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Resumen

La produccién de biodiésel mediante la reaccidon de transesterificacion (Unico proceso
tecnolégicamente maduro a la fecha para ese propdsito) genera simultdneamente como
subproducto glicerol en relaciéon aproximadamente 9:1 en masa. La evolucion positiva que
en los ultimos afios ha presentado la produccién de este biocombustible a nivel global ha
desencadenado la introduccidon de volimenes inmanejables para el mercado del glicerol,
presionando fuertemente a la baja su precio. Este hecho -de no encontrarse una solucién-
amenaza impactar en la sustentabilidad ambiental y econémica del biodiésel.

La busqueda de alternativas a esta sobreproduccién de glicerol ha sido un desafio atendido
por la comunidad cientifica internacional desarrollandose multiples estrategias (desde la
busqueda de nuevas aplicaciones que permitan su uso directo, el uso enproductos masivos
gue lo demanden como insumo, asi como la busqueda de sintesis de productos que
impliguen agregado de valor a este co-producto). El presente trabajo se inscribe dentro de
esta Ultima alternativa proponiendo la valorizacion del glicerol a través de su
biotransformacion en 1,2-propanodiol enantioméricamente puro y su posterior
derivatizacion obteniéndose sintones quirales con aplicacién en quimica fina.

Recurriendo a ingenieria metabdlica en E. coli se handisefiado, construido y evaluado un
conjunto de biocatalizadores con ese objetivo. A partir de la expresion de la metilglioxal
sintasa (mgs) de E. coli,una metilglioxal reductasa (Gre2p) y una aldehido reductasa(Yprilp )
ambas de S. cerevisiae,se ha logrado obtener (R)-1,2-propanodiol enantioméricamente
puro (con un e.e. > 99 %, en concentracion de 0,45 g/L)a partir de glicerol.
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Glicerol Metilglioxal (R)-Lactaldehido (R)-1,2-Propanodiol
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(R)-2-Metoxi metoxi-1-propanol

Este producto, ademas de constituir una alternativa de valorizacién en si mismo es punto de
partida para otros compuestos de elevado valor agregado,entre ellos, en el presente trabajo
se ha logrado la sintesis quimica del (R)-2-metoxi metoxi-1-propanoly de (R)-
propilencarbonato.



Adicionalmente para el (R)-propilencarbonato se ha completado su sintesis a partir de
glicerol recurriendo exclusivamente a métodos biocataliticos con lo que se logra mejorar
notoriamente el desempefno ambiental de esta sintesis.

La relacion de precios existente entre los productos obtenidos enzimaticamente y quimio-
enzimaticamente,respecto al costo del material de partida (glicerol crudo o de splitting
obtenido del proceso industrial de biodiésel) se ubica en el orden de 1E+5, hecho este que
permite considerar cumplido el objetivo planteado de aportar alternativas a la valorizacion
de este subproducto, recurriendo a herramientas biocataliticas.

Simultdneamente se ha aportado al desarrollo del conocimiento del sistema estudiado y se
han obtenido los que, hasta donde se tiene conocimiento,son los primeros microorganismos
desarrollados por Ingenieria Metabdlica en nuestra institucion, en colaboracién entre el
Laboratorio de Biocatdlisis y Biotransformaciones y el Laboratorio de Microbiologia
Molecular de la Facultad de Quimica de la UdelaR.

Todo lo anterior sienta las bases para profundizar el estudio en fases posteriores apuntando
a su escalado y posible desarrollo comercial.



Capitulo 1

Antecedentes






1. INTRODUCCION

Pocos temas han marcado tan fuertemente la agenda al inicio del Siglo XXI como la
preocupacion ambiental y el abastecimiento de energia. En la interseccién de ambos temas
se ubica la inquietud por la sustentabilidad del modelo de desarrollo que como especie
hemos logrado acufiar y dentro de ella, como uno de los desafios a atender urgentemente
las acciones que se deben adoptar para lograr -en el mediano plazo- una significativa
reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEl).

A efectos de mostrar el grado de interrelacidon entre estas tematicas en la actualidad se
puede recurrir, entre otros, a las mas recientes publicaciones del Panel Intergubernamental
para el Cambio Climético (IPCC)“?6 analizar el documento que resume los acuerdos
alcanzados a nivel internacional en la 21° sesién de la Conferencia de las Partes (COP)
desarrollada en Paris en diciembre de 2015.3

En ambos documentos queda expresado una vez mas (ya en caracter de hecho
indiscutidamente demostrado), la existencia del cambio climdtico de origen antrépico y en
particular el impacto que el abastecimiento energético ha tenido en la acumulacién de los
GEl, asi como las medidas que se requerirdn adoptar tanto a efectos de alcanzar la
mitigacién de esas emisiones como para alcanzar una adaptacidn a un escenario cambiante
en materia climatica.

