollas bajo esterilidad y se resuspendio el
liofilizado contenido en cada una de ellas, en medio de recuperacion liquido. Posteriormente
se dejd crecer en agitacion. A su vez, a partir de la suspension bacteriana obtenida, se tomo
una alicuota de la misma y se colocé en una placa de medio de recuperacion solido para
luego esparcirla con un rastrillo estéril. Posteriormente se generaron stocks a partir de los

cultivos liquidos con glicerol al 30% Yy se almacenaron a -80 °C.

A las 24 horas ya se pudo observar el crecimiento de G. frateurii en el medio de
recuperacion tanto solido como liquido. Pasadas las 48 horas se pudo observar crecimiento

en ambos medios para todas las cepas.

En la Figura 2 se observan estrias realizadas en medio solido de crecimiento con glucosa a
partir de las anteriormente mencionadas presentando colonias tipicas de G. frateurii, G.
oxydans y Gluconobacter sp. Las mismas fueron crecidas a 30 °C por 48 horas y luego
fueron almacenadas a 4 °C.

Figura 2: Crecimiento en placa de las cepas en estudio luego de 48 horas a 30°C en medio de crecimiento con
glucosa. A) G. frateurii, B) G. oxydans, C) Gluconobacter sp.

Para el caso de G. frateurii las mismas son pequefias, circulares, de color amarillo

blancuzco, algo transltcido y presentan cierta elevacion. En algunas colonias se observa la

33



produccién de un pigmento rosa (Fig. 2A). Esta reportado que algunas cepas de
Gluconobacter producen este tipo de pigmentos (24). Las colonias de G. oxydans se
observan mas pequefias en comparacion con las de G. frateurii, son de forma redondeada,
con cierta elevacion y de color amarillo blancuzco. Esta diferencia de tamafio podria indicar
que crecen més lento. No se observé produccion de pigmentos por parte de las mismas
(Fig. 2B). Las colonias de Gluconobacter sp guardan cierta similitud con las de G. frateurii,
siendo también circulares y de color amarillo blancuzco con elevacion, presentan ademas
un pigmento rosa (Fig. 2C). Cabe destacar que la aparicion del pigmento rosa ocurre en

ambos casos luego de someter las colonias a bajas temperaturas (4 °C) durante varios dias.

Se obtuvieron por lo tanto stocks de todas las cepas en estudio, se pudo estudiar la
morfologia de las colonias de las mismas, permitiendo encontrar diferencias que facilitan
su identificacion, como ser la presencia del pigmento color rosa, presente en algunas

colonias de G. frateurii y Gluconobacter sp.

4.2. Identificacion bioquimica de las cepas

Las pruebas bioguimicas son una herramienta ampliamente utilizada en la microbiologia
para el chequeo y la identificacion de bacterias. Estas ultimas tienen una gran cantidad de
propiedades que les son inherentes, utilizandolas es posible entonces diferenciarlas,
detectar su presencia 0 ausencia o conocer detalles sobre la estructura de su membrana,

entre otros (25).

Para poder identificar las cepas en estudio, se procedio a realizar una tincion de Gram de
las mismas para su posterior observacion al microscopio. Con el mismo fin, se realizaron
pruebas bioquimicas clasicas para determinar ciertas caracteristicas de las cepas, estas
fueron la prueba de la catalasa y la prueba de la oxidasa. Se buscd ademas determinar el
metabolismo oxidativo-fermentativo de la glucosa a través del crecimiento de las cepas en
medio OF. Finalmente, se determind la capacidad de las mismas de producir &cido a partir
de glicerol a través del crecimiento de las mismas en placas de medio de crecimiento

suplementado con glicerol.
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4.2.1. Tincion de Gram

Se realiz6 una tincion de Gram sobre las bacterias G. oxydans, G. frateurii y
Gluconobacter sp para obtener informacion sobre la estructura de su pared celular. Esta
caracteristica estd intimamente relacionada a la envoltura celular, ya que las bacterias
Gram negativas presentan doble membrana lipidica (una externa y otra interna) y en el
medio de estas una fina pared celular formada por peptidoglicano. Estas caracteristicas
impiden que la bacteria retenga el colorante cristal violeta, a diferencia de las bacterias
Gram positivas que poseen una sola membrana lipidica y una pared gruesa de

peptidoglicano.
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Figura 3: Tincidon de Gram de las cepas de Gluconobacter en estudio en microscopio éptico con un objetivo de
100X. A) G. oxydans, B) G. frateurii, C) Gluconobacter sp.

Se corrobor6 que las especies de Gluconobacter en estudio son bacterias Gram
negativas con forma de bacilo, ya que su tincién resulté de color rosa (Fig. 3). Estos

resultados condicen con los reportados en bibliografia (16).

4.2.2. Prueba de la catalasa

Esta prueba fue realizada para determinar si las bacterias G. oxydans, G. frateurii y
Gluconobacter sp poseen la enzima catalasa, caracteristica de bacterias aerobias. En este
ensayo se utiliza como reactivo el peroxido de hidrégeno, un compuesto muy tdxico
para las bacterias aerobias estrictas y anaerobias facultativas. EI mecanismo que estas

tienen para eliminarlo es a través de la enzima catalasa, que degrada el peroxido de
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hidrégeno en agua y oxigeno. En este ensayo, una prueba de catalasa positiva se da
cuando se observan burbujas de oxigeno donde se colocd la bacteria, indicando que hay
presencia de la enzima catalasa. Esta reportado que las especies de Gluconobacter son

aerobias estrictas, por lo que se espera un resultado positivo de la prueba (16,24).

- v e
2l i

Figura 4: Prueba de la catalasa. A) G. oxydans, B) G. frateurii, C) Gluconobacter sp.

Como se puede observar en la Figura 4, la prueba arroja resultados positivos para las
tres especies de Gluconobacter, indicando que poseen la enzima catalasa y por ende son

bacterias aerobias.

4.2.3. Prueba de la oxidasa

Esta prueba se realizé con el fin de determinar si las bacterias en estudio poseen la
enzima citocromo C oxidasa. Durante la respiracion aerobia existe una secuencia de
enzimas y transportadores que trasladan los electrones desde sus sustratos hasta llegar al
citocromo C. La enzima llamada citocromo C oxidasa le quita electrones al citocromo
C y estos son posteriormente transferidos por la enzima al oxigeno, siendo este el ltimo
aceptor de electrones en la cadena respiratoria. En esta técnica se utiliza el colorante
cromoégeno TMFD que actia como donante artificial de electrones para la enzima.
Cuando la enzima citocromo C oxidasa oxida al TMFD se observa un color azul. Por lo
tanto, las bacterias oxidasa positivas poseen la enzima citocromo C oxidasa y al llevar
a cabo la prueba se ve color azul en el papel de filtro. Este es el caso de Pseudomonas
aeruginosa, utilizada en este caso como control positivo (Fig. 5 E). Las bacterias que
no poseen citocromo C oxidasa, no generan color, como es el caso del control negativo,
correspondiente a E. coli (Fig. 5 D). Se espera que las bacterias del género

Gluconobacter arrojen un resultado negativo para esta prueba (24).
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Figura 5: Prueba de la oxidasa. A) G. oxydans, B) G. frateurii, C) Gluconobacter sp, D) E. coli (control negativo),

E) P. aeruginosa (Control positivo).

Los resultados indican que las tres especies de Gluconobacter se valen de una enzima
diferente de la citocromo C oxidasa para el transporte de electrones hacia el oxigeno

durante la respiracion, ya que no presentan coloracion azul (Fig. 5).
4.2.4, Crecimiento en medio OF

Este ensayo se llevo a cabo con el fin de determinar el metabolismo oxidativo-
fermentativo de las cepas G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp en estudio. El
metabolismo oxidativo de la glucosa produce acidos débiles, esto provoca un cambio
en el pH y un consecuente viraje de color del azul de bromotimol (componente del

medio), variando el color del medio de verde a amarillo.

Se inocularon tubos de medio OF con las distintas cepas (G. oxydans, G. frateurii,
Gluconobacter sp y E. coli DH5a) y se incubaron semi abiertos durante 48 horas a 30
°C. Se esperan resultados similares para las tres especies de Gluconobacter, ya que son
aerobias estrictas, presentando coloracion amarilla solamente en la superficie del tubo
(16,24). Con respecto a E. coli DH5a, se espera obtener una coloracion amarilla a lo
largo de todo el tubo, ya que el género Escherichia se compone de bacterias anaerobias
facultativas (24).
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Figura 6: Ensayo de crecimiento en medio OF suplementado con glucosa. A) G. frateurii, B) G. oxydans, C)
Gluconabacter sp, D) E. coli.

En las Figuras 6A, 6B y 6C se pueden observar los resultados de G. frateurii, G. oxydans
y Gluconobacter sp. La coloracion despareja a lo largo del tubo indica que son bacterias
aerobias estrictas, ya que solo se observa crecimiento en la superficie del tubo que
presenta una coloracién amarilla. Esta coloracion se debe a la minima produccion de
acido en esa zona, resultante del metabolismo oxidativo de la glucosa que presentan
estas tres cepas. Los resultados obtenidos condicen con los reportados en bibliografia
(16,24). Por otra parte, el control con E. coli, presenta una coloracién amarilla pareja,
lo que indica un crecimiento a lo largo de todo el tubo. Esto indica que es una bacteria
anaerobia facultativa, capaz de fermentar la glucosa ya que en el fondo del tubo no hay

oxigeno disponible para la oxidacion (Fig. 6D).

4.2.5. Crecimiento en medio suplementado con CaCOs

Para evaluar la posible produccion de GA por las cepas en estudio, se inocul6 una placa
de medio de crecimiento suplementado con CaCOs con alicuotas de cultivos de las tres
cepas de Gluconobacter en estudio junto con una estria apretada de E. coli. La aparicion
de zonas claras alrededor de las colonias indica la solubilizacién de CaCOz3 debida a la

produccion de &cidos.
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Figura 7: Determinacion de la posible produccion de GA en placa de medio de crecimiento CaCOs. A) Frente
de la placa. i. G. frateurii, ii. G. oxydans, iii. Gluconobacter sp, iv. E. coli DH5a (Control negativo). B) Reverso
de la placa. i. G. frateurii, ii. G. oxydans, iii. Gluconobacter sp, iv. E. coli DH5a (Control negativo).

Se puede observar que todas las especies de Gluconobacter presentan un halo
transparente a su alrededor, correspondiente a la solubilizacion del CaCOs, siendo este
mas notorio para G. frateurii (Fig. 7). Los halos presentes alrededor de Gluconobacter
sp y G. oxydans son similares, aunque el correspondiente a Gluconobacter sp aparenta
tener un didmetro un poco mayor y ser mas intenso. Estos resultados indican que las tres
cepas producen &cido, dadas las caracteristicas de las mismas, es probable que la
solubilizacion del CaCOg sea particularmente producto de la produccion de GA a partir
de glicerol. Resultado que fue posteriormente corroborado por HPLC. Por otra parte, la
estria apretada E. coli (control negativo) no presenta halo alguno. Este resultado
concuerda con que E. coli no es un organismo productor de &cidos a partir de glicerol.

4.3. Identificacion molecular

Dados los comportamientos similares de las cepas en estudio frente a las pruebas

bioquimicas planteadas en el apartado 4.2, se buscé desarrollar una técnica molecular que

permitiese la identificacién de las cepas. En la actualidad, los métodos moleculares

independientes de cultivo y del estado fisiologico de las bacterias son ampliamente

utilizados en estudios poblacionales dada su alta especificidad (26). Métodos basados en la
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amplificacion de fragmentos de ADN por PCR utilizando cebadores especificos permiten

determinar la presencia de un microorganismo particular en una poblacion heterogénea.

Para el desarrollo de esta técnica se llevd a cabo el alineamiento de los genomas completos
de G. frateurii (2.158,5 Kb) y G. oxydans (1.550,7 Kb) disponibles en la base de datos del
NCBI. Dada la gran similitud entre sus secuencias se buscé identificar regiones de poca o
nula homologia entre las mismas a partir de las cuales se logro disefiar los cebadores
especificos para cada cepa. Para el caso de Gluconobacter sp no se encuentra disponible la
secuencia gendmica completa por lo que no se pudo tomar en cuenta a la hora del
alineamiento y posterior disefio de cebadores especificos. Se alinearon ademas las
secuencias del gen del ARNr 16S de las tres cepas de Gluconobacter en estudio junto con
la secuencia analoga correspondiente a E. coli. A partir de este alineamiento se disefiaron
cebadores especificos para el gen del ARNr 16S, gen presente en todas las bacterias que
contiene tanto regiones variables como conservadas (26). Estos Ultimos cebadores fueron
disefiados a partir de una regidn conservada para su posterior uso como control interno en
una reaccion de Multiplex Colony PCR. Por esta misma razon, durante el disefio de
cebadores se busco que los productos a obtener tuvieran distinto peso molecular, que los
cebadores tuvieran similar temperatura de melting (Tm) y se descartd la posibilidad de

formacion de dimeros de cebadores.

En la tabla 2 se muestran las secuencias de los cebadores resultantes del disefio, asi como
también su Tm y el tamafio del producto de PCR esperado para cada par. Los pares de
cebadores especificos se denominan en adelante de la siguiente forma: 16S (amplifican un
segmento del gen del ARNr 16S), Frateurii (amplifican un segmento del ADN de G.

frateurii) y Oxydans (amplifican un segmento el ADN de G. oxydans).

Tabla 2: Cebadores disefiados para la identificacion molecular de las cepas en estudio.

ADN Secuencias Tm (°C) | Tamafio del producto
Molde (pb aprox)
ARNr16S | FWD:5 CAGCTCGTGTCGTGAGATGT 3' 64,8 189

REV: 5' CACTGTCACCGCCATTGTAG 3’ 64,7

G. oxydans | FWD: 5 GACGGACCGGAGACTGCTGG 3' 65,3 559
REV: 5' AAGCCGCCGATCGTGCTTGG 3’ 65,9

G. frateurii | FWD: 5 GCCGCATAGGGTGAGGGTCA 3 64,5 365
REV: 5 CGATGGTGACAGCCGCACAT 3' 62,3
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Una vez completado el disefio de cebadores, se procedio a realizar reacciones de PCR para

evaluar su funcionamiento. El resultado se observa en la Figura 8.

Figura 8: Gel comparativo utilizando los cebadores disefiados. PM- GeneRuler Ladder Mix SMO0331; 1-
Cebadores: 16S, ADN: G. frateurii; 2- Cebadores: 16S, ADN: G. oxydans; 3- Cebadores: 16S, ADN: Gluconobacter
sp; 4- Cebadores: 16S, sin ADN (C-); 5- Cebadores: Frateurii, ADN: G. frateurii; 6- Cebadores: Frateurii, sin ADN
(C-); 7- Cebadores: Oxydans, ADN: G. oxydans; 8- Cebadores: Oxydans, sin ADN (C-).

En los carriles 1 a 4 se puede observar los resultados de la amplificacion del fragmento del
gen del ARNr 16S bacteriano para las distintas cepas. Se observé amplificacion en los
carriles 1 a 3 correspondientes a G. frateurii, G. oxydans y Gluconobacter sp, presentando
bandas de un peso molecular de 189 pb que condice con el peso esperado. En el carril 4 se
muestra el resultado del control negativo que no contenia ADN agregado en la mezcla de
reaccion, por lo que se esperaba una ausencia de bandas. En el mismo se observé una banda
similar a las obtenidas en los carriles 1 a 3. Esta banda puede corresponderse con un error
de manipulacion al momento del sembrado del gel o bien a la amplificacion del ARNr 16S
de una bacteria contaminante de la mezcla de reaccion, dado que los cebadores amplifican

una region conservada de este gen.
Por otro lado, en el carril 5 se muestra el producto de la amplificacion del fragmento del

genoma de G. frateurii a partir de los cebadores disefiados especificamente para esta cepa.
Se observd una banda correspondiente a 365 pb que condice con el peso molecular
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esperado. En el carril 6 se muestra el control negativo de esta reaccion sin ADN agregado,
donde no se observaron bandas de acuerdo a lo esperado.

Finalmente, en el carril 7 se observa el resultado de la reaccion de amplificacion del
fragmento de G. oxydans a partir de los cebadores disefiados especificamente para esta
cepa. La banda obtenida tuvo un peso molecular de 559 pb que condice con el peso
esperado para este fragmento. En el carril 8 se observa el control negativo de la reaccion
sin ADN agregado que no presenta bandas de acuerdo a lo esperado. Los resultados
obtenidos para cada par de cebadores disefiados indican un correcto funcionamiento de los

mismos.

4.4, Desarrollo de método molecular para identificacion y

control de contaminacion de inoculos

Una vez comprobado el correcto funcionamiento de los cebadores disefiados en las
condiciones de reaccion seleccionadas, se buscO desarrollar un método molecular de
identificacion que a su vez pudiese ser utilizado como técnica de control de los in6culos de
las reacciones de conversion de glicerol. Para ello se planteo el desarrollo de una reaccion
de Multiplex Colony PCR que emplee los tres juegos de cebadores disefiados y tenga como
resultado un patrén de bandas caracteristico para cada cepa.

Se comenzd el desarrollo de la técnica evaluando la reacciéon de PCR variando la cantidad
de juegos de cebadores presentes y utilizando como ADN molde distintas colonias de las
cepas de Gluconobacter en estudio. A la vez, se probd la técnica en desarrollo con E. coli
ya que es un posible contaminante de las reacciones de conversion de glicerol en nuestro

laboratorio.
Como se observa en la Figura 9, para el caso de G. oxydans los cebadores funcionaron

correctamente ya que se ve producto amplificado en todos los casos, excepto en el carril 4,

lo que es de esperarse ya que se trata del control negativo.
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Figura 9: Gel de electroforesis de G. oxydans. PM- Quick-Load 50 bp 1- Cebadores: Oxydans y Frateurii, ADN: G.
oxydans, 2-Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. oxydans, 3- Cebadores: Oxydans, ADN: G. oxydans (C+),
4- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: Ninguno (C-), 5- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: E. coli.

En el carril 1 predomina una banda de aproximadamente 559 pb, esta banda puede ser
adjudicada al producto de los cebadores especificos para G. oxydans. Se pueden observar
ademas bandas mas tenues que pueden ser producto de uniones inespecificas y
combinaciones de los cebadores especificos para G. oxydans y G. frateurii. En el carril 2
se visualiza la reaccion Multiplex donde se observa el patron caracteristico para G. oxydans
al ser sometido su ADN a los tres pares de cebadores disefiados. En él se puede observar
ademas de la banda de 559 pb, una banda de 189 pb correspondiente a la amplificacion del
gen del ARNr 16S. En el carril 3 se muestra la reaccion llevada a cabo con un solo par de
cebadores, donde se observa claramente la banda caracteristica de G. oxydans. Con
respecto al carril 5, no es posible distinguir claramente una posible contaminacién del
cultivo con E. coli ya que la reaccion genera una banda de un peso correspondiente al
segmento del gen del ARNr 16S. Sin embargo, el producto parece ser de menor tamafio
que el que se obtiene a partir del gen del ARNr 16S de las especies de Gluconobacter.