No obstante, dado que incluso hasta el dia de hoy el debate sobre el Cambio Climatico estd
tefiido de acusaciones sobre implicancias en las mas diversas direcciones, lo mas ilustrativo
es quiza recurrir a una fuente que lejos de estar sospechada como activista ambiental, si
estd comprometida con el abastecimiento energético en los paises centrales, tal el caso de
la Agencia Internacional de la Energia (IEA) institucidn que asesora a la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econédmicos (OCDE) para los temas energéticos. Esta agencia
internacional publica peridédicamente su visidn en relacidn al sector en la serie World Energy
Outlook y en el volumen correspondiente al aio 2012 expresa que: “Si el mundo pretende
cumplir el objetivo de limitacion del aumento de la temperatura mundial a 2 °C, hasta
2050 no se podra consumir mds de un tercio de las reservas probadas de combustibles
fosiles, a menos que se generalice el uso de la tecnologia de captura y almacenamiento de
carbono...”.*

Este convencimiento creciente de que el Cambio Climatico es una realidad del presente y
gue acompafiard el desarrollo de la humanidad por al menos algunos siglos ha generado un
ambiente propicio para la busqueda de alternativas en aquellos sectores considerados



claves para su resiliencia, a saber la agricultura, la forestacion, la eficiencia energética y las
energias renovables.”™®

1.1 Las energias renovables, el transporte y los biocombustibles en el
contexto internacional

La participacién de las Energias Renovables en el abastecimiento energético global continlda
siendo minoritaria (19,3 % del total) seglin puede observarse en el grafico adaptado a partir
de la informacion obtenida en el Global Status Report (GSR) 2016 publicado por el instituto
Renewable Energy Policy Network for the 21° Century(REN 21). No obstante lo anterior, al
observarlo en perspectiva en general es posible encontrar una evolucién positiva en las
tendencias de incorporacion anual de cada fuente. Adicionalmente se observa que el mayor
dinamismo lo presenta el sector eléctrico, en el que la madurez tecnoldgica y la consecuente
reduccién de costos de varias alternativas con destino a la generacion eléctrica favorece su
adopciéon por parte de los diferentes sistemas eléctricos (tal el caso de la energia edlica,
generacién a partir de biomasa y mas recientemente la energia solar fotovoltaica, entre
otras).’

Participacion de Energfas Renovables en el Consumo Total Final de Energia, 2015.
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Figura 1.1: Participacion de Energias Renovables (adaptada de GSR-REN21).

Como contracara del escenario auspicioso anteriormente sefialado la Agencia Internacional
de Energias Renovables (IRENA), ha concluido que de todos los sectores de actividad, el que
menor participacién de energias renovables presenta es el sector transporte.'’El sector
transporte es responsable de aproximadamente el 26 % de las emisiones de GEl, siendo
adicionalmente uno de las pocas dareas de demanda de energia en las que se verifica un
incremento de emisiones en el periodo reciente.™

Lo anterior evidencia la necesidad de buscar alternativas que posibiliten la introduccién de
nuevas fuentes energéticas asociadas a este uso. El menu de opciones por el que se pueden



aportar alternativas para abastecer la demanda del sector transporte mas eficientemente y
reduciendo el impacto ambiental es muy variado e incluye, entre otras, por ejemplo el uso
de combustibles fésiles no tradicionalmente asociados a este uso (gas natural), el desarrollo
de vehiculos y acumuladores (baterias) que permitan aprovechar picos de generacién a
partir de fuertes intermitentes (tal el caso de la energia edlica o solar), el desarrollo de
vectores como el Hidrégeno o la profundizacién de las alternativas de produccion de

biocombustibles con destino automotor.*?
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Figura 1.2: Biocombustibles liquidos, Materias primas y Tecnologias asociadas (imagen
adaptada de Advanced Biofuels Association).
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Bajo la denominacién de biocombustibles se engloba un conjunto variado de productos, que
llevan a su vez asociadas diversas tecnologias.”>™* En la Figura 1.2se representan
abreviadamente los diferentes tipos de biocombustibles liquidos obtenibles a partir de

biomasa de diferentes origenes, asi como los procesos de transformacién involucrados.™

Para el caso de los combustibles utilizables en motores diésel, la producciéon de biodiésel
mediante el proceso de transesterificacion, resulta a la fecha ser una de las pocas, sino
practicamente la Unica alternativa renovable de aplicacién suficientemente madura para su
aplicacion comercial.™ Si bien se cuenta en fase de investigacién y desarrollo o en fase de
demostracion con otras opciones, la introduccidn de las mismas en fase comercial madura

demandara al menos algunos lustros mas (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Biocombustibles liquidos y gaseosos, madurez de la tecnologia.