Se repiti6 el procedimiento antes mencionado utilizando G. frateurii como ADN molde.

En la Figura 10 se pueden visualizar los resultados obtenidos.
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Figura 10: Gel de electroforesis de G. frateurii. PM- Quick-Load 50 bp, 1- Cebadores: Oxydans y Frateurii, ADN:
G. frateurii, 2-Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. frateurii, 3- Cebadores: Frateurii, ADN: G. frateurii
(C+), 4- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: Ninguno (C-), 5- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN:
E. coli.

En el carril 1 se logra observar la banda correspondiente al producto de los cebadores
especificos para G. frateurii con un peso de 365 pb. Al igual que en el caso anterior, cuando
una misma reaccion contiene tanto los cebadores especificos para G. frateurii como los
cebadores especificos para G. oxydans se pueden observar bandas inespecificas. En el carril
2 se presenta el resultado de la reaccion Multiplex. Ademas de estar presente la banda
especifica para G. frateurii también es posible ver la banda de 189 pb correspondiente al
gen del ARNr 16S. Nuevamente la presencia de los tres pares de cebadores aumenta
aparentemente la especificidad de la reaccion. En el carril 4 no se observa ninguna banda
ya que se trata del control negativo. En el carril 5 se observan bandas de distintas
intensidades que podrian utilizarse como guia a tener en cuenta frente a una posible

contaminacioén con E. coli.

Teniendo en cuenta que aun no se encuentra secuenciado el genoma de Gluconobacter sp,
no fue posible el disefio de cebadores especificos para este microorganismo. De todas
formas, se probaron los pares de cebadores especificos disefiados para G. frateurii y G.
oxydans en diferentes condiciones utilizando como molde el ADN de Gluconobacter sp
con la finalidad de observar los productos de PCR que se forman.
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Figura 11: Gel de electroforesis de Gluconobacter sp. PM- Quick-Load 50 bp, 1- Cebadores: Frateurii, ADN:
Gluconobacter sp, 2- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: Gluconobacter sp, 3- Cebadores: Oxydans,
Frateurii, 16S, ADN: Ninguno (C-), 4- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: E. coli, 5- Cebadores: Oxydans,
ADN: Gluconobacter sp.

Como se puede observar en la Figura 11, en el carril 1 aparecen maltiples bandas, esto
puede deberse a que la presencia de un solo par de cebadores (en este caso, los especificos
para G. frateurii) genere un nimero considerable de interacciones inespecificas. Lo mismo

ocurre en el carril 5 con los cebadores especificos para G. oxydans.

En el carril 2 se puede observar el resultado de la reaccion Multiplex, el mismo es un patrén
de bandas particular y especifico para esta cepa. Por otra parte, el control negativo presentd
el resultado esperado ya que el carril 3 se presenta sin bandas. En el carril 4 sin embargo,
no se observan bandas correspondientes a la presencia de E. coli, esto pudo deberse a que

la colonia utilizada como molde fuera escasa.

Estos ensayos permitieron determinar patrones de bandas caracteristicos para cada una de

las cepas que permiten diferenciarlas entre si con facilidad (Fig. 12).

45



Figura 12: Gel de PCR Comparativa. PM- Quick-Load 50 bp, 1- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G.
oxydans, 2- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. frateurii, 3- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN:

Gluconobacter sp 4- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: E. coli, 5- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S,
ADN: Ninguno (C-).

Una vez establecida la capacidad de la técnica para la correcta identificacion de las cepas,
se evalud la capacidad de la misma para identificar posibles contaminaciones. Los
resultados se observan en la Figura 13.

Figura 13: Gel simulacro de contaminacion. PM- Quick-Load 50 bp, 1- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN:
G. frateurii, 2- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. oxydans, 3- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S,
ADN: G. oxydans y G. frateurii, 4- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. oxydans y E. coli, 5- Cebadores:
Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: G. frateurii y E. coli, 6- Cebadores: Oxydans, Frateurii, 16S, ADN: Ninguno (C-).

En el carril 1 se puede observar el patron caracteristico de G. frateurii, mientras que en el

carril 2 se puede ver el correspondiente a G. oxydans. En el carril 3 se simulé una
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contaminacion entre ambas cepas con el fin de determinar si el método propuesto permite
identificar ambos microorganismos en una misma mezcla de reaccion. Observando los
resultados se puede determinar que esto es asi, ya que se observan 3 bandas, una tenue
correspondiente al segmento del gen del ARNr 16S, otra a G. oxydans (559 pb) y otra a G.
frateurii (365 pb).

Con respecto a los carriles 4 y 5, donde se simul6 una contaminacién con E. coli para cada
una de las cepas con cebadores especificos, esta no gener6 bandas especificas que permitan
evidenciar la presencia del microorganismo. Por lo tanto, podemos concluir que es posible
detectar contaminacion cruzada entre cultivos de G. oxydans y G. frateurii, pero esto no es

posible con E. coli.

Con el fin de validar la técnica de Multiplex Colony PCR que fue desarrollada, los
productos de PCR generados fueron secuenciados. La identidad de los fragmentos fue
corroborada mediante su alineamiento con sus respectivas secuencias tedricas, obtenidas

de la base de datos del NCBI (Seccion 8.1, anexos).

4.5, Estudios del crecimiento de las cepas

A efectos de este trabajo, se seleccionaron las cepas mutantes de G. frateurii y G. oxydans
para continuar el estudio por su mayor produccion de GA y DHA a partir de glicerol crudo
(16,27).

Se comenzo estudiando el crecimiento de G. frateurii y G. oxydans en medio de crecimiento
con glucosa con el fin de determinar sus distintas fases de crecimiento. El estudio se llevd
a cabo a 30 °C ya que esta temperatura entra dentro del rango de temperatura 6ptimo para
el crecimiento de especies del género Gluconobacter y fue reportada en numerosos articulos
(2,23,28,29).
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Figura 14: Estudio de crecimiento de G. frateurii (A) y G. oxydans (B) en medio de crecimiento con glucosa a 30
°C.

Se observo que el crecimiento de G. frateurii en este medio es rapido, alcanzando su
méaximo a las 40 horas. Se pueden observar claramente las distintas etapas del crecimiento
microbiano y su duracion (Fig. 14 A). En estas condiciones de crecimiento, G. frateurii
tiene una fase latencia de 8 horas, seguida de una fase exponencial de 25 horas. La fase

estacionaria comienza a las 35 horas de crecimiento.

Para el caso de G. oxydans, se observo que en las condiciones del experimento la fase de
latencia tiene una duracién de 8 horas, seguida de una fase exponencial de 10 horas
alcanzando el valor maximo de DOsoo nm @ las 20 horas de crecimiento, donde comienza su
fase estacionaria (Fig. 14 B). Este valor es significativamente méas bajo que el obtenido
para el caso de G. frateurii, ya que con G. oxydans en estas condiciones se obtienen valores
de DOeoo nm que no superan el 0,7. Es posible que el crecimiento de este microorganismo
en medio suplementado con glucosa se vea afectado, ya que el crecimiento en placa del

mismo en este medio resulta en colonias pequefias.

Ensayos preliminares con glicerol puro indicaron que no hubo conversion del mismo
utilizando resting cells crecidas en medio de crecimiento con glucosa. Posiblemente esto
se deba a que no se activa la maquinaria metabdlica necesaria para la conversién. Sin
embargo, cuando se llevd a cabo el crecimiento en medio con glicerol sustituyendo a la
glucosa, se obtuvo conversion para todos los casos. Esto indicO la necesidad del

crecimiento del in6culo microbiano en medio suplementado con glicerol. Por esta razon,
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se prosiguio con los estudios de crecimiento utilizando medio de crecimiento suplementado

con glicerol como fuente de carbono.

Se procedio a crecer ambas cepas de Gluconobacter en medio de crecimiento con glicerol
a 30 °C (Fig. 15). Se estudio ademas la correlacion entre la DOgsoo nm Obtenida de la medida
con espectrofotdmetro y el peso seco (Fig. 16). Esta correlacion permitié determinar el
volumen de indculo necesario para las reacciones de conversion de glicerol, ya que asocia

las medidas de DOsoo nm cON la concentracion en g/L de células.

Con respecto al crecimiento de G. frateurii, se observa una fase de latencia mayor a la
obtenida en el ensayo de crecimiento con medio de crecimiento con glucosa. Esta fase paso
a ser de 18 horas en el medio de crecimiento con glicerol. Es seguida por una fase
exponencial con una duracion de 15 horas, alcanzando la méaxima densidad 6ptica a las 35

horas de crecimiento.
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Figura 15: Curvas de crecimiento de G. frateurii (A) y G. oxydans (B) en medio de crecimiento con glicerol a 30
°C.

Por otra parte, la curva de crecimiento correspondiente a G. oxydans presenta una forma
similar a la de G. frateurii y alcanza DOsoo nm Similares. También pueden identificarse
correctamente las distintas etapas del crecimiento microbiano, con una fase de latencia de
18 horas, una fase exponencial de 15 horas y una fase estacionaria que comienza a las 35
horas de crecimiento. Comparando estos resultados con los obtenidos previamente para

este microorganismo utilizando medio suplementado con glucosa, se observo que la fase
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de latencia es més corta en esas condiciones. Sin embargo, al crecer G. oxydans en medio

suplementado con glicerol se obtienen valores de DOeoo nm Significativamente mayores.