1.2 Produccion de biocombustibles — tendencia global

La produccion mundial de biocombustibles se ha multiplicado por siete desde el afio 2000,
sin embargo, a la fecha representa aproximadamente el 4 % de la demanda final de
combustibles liquidos e involucra a 1,7 MM de puestos de trabajo.

Para el biodiésel en 2016, el Ultimo afio con estadisticas globales procesadas, se observé un
2,1 % de crecimiento en la produccidn respecto al afio anterior, alcanzando la cifra de 30.8
billones de litros.El ranking de paises productores de biodiésel estd encabezado (medido en
volumen) por Estados Unidos, Brasil, Alemania, Argentina, e Indonesia.*’

A nivel global menos de 20 paises han fijado metas de % de mezcla de biodiésel en
combustible diésel de origen fdsil. Los compromisos oscilan entre el 1y el 20 % (Figura 1.4).

Al igual que ocurre en todo el sistema energético la tendencia de las inversiones del
presente de alguna manera pautan la evolucion futura del sector. El andlisis de la tendencia
mundial en materia de inversiones asociadas a biodiésel, alcanza su maximo en el afio 2007
declinando continuamente a partir de ese momento, lo que resulta un claro indicador de las
dificultades que esta alternativa tecnoldgica continua presentando, incluso hoy, para su
desarrollo. Consecuentemente se encuentra en revision la proyeccién de mezcla a futuro.®
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Figura 1.4: Meta de mezcla (%) de biodiésel por pais.

1.3 Produccion de biocombustibles — contexto local

Lejos de resultar ajeno al proceso de incorporacién de fuentes renovables Uruguay tiene un
rol muy activo en la incorporacién de estos recursos, teniendo metas para el corto plazo que
pueden calificarse como muy ambiciosas en general y en particular en el area de los
biocombustibles.'**°

La meta insignia de la Politica Energética vigente, establece alcanzar una participacién de al
menos el 50% de energias renovables en su matriz primaria de abastecimiento de energia a
partir de, entre otras, las siguientes medidas:

i) inclusién de al menos 25 % de fuentes renovables no convencionales en la matriz
eléctrica de generacion (edlica, solar fotovoltaica, generacién a partir de biomasa,
etc.).

ii) reduccion en al menos un 15 % de la dependencia de combustibles fdsiles en el sector
transporte a partir de sustitucion de fuentes y medidas de eficiencia energética en el
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sector. En particular, para los biocombustibles se ha establecido con la aprobacién
de la Ley N° 18.195 en el afio 2007 metas para el corto plazo fijando un minimo de
incorporacion de 5 % de Etanol en las gasolinas y un minimo de 5% de biodiésel en el
combustible diésel a ser alcanzados en el afio 2015.%*

Produccion de Biodiésel (m?3)
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Figura 1.5: Produccion de biodiésel en Uruguay (a partir del BEN 2010-2017).

1.4 Desafios aln existentes asociados a la produccion de biodiésel en
Uruguay

Asumiendo por tanto, que el biodiésel es y seguramente sera en el corto plazo una de las
pocas alternativas para la incorporacidn de energias renovables en el sector transporte, en
aquellos dispositivos que basan su funcionamiento en un ciclo diésel, corresponde observar
que, la introduccién de este biocombustible continda presentando importantes desafios por
resolver, tanto a nivel global como local, entre los que se pueden mencionar:

i) la preocupacion por el impacto que en la seguridad alimentaria a nivel global

pueda representar la expansion de su producciv."m.zz_24

Este aspecto ha tomado relevancia a partir de mediados del lustro pasado en que
el incipiente desarrollo del mercado de los biocombustibles evidencié el inicio de
competencia por recursos tradicionalmente utilizados en la producciéon de
alimentos, pudiéndose citar dentro de estos recursos tanto a las materias primas

12



directas, tal el caso de los granos oleaginosos, asi como, en forma indirecta, el
uso de la tierra necesaria para su produccion.