Teniendo en cuenta que el crecimiento en medio suplementado con glucosa fue mas rapido

para las dos cepas, se procedid a utilizar este medio para los precultivos.
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Figura 16: Correlacion entre DOeoo nm Y Peso seco para G. oxydans (A), R?= 0,99 y G. frateurii (B), R>=0,98.

La correlacion de DOsoo nm Y peso seco fue muy similar para ambas bacterias en estudio
(Fig. 16). Se logré obtener una correlacion lineal en ambos casos que permite determinar

el volumen de in6culo necesario para las reacciones de conversion.

4.6. Conversion de glicerol puro a DHA y GA

El objetivo de este trabajo es estudiar la conversion de glicerol a DHA y GA por parte de G.
frateurii y G. oxydans con el fin de revalorizar este sustrato obtenido como subproducto de
la produccion de biodiesel. Dado que el glicerol crudo obtenido a partir de este proceso
contiene un gran nimero de contaminantes, es importante poner a punto las reacciones de
conversion utilizando en primera instancia glicerol puro como sustrato. De esta manera se
puede determinar los valores 6ptimos de ciertos parametros sin la influencia de estos posibles

contaminantes.
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4.6.1. Conversion utilizando resting cells

4.6.1.1. Conversion en distintos estadios de crecimiento

El metabolismo bacteriano cambia a lo largo de las distintas fases de crecimiento.
Durante la fase exponencial se producen los llamados metabolitos primarios, estos
compuestos cumplen roles importantes en el crecimiento y la division celular (30).
Por el contrario, una vez alcanzada la fase estacionaria, disminuye la produccién de
metabolitos primarios y comienza la de metabolitos secundarios. Estos son
metabolitos que no cumplen ninguna funcion vital, como antibidticos o toxinas pero
resultan de gran importancia en biotecnologia (30,31). Es por esta razén que es
importante determinar en qué etapa del crecimiento microbiano se produce una
mayor cantidad de GA y DHA, dado que es en esa etapa en la que se deben colectar

las resting cells para las reacciones de conversion.

Se procedio entonces a realizar la conversion de glicerol por G. frateurii y G.
oxydans en distintos estadios de crecimiento. Para el disefio de este ensayo se utilizo
como base la curva de crecimiento de ambas cepas crecidas en medio con glicerol
a 30 °C (Fig. 15). Se seleccionaron cuatro puntos representativos de las distintas
fases del crecimiento bacteriano: fase exponencial temprana (DOeoo nm= 0,3), mitad
de fase exponencial (DOeoo nm= 1), fase exponencial tardia (DOsoo nm= 2,5) y fase

estacionaria (DOeoo nm= 3).

A B

100 - 100 »
< o

S 80 - 80

o

(]

>

c

@]

O

S

Figura 17: Reaccion de 20 horas de conversion de glicerol a GA y DHA por resting cells de G. frateurii
(A) y G. oxydans (B) colectadas en las distintas etapas de crecimiento. GA (&), DHA (H).
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Se fijé el tiempo de conversidn en 20 horas, ya que en este lapso es posible observar
diferencias notorias en la produccion de GA y DHA. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 17, donde se puede observar que las resting cells colectadas
durante la mitad de la fase exponencial son las que dieron lugar a un mayor
porcentaje de conversion de sustrato a productos. Esto ocurre para ambas cepas en
estudio.

En el caso de G. frateurii se llega a porcentajes de conversion de 17,4 + 0,2% a GA
y 18,3 £ 0,9% a DHA, lo que se traduce en un porcentaje de conversion total de
35,7 £ 1,1% a los productos estudiados. En el caso de G. oxydans se logrd un
porcentaje de conversion de 36,8 + 3,9% de DHA y no se observd conversion
significativa para GA (0,3 + 0,5%), por lo que la conversion neta de glicerol para

ambos microorganismos fue similar en el intervalo de tiempo estudiado.

Estos resultados indican que G. oxydans genera mas DHA que G. frateurii a las 20
horas de reaccion, resultado que condice con los reportes previos sobre G. oxydans,
ya que es una especie ampliamente utilizada en la industria para la produccion de
dicho compuesto (14). Ademas, se observé que G. frateurii produce ambos
compuestos y en comparacion con G. oxydans, produce mas GA. La cepa de G.
frateurii utilizada en las reacciones de conversion esta reportada como una de las

mejores productoras de GA por lo que este resultado también es esperable (20).

Una vez determinada la mejor etapa de crecimiento para colectar las resting cells
se prosiguid a seguir la reaccion de conversion a lo largo del tiempo con el fin de

determinar en qué momento ocurre la conversion maxima a productos.
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Figura 18: Seguimiento temporal de la conversidn de glicerol puro a DHA y GA por resting cells de G. frateurii.
GA (E]), DHA (B).

En el caso de G. frateurii, se puede observar que a las 100 horas de conversion ya se
obtiene mas del 99% de conversion a productos, obteniéndose cantidades similares de
DHAy GA (52,9 £ 0,7% y 55,8 £ 1,2% respectivamente) (Fig. 18).
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Figura 19: Seguimiento temporal de la conversién de glicerol puro a DHA y GA por resting cells de G. oxydans.
GA (E), DHA (B).

Para el caso de G. oxydans, no se alcanzo una conversion total a productos luego de 120

horas de reaccién (Fig. 19). Esto puede deberse a una inhibicién por producto causada
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por una alta concentracion de DHA. Se ha reportado que altas concentraciones de DHA
inhiben la via de las pentosas fosfato asi como también la enzima glicerol
deshidrogenasa, causando dafio a la célula (14). Durante el ensayo se logré obtener una
conversion maxima del 57,1 £ 14,9% a DHA y de un 4,1 £ 2,3% a GA. La produccion
de GA es detectable recién a partir de las 50 horas de reaccion, por lo que para la
produccion de DHA como unico producto seria conveniente detener la reaccién a las 30

horas en estas condiciones.

4.6.1.2. Efecto de pH inicial en la conversion de glicerol

puro

El pH es un pardmetro importante a tener en cuenta ya que afecta directamente la
actividad de las enzimas y por consiguiente el crecimiento y metabolismo
microbiano (32). Es por esta razon que se pueden obtener distintos rendimientos de

conversion dependiendo del pH inicial de la mezcla de reaccion.

Con el fin de determinar el pH inicial 6ptimo, se procedio a realizar conversiones
con resting cells de G. frateurii y G. oxydans colectadas en fase exponencial de
crecimiento modificando el pH inicial del medio de reaccién. Se tomaron muestras

a las 50 horas de produccidn y se analizaron los productos por HPLC.
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Figura 20: Estudio del efecto del pH inicial del medio de reaccién en conversiones utilizando resting cells
de G. frateurii. GA (El), DHA (&).
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El cambio en el pH inicial del medio de reaccion probd ser un factor determinante
en la produccién de DHA y GA por parte de G. frateurii (Fig. 20). La produccion
de DHA y GA aumenta significativamente con el aumento del pH inicial del medio
de reaccion, alcanzando casi un 100% de conversion a productos a las 50 horas de
produccion para un medio de reaccion con pH 8 inicial. Con respecto a la
produccion de DHA se observo que no hay una diferencia significativa entre el pH
7 y pH 8. Dado que G. frateurii es una bacteria que se caracteriza por su alta
produccidn de GA, se eligié como optimo el pH 8 inicial ya que fue donde se obtuvo

mayor porcentaje de conversion a este producto.

Luego de determinar el pH inicial 6ptimo para la reaccion, se buscé estudiar la
cinética de conversion a productos y la variacion del pH del medio de reaccion a lo

largo del tiempo (Fig. 21).
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Figura 21: Cinética de produccion de DHA y GA por resting cells de G. frateurii en medio de reaccion
con pH 8 inicial. pH (A), DHA (@), GA (m).

La cinética de la reaccion muestra que a las 3 horas ya se observa produccién tanto
de DHA como de GA, la produccion de este ultimo se ve reflejada en la baja del
pH inicial de la solucion de reaccion. A lo largo del experimento se observa el
aumento en el porcentaje de conversion de GA y DHA alcanzando las 50 horas un
41,1 +1,8% y 47,3 + 0,7% respectivamente. La produccion se ve acompafiada de

una baja del pH de la solucion de reaccién, alcanzando un pH 3 final.
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Se repitieron los ensayos anteriormente mencionados para G. oxydans. Se procedio
aestudiar el pH 6ptimo para la conversion de glicerol puro a DHA 'y GA. Se observd
que a pH 6 inicial se obtiene un mayor porcentaje de conversion a productos a las
50 horas de reaccion (Fig. 22). Para DHA, a pH 6 se produce la mayor conversion
a productos (52,1 £+ 11,7%). En todos los casos la produccion de GA fue menor al
4,4 +0,9%.
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Figura 22: Estudio del efecto del pH inicial del medio de reaccién en conversiones utilizando resting cells
de G. oxydans. GA (&), DHA ().

Se procedio a seguir la cinética de la reaccion a pH 6 durante 50 horas. En este
tiempo no se observd produccion significativa de GA por parte de G. oxydans. Sin
embargo, si se observd produccion de DHA, alcanzando un maximo de conversion
del 53,6 + 13,7% (Fig. 23).

Se observé que el pH del medio de reaccion bajé a 4 en las 50 horas en las que
transcurrio la reaccion. Dado que no se detect6 produccion de GA en este tiempo,
esta baja en el pH probablemente esté asociada a la produccion de otros acidos

relacionados con el metabolismo bacteriano.
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Figura 23: Cinética de produccion de DHA y GA por resting cells de G. oxydans en medio de reaccion
con pH 6 inicial. pH (A), DHA (®), GA ().

4.6.2. Conversion de glicerol puro con ceélulas

inmovilizadas

Luego de probar las conversiones con resting cells de G. frateurii y G. oxydans,
determinando el mejor estadio de crecimiento para colectarlas y el pH éptimo de
conversion, se procedié a inmovilizar las mismas en agar. La inmovilizacion de los
microorganismos muchas veces resulta en un aumento de la productividad, a su vez
facilita la separacion de los catalizadores de la mezcla de reaccion y también su
consecuente reuso (11,13). Al mejor de nuestro conocimiento no existen reportes
previos en la literatura sobre la inmovilizacion de G. frateurii y G. oxydans con este

sistema de inmovilizacién.

La metodologia de inmovilizacion seleccionada fue el atrapamiento en perlas de agar.
Se prepararon inmovilizados de ambas cepas y se procedio a realizar reacciones de
conversion de glicerol puro tomando muestras a las 20 horas de reaccion como primera
aproximacion. Se compararon los rendimientos de conversion obtenidos con los

inmovilizados con los resultados previos de las reacciones con resting cells (Fig. 24).
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Figura 24: Reacciones de conversion de glicerol puro a DHA y GA por inmovilizados de G. frateurii (A) y G.
oxydans (B). GA (&), DHA (&).

Los inmovilizados de G. frateurii presentan muy bajos rendimientos, ya que se observa
un porcentaje neto de conversion a productos de un 3,9 + 0,4%, siendo 1,7 = 0,2%
correspondientea GA 'y 2,25 £ 0,2% a DHA (Fig. 24 A). Contrastando con los resultados
obtenidos con las resting cells, se observa una notoria diferencia en los rendimientos
obtenidos, ya que con esta modalidad se obtiene un porcentaje de conversion neta a
productos de 53,4 + 2,4%, siendo 25,5 + 0,5 % de GA 'y 27,9 + 1,9 % de DHA.

Para el caso de los inmovilizados de G. oxydans, también se obtuvieron bajos
rendimientos de conversién luego de 20 horas en comparacion con los obtenidos por las
resting cells tanto para DHA como para GA (Fig. 24 B). La produccion de GA con los
inmovilizados alcanz6 solamente un 1,4 + 1,9%, mientras que la produccién de DHA a
las 20 horas fue de un 6,1 + 1,9%. Las resting cells presentaron en este caso un
porcentaje de conversion a GA de 0,32 + 0,5% Yy un porcentaje de conversion a DHA
de 36,8 + 3,9%.

Dado que la productividad de los inmovilizados depende tanto de las caracteristicas del
biocatalizador como de las caracteristicas de la matriz, la disminucién en los
rendimientos de conversiéon puede deberse a la inactivacion de las células durante el
proceso de inmovilizacion en agar (13). Esta matriz, como otros termogeles, tiene como
desventaja la necesidad de altas temperaturas, usualmente mayores a 85 °C, para

fundirse (11). Otras posibles causas de la disminucién de los rendimientos de conversion
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pueden ser que exista un problema con la difusion de sustrato y productos a través de la
matriz de agar o que las células se encuentren impedidas debido a una alta densidad de
las mismas en el interior de la particula (13). Sin embargo, se pudieron obtener
inmovilizados que mantienen la capacidad de conversién de glicerol tanto a GA como
a DHA, por lo que es de interés apuntar hacia la optimizacion de esta u otras técnicas

de inmovilizacion para mejorar los rendimientos de la reaccion.

4.7. Conversion de glicerol crudo a DHA 'y GA

El glicerol crudo de calidad splitting resultante de la produccién de biodiesel contiene un
80% de glicerol, acompafado de grasas, metanol, cenizas y otros contaminantes en
diferentes proporciones. La conversion de glicerol de méas baja pureza presenta gran interés
biotecnologico ya que agregaria valor al subproducto sin pasar por costosos procesos de

purificacion.

Se estudio la conversion por resting cells de G. frateurii y G. oxydans utilizando glicerol
splitting como sustrato con el fin de revalorizar este subproducto. Se utilizaron las mismas
condiciones en las reacciones de conversion que las encontradas como Optimas para la

transformacion de glicerol puro.

Comparando los rendimientos de conversion neta con los distintos sustratos utilizados a las
50 horas de reaccidn, se observa que para G. frateurii la conversion a productos fue superior
con glicerol puro, alcanzando un porcentaje de 88,4 + 2,4% en comparacion con un 25,5 +
1,2% obtenido utilizando glicerol splitting (Fig. 25 A). Otra diferencia notoria en la
produccién es el cambio en la relacion GA/DHA que se produce a partir de los distintos
sustratos. Cuando se utiliza glicerol puro, la relacion GA/DHA es mayor que cuando el

sustrato es glicerol splitting.

En el caso de G. oxydans, el rendimiento de conversion a las 50 horas de reaccion fue similar
para los dos sustratos en estudio. Se obtuvo una conversion de 53,6 + 13,7% cuando se
emple6 como sustrato glicerol puro y 58,1 £ 2,4% cuando se empleo glicerol splitting (Fig.
25 B). Esto indica que, a diferencia de G. frateurii, G. oxydans mantiene su capacidad de
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convertir el glicerol independientemente de la presencia de los contaminantes del glicerol

splitting.
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Figura 25: Reacciones de conversion de glicerol a DHA y GA a las 50 horas de reaccién por resting cells de G.
frateurii (A) y G. oxydans (B) utilizando glicerol puro y splitting como sustratos. GA (&), DHA (E).

Se analizé la cinética de las reacciones de conversién junto con la variacion del pH del
medio. Para el caso de G. frateurii, los rendimientos de conversion con glicerol splitting
como sustrato fueron bajos, alcanzando un 8,2 + 0,9% de conversion a GA 'y un 17,3 £ 0,3%
de conversion a DHA luego de 50 horas de reaccion (Fig. 26). La disminucion en el pH
observada se relaciona con el leve aumento en la concentracién de GA, alcanzando un pH

6 a las 50 horas de reaccion.

Esta baja productividad de GA puede deberse a la presencia de metanol en la solucion de
reaccion, ya que este tiene efectos inhibitorios sobre la enzima mADH, encargada de la
produccién del acido. Sato y colaboradores reportaron una baja en la productividad de GA
en presencia de metanol por la misma cepa de G. frateurii utilizada en este estudio, que se
revierte cuando el mismo es retirado del medio de reaccion (17,33).
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Figura 26: Cinética de produccion de DHA y GA por resting cells de G. frateurii utilizando glicerol splitting como
sustrato. pH (A), DHA (@), GA (m).

El seguimiento de la reaccion de conversion de glicerol splitting por G. oxydans muestra una
alta producciéon de DHA por parte del mismo a las 50 horas de reaccion, alcanzando un
porcentaje de 58,1 + 2,4% de conversién a este producto (Fig. 27). El pH del medio de
reaccion disminuye al inicio, pero a partir de las 20 horas se mantiene constante a lo largo

del tiempo, alcanzando un pH 5 al final del ensayo.
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Figura 27: Cinética de produccion de DHA y GA por resting cells de G. oxydans utilizando glicerol splitting como
sustrato. pH (A), DHA (@), GA (m).
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Los resultados obtenidos para esta cepa son prometedores, ya que como se menciond con
anterioridad, la produccion de DHA es similar utilizando como sustrato tanto glicerol
splitting como glicerol puro (Fig. 25 B). Esto es ventajoso ya que el glicerol splitting es un
desecho de la industria que supone una materia prima significativamente mas econémica en

comparacion con el glicerol puro.

Se evaluo la posibilidad de reutilizar las células a lo largo de una serie de conversiones
consecutivas (Fig. 28).
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Figura 28: Reacciones de conversion de glicerol crudo a DHA y GA por resting cells de G. frateurii (A) y G. oxydans
(B) a 20 horas. GA (El), DHA (&).

Es posible observar una caida en el rendimiento de conversion a lo largo de los consecuentes
reusos. Estos resultados indican que, si bien la capacidad de las células para convertir
glicerol a DHA y GA en las condiciones del experimento se mantiene luego del proceso de
centrifugacion y lavado, la misma disminuye cada vez que se vuelve a utilizar el indculo
bacteriano. Es posible que variando algunas condiciones durante las reacciones de
conversion tales como relacién de inéculo a volumen final, pH durante el proceso o
temperatura, se logren no solo mejores rendimientos en el primer uso sino mayor capacidad

de las células para ser reusadas.
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5. Analisis econémico

Dado que se trabajo a escala de laboratorio, con volimenes de reaccion de 30 mL, a una
concentracion de 50 g/L de glicerol y con procesos sin optimizar, no se puede realizar un
analisis econémico profundo. Sin embargo, considerando los precios en el mercado tanto del
glicerol puro y crudo, como de los productos obtenidos y los resultados de este trabajo, se puede
hacer una estimacion sobre la cantidad de veces que se revaloriza un gramo de producto

obtenido con respecto al gramo de sustrato.

Se consideran para el analisis los resultados obtenidos a partir de las conversiones de glicerol
puro y splitting con resting cells, ya que fueron las que otorgaron mayores porcentajes de
conversion. Se tomaron en consideracion los precios de mercado de dos sales de GA de
diferentes grados de pureza, siendo estas una resultante de una mezcla racémica de GA (DL-
GA) y una sal con pureza enantiomérica (D-GA). Para la DHA también se consideraron los
precios de mercado de dos productos con distintos grados de pureza. Estos fueron la DHA de
grado cosmético (> 98%), por su gran importancia en la industria y un estdndar de DHA de alta
pureza que cumple los requerimientos de la Farmacopea Americana (USP). Los datos fueron
obtenidos del catdlogo de Sigma-Aldrich y fueron adaptados a precios de Uruguay,
considerando costos de traslado y tributos aduaneros. Es importante notar que la posible
rentabilidad de las revalorizaciones planteadas en este analisis esta sujeta a la consideracién de
costos de escalado y purificacion que no pueden ser estimados en esta etapa del trabajo. Cabe
destacar ademas que estos costos de purificacion pueden variar de acuerdo al sustrato utilizado
para las conversiones, ya que el glicerol splitting posee numerosos contaminantes, lo que puede

traducirse en un proceso de purificacion mas costoso.

5.1. Revalorizacion de glicerol puro

En las etapas iniciales de esta investigacion, se utilizé glicerol comercial con un 99,5% de
pureza para realizar las conversiones a productos por G. frateurii y G. oxydans. Los
rendimientos de conversion obtenidos para ambas cepas en estas condiciones fueron muy
buenos, por lo que es interesante estudiar cuanto se revalorizaria el gramo de glicerol puro

con respecto al valor del gramo de los posibles productos. De esta manera, planteamos la
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posibilidad de utilizar nuestra metodologia como una forma de agregar mas valor al gramo

de un producto que ya de por si es valioso en la industria, el glicerol puro.

Para el caso de G. frateurii, se obtienen altos rendimientos de conversion para ambos
productos (Tabla 3). Este microorganismo es un gran productor de GA, por lo que la
conversion de glicerol puro con el mismo revaloriza el gramo de sustrato unas 869 veces
obteniendo una mezcla racémica de una sal de GA (DL-GA). Por otra parte, es interesante
estudiar el rédito econémico de la produccion de una sal enantioméricamente pura, ya que
esta reportado que G. frateurii produce D-GA con un exceso enantiomérico del 72% (20).
Si bien la separacion de enantiomeros requiere de procesos de alto costo, la produccién de
un gramo de D-GA por G. frateurii resultaria en una revalorizacion del gramo de sustrato en

unas 8.169 veces.

Con respecto a la produccion de DHA por parte de este microorganismo, si bien se
obtuvieron porcentajes de conversion altos, el precio de mercado del gramo de la DHA de
grado cosmético es menor al del glicerol puro por lo que no se logra revalorizacion. De todas
formas, se puede considerar a G. frateurii como un buen productor de DHA para su
utilizacion como estandar que cumpla con los requerimientos de la USP, revalorizando el

gramo de sustrato unas 4.694 veces.

Tabla 3: Revalorizacion del glicerol puro por G. frateurii.

g GA/ g glicerol Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
puro sustrato
Glicerol puro DL-GA D-GA DL-GA D-GA
0,41 (99,5%)
0,4 USD 848 USD 7.970 869 veces 8.169 veces
usbD
- |
gDHA/g Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
glicerol puro sustrato
Glicerol puro DHA de grado DHA DHA de grado DHA
0,47 (99,5%) cosmético estandar cosmeético estandar USP
usP
0,4 USD 0,151 USD 3.995 No se logra 4.694 veces
uUsD revalorizacion
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Para el caso de G. oxydans, un microorganismo ampliamente utilizado en la industria por su
alta produccion de DHA, no es viable su utilizacion para la produccién de GA. Los
rendimientos de conversién a GA resultaron bajos e incluso indetectables en algunos
experimentos, por lo que la revalorizacion del gramo no es significativa considerando una

posible produccién de sales de DL-GA y D-GA.

Con respecto a la produccion de DHA por parte de G. oxydans, la utilizacion de glicerol puro
como sustrato para la produccion de DHA de uso cosmético no es rentable (Tabla 4). Como
se menciond con anterioridad, esto se debe a que el precio en el mercado del gramo de la
DHA de grado cosmético es menor al del gramo de glicerol puro, por lo que a través de la
conversion se estaria perdiendo valor a pesar de obtener un buen rendimiento. Sin embargo,
la produccion de un estandar de DHA de alta pureza que se ajuste a los requerimientos de la

USP podria resultar rentable, ya que el gramo de sustrato se revalorizaria unas 5.293 veces.

Tabla 4: Revalorizacion del glicerol puro por G. oxydans.

g GA/g Precio de mercado (g) Revalorizacién del gramo de
glicerol puro sustrato
Glicerol puro DL-GA D-GA DL-GA D-GA
ND* (99,5%)
0,4 USD 848 USD 7.970 USD No se logra No se logra
revalorizacién | revalorizacion

g DHA/ g Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
glicerol puro sustrato
Glicerol puro | DHA de grado DHA DHA de DHA
(99,5%) cosmético estandar grado estandar
053 USP cosmeético UsP
0,4 USD 0,151 USD 3.995 USD No se logra 5.293 veces
revalorizacion

*No se detecta produccion significativa.
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5.2. Revalorizacion de glicerol splitting

En Uruguay, ALUR comercializa el gramo de glicerol crudo a un valor que oscila entre los
0,005 y 0,007 centavos de ddlar a paises como Dinamarca, Holanda, Alemania y Suecia
(34). Luego del proceso de splitting, el mismo se comercializa en el ambito local a un valor
aproximado de 0,02 centavos de dolar por gramo. Los ensayos comprendidos dentro de
este trabajo fueron realizados utilizando glicerol splitting, por lo que se utilizara su precio

por gramo para realizar las estimaciones.

La conversidn de glicerol splitting a GA por G. frateurii no presenta altos rendimientos de
conversion. Sin embargo, comparando el precio del gramo de glicerol splitting en el
mercado con los precios del gramo de las sales de GA y considerando los rendimientos de
conversion, para los dos posibles productos existe una revalorizacion significativa del
gramo de sustrato (Tabla 5). Considerando una posible produccién de una sal de DL-GA,
el gramo de sustrato se revalorizaria unas 347.680 veces. Si en cambio se buscara producir
una sal con pureza enantiomérica, el gramo se revalorizaria 3.267.700 veces. Se debe tener
en cuenta ademas que el proceso de conversion no ha sido del todo optimizado, por lo que
se podria aumentar ain més los rendimientos y esto supondria una revalorizacion mayor

del gramo de sustrato.

Por otra parte, la produccion de DHA por G. frateurii en estas condiciones tampoco
presenta altos rendimientos de conversion. De todas formas, teniendo en cuenta el bajo
costo del gramo de glicerol splitting en el mercado, la produccion de DHA de grado
cosmético supondria una revalorizacion del gramo de glicerol splitting de unas 128 veces.
La produccion de un estandar de DHA supondria una mayor revalorizacion del gramo de

sustrato, obteniendo un aumento en el valor del mismo de 3.395.750 veces.
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Tabla 5: Revalorizacion del glicerol splitting por G. frateurii.

g GA/ g glicerol Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
splitting sustrato
Glicerol DL-GA D-GA DL-GA D-GA

0,0002 USD 848 USD 7.970 USD | 347.680 veces 3.267.700

veces

g DHA/ g Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
glicerol splitting sustrato
Glicerol DHA de DHA DHA de DHA
splitting (80%0) grado estandar grado estandar
017 cosmético UsP cosmético UsP

0,0002 USD 0,151 USD | 3.995USD 128 veces 3.395.750

veces

Para el caso de G. oxydans, no se observé conversion significativa a GA en las 50 horas de
reaccion utilizando glicerol splitting como sustrato, por lo que no es rentable la utilizacion

de este microorganismo para la produccion de este acido en ninguna de sus formas.

Sin embargo, G. oxydans presentd un alto porcentaje de conversion a DHA a partir de
glicerol splitting. Este resultado es sumamente prometedor considerando el precio en el
mercado del gramo de glicerol splitting en comparacion con el gramo de DHA para uso
cosmético. Este Gltimo es un producto con una alta demanda ya que se utiliza extensivamente
en las industrias cosmética, quimica y farmacéutica (14). La produccién de este compuesto
a partir de glicerol puro no es rentable, no obstante, cuando se utiliza glicerol splitting como
sustrato, el gramo se revaloriza unas 438 veces lo que podria volver rentable la produccion
de este producto. A su vez, la produccion de un estdndar de DHA que cumpla con los
requerimientos de la USP supondria una revalorizacion del gramo de sustrato mucho mayor,

alcanzando un aumento de 11.585.500.
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Tabla 6: Revalorizacion del glicerol splitting por G. oxydans.

g GA/ g glicerol

Precio de mercado (g)

Revalorizacion del gramo de

splitting sustrato
Glicerol DL-GA D-GA DL-GA D-GA
ND* splitting
(80%)
0,0002 USD | 848 USD | 7.970 USD No existe No existe
revalorizacion revalorizacion

g DHA/ g Precio de mercado (g) Revalorizacion del gramo de
glicerol splitting sustrato
Glicerol DHA de DHA DHA de grado DHA
0,58 splitting grado estandar cosmético estandar USP
(80%) cosmetico USP
0,0002 USD | 0,151 USD | 3.995 USD 438 veces 11.585.500
veces

*No se detecta produccion significativa.
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6. Conclusiones

En este trabajo se estudio la conversion de glicerol, tanto puro como crudo (80%), a DHA y
GA por resting cells de especies mutantes del género Gluconobacter (G. frateurii, G. oxydans

y Gluconobacter sp).

Se logro desarrollar una técnica molecular para la identificacion de las mismas. Se puso a punto
una reaccién de Multiplex Colony PCR con tres juegos de cebadores obteniendo un patron de
bandas caracteristico para cada una de las tres cepas. Este método permitio ademas identificar
contaminacion cruzada entre las cepas en estudio, siendo muy valioso para el control de

inéculos.

Se estudio el crecimiento de G. frateurii y G. oxydans en medios de crecimiento suplementados
con glucosa o con glicerol. Se observé que el crecimiento en medio de glucosa es méas rapido
que en medio de glicerol, pero se determind que este Gltimo es necesario en el medio de
crecimiento de los inGculos para las reacciones de conversion. Se logro determinar las diferentes
etapas del crecimiento microbiano para ambas cepas en ambos medios de crecimiento. Ademas,
se pudo realizar una correlacion entre DOgoo nm Y concentracién celular, fundamental para

preparar los indculos de las reacciones de conversion.

Se llevaron a cabo estudios de conversiones con glicerol puro como sustrato. Se optimizo la
fase de crecimiento para colectar las resting cells, siendo esta la mitad de la fase exponencial
de crecimiento para G. frateurii y G. oxydans. Se determiné el pH 6ptimo para las reacciones
de conversion. Los resultados obtenidos indicaron que el pH éptimo de conversion para G.

frateurii fue de 8, mientras que para G. oxydans, el pH 6ptimo para la conversion fue de 6.

Para el caso de G. frateurii se obtuvo un porcentaje de conversion a GAy DHA de 41,1+ 1,7%
y 47,3 + 0,7% respectivamente. Estos resultados suponen una conversion neta del 88,4 + 2,4%
del glicerol puro presente en la reaccion hacia estos productos. La conversion por parte de G.
oxydans a GA no fue significativa, sin embargo, se obtuvo un 53,6 + 13,7% de conversion a

DHA luego de 50 horas de reaccion.
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Se llevaron a cabo conversiones utilizando glicerol de calidad splitting como sustrato. Para el
caso de G. frateurii, la conversion neta a productos utilizando glicerol splitting luego de 50
horas fue significativamente menor a la obtenida utilizando glicerol puro como sustrato. La
conversion a GA y DHA fue de 8,2 £ 0,9% y 17,3 £+ 0,3% respectivamente. G. oxydans, por
otro lado, no produjo un porcentaje significativo de GA. Sin embargo, la produccion a DHA
por parte de este microorganismo utilizando glicerol splitting como sustrato fue similar a la
produccidn a partir de glicerol puro alcanzando un 58,1 + 2,4% de conversion a las 50 horas de
reaccion. Se demostré que las células en reposo podian ser reutilizadas durante al menos 3

reusos, aungque con menores porcentajes de conversion.

Resultados preliminares de inmovilizacion de las cepas indicaron que la capacidad de convertir
el glicerol a los productos de interés se mantiene luego del proceso de inmovilizacién. No

existen reportes previos de conversion en estas condiciones.

Los resultados obtenidos para G. frateurii demuestran su potencial para la revalorizacién de
glicerol, tanto puro como crudo, mediante su conversion a GA. La produccion de DHA de grado
cosmético por parte de este microorganismo utilizando glicerol puro no genera revalorizacion,
sin embargo, cuando el sustrato es glicerol splitting, la produccion de DHA de uso cosmético
se vuelve posiblemente rentable. Para el caso de G. oxydans, la produccion de GA no es
significativa. Este microorganismo se destaca por su produccion de DHA tanto a partir de
glicerol crudo como de glicerol splitting. Esto lo perfila como un microorganismo a considerar
para la produccion de DHA de grado cosmeético, un reactivo con gran demanda en las industrias

quimica, cosmética y farmacéutica, a partir de glicerol splitting.
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8. Anexos

8.1.  Alineamientos de productos de PCR con sus pares

teoricos
20 40
| |
G. frateurii tedrico GEBGEBTEGG cTcHcGGTEE ToEcEETET: TEECETTEEE ccERASECERE so
G.frateuriiobtenide - - - - - - - - - - - - - - - - BA ATTGETGTTG BETGETACHEG TEHGHE - -H 29

Consensus GCCGCATAGG GTGAGGGTCA NNNGCNNNTG NCNGCTNCNN NNNNACGCAA

Consenion, T I (AT il HHHHHHHHHDJ nnl i n oo Lo

100

| |
G. frateurii tedrico  WGEGGG] G GTEGT GHGGEG G TGT EBGGETTTEGA 100
G. frateurii obtenido BGEGGG G GTEGT] GRGGEG] G TGT EGGETTTEGH 79

Consensus AGCGGGCCAG CCACGTCGTA GAAGAGGCGA AACGGAATGT CGGCTTTCGA

Conservation
a%
120 140

| |
G. frateurii teorico T TGET T &AG) T G GGTEGETA TTTATEECT) GITGEGGTGE 150
G. frateurii obtenido T TGET TEAG T G GGTEGETA TTTATCCT) GTGEGGTGE 129

Consensus TTGATTAAGC CTGAAAACAG ACGGTCGCTA TTTATCCTAA AGTGCGGTGC

on. “HHHHHHH HHHHHHHHHHHHHH‘HHHH HHHHHHHHHH

Conservauan
160 180
|

| |
G. frateurii teorico ETGETETER: HEGATEETEE BEEECEETEE ccT@TTcEGE ToTTHEAGHEE 200
G. frateurii obtenido ETGETETERC EACETEETEE BCCECEETEE GGTETTGEGE TCTTHEREGHEE 179

Consensus ATGCTCTCAG AACATCCTCA ACCCGCCTCC GGTCTTGCGA TGTTAAAGAC

on. “‘HHHHHHHHHHHHHHHH‘ HHHHHHHHHHHHHHHH‘H“ HHHHHHHHHH

Cons er\latlon
220 240

| |
G. frateurii tedrico  [lG| TG GGETG GGEGGATG GTT G TTGATGGE 250
G. frateurii obtenide G TG GGETG GGEGGATG GTT G TTGATGGE 229

Consensus AGAACTGGAC GCCAAGCCTG GGCGCGATGAC AGTTCCAGAA GATTGATGGC

100%
Conservation
a%
2?0 2?0 3‘J|0
e RS I W ) M
G. frateurii obtenido EGERT G G TT TT GT TTi TEG 279

Consensus AGCATAAGCG ACACGCAGAC TTCCAAATTC CCGAAACAGT TTCCACATCG
100%

Conservatmn

G. frateurii tedrico T G TGETGAT TGGTT G GGG GT TEARTGT 350
G. frateurii obtenido T Gi TGETGAT TGGTT G GGGEGT TEATGT 329
Consensus GCTCCAGCAC CTGCTGATAC TGGTTCACAG CACGGGCGTC GCCCTCATGT

100%
Conser\etlon

G. frateurii teorico aGGI m . I e e e e e e e 366
G. frateurii obtenido GG CEEEE EERECETCEE BTETTECCHET TcECEEEGGH 379

Consensus GCGGCTGTCA CCATCGAAAA AAAAGCTGCC ATCTTCGGAT TGAGCAAGGA

100% |
HHMHMH‘ HHH‘MIIIIIIIII CIAEE ECEE AEEEEA O e A e

Conservation
%

Figura 1A: Alineamiento fragmento obtenido con los cebadores Frateurii con la secuencia gendmica de G.

frateurii tedrica.
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clBccEBBGca

l-------
NNCGGACCGG

G. oxydans tetrico
G. oxydans obtenido

Consensus

20

|
HcEBTclTce cEEcTEEGCCH
-BTEr- - ----------

AGACTNCTGG GCCGTCAGGA

40
|
TTTTETGATH
- - - -BTGHETE

TTTTCTGATN

BBGGGGTTTG 50
- - -GGGTTIG 22

CAGGGGTTTG

100%

Conservation
0%

ool L

o L1

HHHHHHHHHH

|
TRGEGGGGHET
TRGEGGGGHET

TAGCGGGGAT

G. oxydans teérico
G. oxydans obtenido
Consensus

il [H]m NOAA0
BESE T

CAGATGTGAG GACCGCCTCT

100

|
TETGT T
TETGT T

TCTGTGCCCT

GTATGGGEAT 100
GTRTGGGEAT T2

GTATGGGCAT

100%

Conservation
0%

G. oxydans tearico
G. oxydans obtenido

Consensus

BAGacA: a6
GT

CACCCAGTCC

,:‘,3
TTEG GTEEGT
TTEG GTEEGT

AGCGCCTTCG CCCCGTCCGT

140
|
TG u GT
TGGETEAGT

CTGGCTCAGT

TEG GGG 150
TEG GGG 122

TCGGCAGGAG

Conservation
0%

160
|
[ clefelel [ef [e] |
BEcccHGHGH

ACGGGAGAGA

G. oxydans tedrico
G. oxydans obtenido

Consensus

180

|

GGCECHEEET cEBETHcGETC
GGGEGHABET GEATHGGETG

GGGCGAACCT GCATAGGCTG

100%

2DID
clHTccHGHCE
GATGGHGHEGHE

GATGGAGAGA

EEREGE:CERG
ECAcHGcEAG

CCAGAGGCAG

200
172

100%

Conservation
0%

G. oxydans lecrico
G. oxydans obtenido
Consensus

he - 2Rl
G G

GACAGGCACA

220

|
GTGEBTETEG G GG
GTGETETEG G GG

GTGCTCTCGC AAGAACAGGA

240
|
TGG
TGG

AACATCGAAA

GEETT GH# 250
GEETT G 222

GCCTTTACGA

100%

Conservation
0%

G. oxydans leorico
G. oxydans obtenido

Consensus

260
|

T T

T T

TACCAACAAT

280
|

T G T

T G T

TAAAGACATC

TEG
TEG

ATCGACATCG

T

300
|

GGCCACAGCC

GG T 300
GG T| 272

CGGCCGATCA

oo

100%
Conservation
0%

G. oxydans tedrico
G. oxydans obtenido

Consensus

GET TG
GET TG

GCTGCGCTGA

s%n
GETTECT
GETTECT

CCGCTTCCTC

GRETTECTG
GAETTECTG

GACTTCCTGA

340

|
GETEG TEAGGTETGH 350
GETEG TEAGGTETGH 322

AAGCTCGGCA TCAGGTCTGA

100%

Conservation
%

360

|
GGGATGETT
GGGATGETT

AGGGATGCTT

G. oxydans tedrico
G. oxydans obtenido
Consensus

380
|
TET H
TET |

TCTCAACGCT

TTGEG G
TTGEG G

TTGCGCCCGA

400

|

G TGEGGE GEATT T
G TGEGGE GEATT T

GACCTGCGGC GCATTACCCT

400
372

100%

Conservation
0%

G. oxydans ledrico
G. oxydans obtenido

Consensus

G TGEG
G TGEG

GAAGATGCGC

420

|
TGAE G
TGREG

AACGATGACG

GRGEG
GAGEG

GAGCGAACAA

450
422

4?0
GATEGCAGATA G GACTCT
GATEGAGATA G GACTCT
GGACGACTCT

100%
Conservation
%

GATCGAGATA

480

G. oxydans tedrico
G. oxydans obtenido

|
TERET
TEET
Consensus

TCCTCAACCA
100%

480
|
GGET G
GGET G

CGCCCCCCAG CCGGCTCGCG

G
G

500

|
GGAG TT T
GGAG TT| T

ATCGGAGCCA CAATTCCATA

500
472

G. oxydans tedrico
G. oxydans obtenido
Consensus

Conservation
0%
G
G

CGCCAGAAGA

520

|
GG TGTG
GG TGTG

ATACCCAGGA ATGTGCCCAC

540

|
GEGEG G TCATTT
GEGEG G TEATTT

CAGCGCGCCC GCAATCATTT

550
522

100%
Consenvation
0%

560
|
G
G

CACCAAGCAC

G. oxydans teorico
G. oxydans obtenido

Consensus

580
|

GHTEGGEGG- ----------
clBccclicee BTTHGTEHAGT

GANNGGCGGG CTTAGTCAGT

-B7T 572
GTTT 556

GNTT

100%

Conservation
0%

T TR pperoopom

il

Figura 2A: Alineamiento fragmento obtenido con los cebadores Oxydans con la secuencia genémica de G. oxydans

tedrica.



G. frateurii 16S teorico [HGETEGTGTE
G. frateurii 165 obtenido
Consensus AGCTCGTGTC

100%

20

|
GTcHEcHTGTT

GTGAGATGTT

GGGTTAAGTC

CCNCNACGAG

T s0
ced - BEETT 17

ool 1]

Conservation
o LA
60

|
G. frateurii 16S tedrico GTE@TTTHGTT
G. frateurii 165 obtenidc GTETTTHAGTT

Consensus GTCTTTAGTT

GTEARG TT
G G TT

GNCAGCACTT

CA AT
a0

|
TEAGGTGGT
TERGCGTGGG

TCAGGTGGNC

TETAGAG
TETAGAG

ACTCTAGAGA

CNCAACCCTT
100

[ THT]

|
CEETCBEGET 100
GRETGEEGGT 67

GACTGCCGGT

on. H H H H H H H H H ‘

[T

[TTTE]

Conseralion
%
GG

G. frateurii 168 tedrico G GT
G. frateurii 165 obtenido G| GI GG

Consensus GACAAGNCGG

120

|
GGAAGGTGG
GGEBGGT GG

AGGAAGGTGG

GGATGHREGT
GGATGAREGT

GGATGACGTC

140
|
GTEETECAT
GTCECTCAT

AAGTCCTCAT

GG TTATG 150
GG TTATG 117

GGCCCTTATG

OM‘H H H H ‘H H‘ ‘

Consenation
160

o%
|
TEETGGGET
TEETGGGET

TCCTGGGCTA

G. frateurii 16S teorico
G. frateurii 165 obtenido
Consensus

GIGET
GIGET

CACACGTGCT

180

|
TGGEGG
TGGEGG

ACAATGGCGG

TG GTGGG
TG GTGHEE

TGACAGTGNN

200

|
rGlTlTGTG 200

AAGCTATGTG

100%
Conservation
%

[T T PP T T T o P

Figura 3A: Alineamiento fragmento obtenido con los cebadores 16S con la secuencia genémica de

tedrica.

G. oxydans 16S tedrico BEGETEGTGT
G. oxydans 16S obtenido

Consensus CAGCTCGTGT
100%

20

|
BcTcBcATGT

CGTGAGATGT

TGGGTTHEHEGT

TGGGTTAAGT

CCCGCAACGA

GECEEEEEET 50

GH GEGEH -BEET 13

GCGCAACCCT

Conservation
o LCOCCICCIA
60

|
G. oxydans 168 teorico TGTETTTGT
G. oxydans 16S oblenide TG TTTEGT

Consensus TGTCTTTNGT

TG Gl LI
TG G Il

TGCCAGCACT

IR
a0

|
TTEAGGTGGG
TTEAGGTGGG

TTCAGGTGGG

TETAGAG
TETAGAG

CACTCTAGAG

100
|
TGEEGG 100
TGEEGG 63

AGACTGCCGG

- [T

Conservation
G. oxydans 168 teérico TG G
G. oxydans 16S obtenido TG G

120

|
GHAGGHEAGGTG
GAGCHEAGGTG

GAGGAAGGTG

GGGATGAEGT
GGGATGAEGT

GGGATGACGT

140
|
G ]
G i

CAAGTCCTCA

TGG| TTAT 150
TGG TTAT 113

TGGCCCTTAT

0%
Consensus TGACAAGCCG
160

100%

conseraton | [[[[{11]
0%

I

G. oxydans 16S tedrico GTEBBITGGGET

G.oxydans 16S obtenido GTBEBTGGGET

Consensus GTCCTGGGCT

EEEGEScTcE
[ [5e ene |

ACACACGTGC

180

i
TEEEATCGEC
TEEEATGGEG

TACAATGGCG

cicEElcTGs

cTCAGACTCHR

GTGACAGTGN

200

|
GEECETEEET 200
GEEEGETTEE 163

GAANNNNNAN

100%

Conservation
0

L e P P e

HHHHHHHHHH

G. frateurii

Figura 4A29: Alineamiento fragmento obtenido con los cebadores 16S con la secuencia gendmica de G. oxydans

tedrica.
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Gluconobacter sp. 16S tedrico TGGGTTHEEGT
Gluconobacter sp. 165 obtenido - - - - - EEcTHE
Consensus TGGGTNANNN

100%

20
|
566 - GAAS G
[EcCTACAC A

NCCNNNACGA

GEGCARCEE T
GEGEH - -BET

GCGCAACCCT

40
|
TGTETTTHGT
TGTETTTEGT
TGTCTTTNGT

TGEEHECERET 50
TCEBACERET 43

TGCCAGCACT

ol [ b [T

(IR

Cons e“ﬁﬁ"':_,i HHHHHHHHHH

|
Gluconobacter sp. 165 tedrico TTEBIGGTGGG
Gluconobacter sp. 165 obtenido T TEBGGTGGG

Consensus TTCAGGTGGG

TETAGAG
TETAGAG

CACTCTAGAG

T}
RoRErcEecs

AGACTGCCGG

TG G
TG G

TGACAAGCCG

100
|

GAGGAAGGTG 100
GHGGAAGGTG 93

GAGGAAGGTG

on. H “ H H H H H H H ‘

Conservation
Gluconobacter sp. 16S teorico GG TG GT
Gluconobacter sp. 165 obtenide GGGETGEAEGT

120

|
GTEET|
GTECT

CAAGTCCTCA

TG TTAT
TG TTAT

TGGCCCTTAT

140

|
GTEETGGGET
GTEETGGGET

GTCCTGGGCT

GT 150
GT 143

ACACACGTGC

%
Consensus GGGATGACGT
160

|

Conservalion
%

Gluconobacter sp. 16S teérico TINGIATGGEG

Gluconobacter sp. 165 obtenido TINCIMATGGEG

Consensus TACAATGGCG

cTcEBlcT GG
GTGHEEGTCH

GTGACAGTGN

180

|
CEECETEEET
BEAATGGATAT

NAANNNANAT

ccBcEElETGe
TTATTTATTT
NNNNNNATNN

200

|
TcETCHETE-T 199
TTTTETTTAT 193
TNNTNNTNAT

100%

Conservation
%

[ I s AT e A

HHHHHHHHHH

HHHHHHHHHH

Figura 5A: Alineamiento fragmento obtenido con los cebadores 16s con la secuencia gendmica de Gluconobacter

sp tedrica.

8.2.

Curvas de calibracion de GA'y DHA en HPLC

030+
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OH
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T
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Mirutes

T
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Figura 6A: Andlisis por HPLC de DHA y GA. Longitud de onda de deteccion: 210 nm. Tiempos de retencion: 13,7

(GA); 16,7 (DHA).
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Figura 7A: Curva de calibracion para GA, R?>= 1.
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Figura 8A: Curva de calibracion para DHA, R?= 1.
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