En ese sentido, se pueden mencionar como reaccién de la industria a esos
cuestionamientos el desarrollo de nuevas alternativas tecnoldgicas para la
produccién de biocombustibles a partir de materias primas diferentes a las
utilizadas en la manufactura de alimentos (también llamados biocombustibles de
segunda y tercera generacion) asi como la valoracion de indicadores de

sustentabilidad en los que se incluyen estos aspectos.®>*®

ii) el escaso nivel de desacople a la evolucion de precios de los “comodities
energéticos” (en particular del petréleo).
En las gréficassiguientes semuestra la evolucién que han verificado Ilas
transacciones de materias primas mas estrechamente vinculadas a la produccidn
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Figura 1.6: Evolucidn internacional de precios materias primas biodiésel y Petrdleo Brent.

Si se compara la referida evolucién con la verificada en el producto que, a partir
de su manufactura se pretende desplazar (petréleo y derivados), se puede
observar una clara correlacion entre ambos. Lo anterior, quedd en evidencia a
mediados del afio 2008, ocasién en la que se verifico el pico histdrico del precio
del petréleo superando los 140 USD/barril. El paradigma imperante hasta ese
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momento sefialaba que éste era precisamente el escenario mas favorable para
lograr la penetraciéon del biodiésel. No obstante, el arrastre de precios
verificados en toda la cadena productiva, y especialmente en el precio de los
insumos para la produccién (en el caso Uruguay mayormente soja y sebo vacuno)
llevé no solo a que no se concretara el esperado incremento de la participacion
de dichos combustibles, sino que incluso se cristalizara un retroceso en la misma.
Esta “paradoja de los biocombustibles”, condujo en el ambito local a que de la
totalidad de las plantas de produccién privada que se encontraban operativas a
inicio de 2008 s6lo una mantuviera actividad a finales de ese afio.

iii) la saturacion del mercado de la glicerina principal subproducto obtenible en la
reaccion de transesterificacion®'>°
La estequiometria de la reaccidn de transesterificacidn, representada en la
Figural.7 permite calcular que en masa la produccién del glicerol corresponde a
aproximadamente un décimo de la produccién del producto objetivo, el valor
exacto queda definido por la composicidon del aceite de partida, descrito en la
ecuacién donde Ry, R, y Ryrepresentan cadenas hidrocarbonadas entre 15 y 21
unidades de Carbono.

0 >R
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o) ,
:>-O>X‘R2+ 3 CH,OH Catalizador o>\‘R2 .
o —

R3_< o OH
O >_—R3
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OH OH

Figura 1.7: Reaccidn de transesterificacion. Produccion de biodiésel y glicerol.

Si bien desde su descubrimiento en 1783el glicerol es ampliamente utilizado
(fundamentalmente por parte de la industria cosmética, alimentaria, del tabaco,
guimica y farmacéutica entre otras) es un hecho asumido por los principales actores
del sector que estas industrias no estdn en condiciones de absorber la creciente
sobreproduccion de este producto como subproducto de la industria de
biodiésel.>**’

Se ha descrito que, en el afio 2013 el 66,2 % de la glicerina producida a nivel global
se ha obtenido como subproducto de este proceso.38ResuIta por tanto facilmente
comprensible que en el periodo 2000 — 2012, al tiempo que la produccion global de
biodiésel se multiplicd por 29, el precio del subproducto se haya desplomado

alcanzando valores histéricamente no pensables.>**°
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Usos del glicerol
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Figura 1.8: Usos tradicionales del glicerol.

Paralelamente, segin se muestra en la Figura 1.9 se ha verificado una reduccién a la
mitad del precio del producto glicerol refinado y al quinto para el producto
crudo.”™** Johnson y colaboradores ya en 2007 advertian sobre la sobreproduccién
de glicerina y las escasas opciones con que contaban en ese momento los
productores de biodiésel para evitar que el principal co-producto en vez de
transformarse en fuente de ingreso demandara recursos adicionales para ser tratado

como efluente.®
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Figura 1.9: Produccion (total) y precios de glicerina refinada y cruda.
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1.5 Lavalorizacion del glicerol como una oportunidad

El glicerol, a partir de las alternativas de derivatizacidn hacia productos de elevado valor
agregado ha sido incluido, en el afio 2004 por el Departamento de Estado (DoE) de Estados

Unidos en la lista “Top Value Added Chemicals from Biomass”.*?

Es asi que, el producto al que se aspira valorizar en el presente trabajo junto con los 1,4-
diacidos (succinico, fumarico y malico), el acido 2,5-furan dicarboxilico, el dcido 3-hidroxi
propidnico, el acido aspartico, el acido glucdrico, el acidoglutamico, el acido itacdnico, el
acido levulinico, la 3-hidroxibutirolactona, el sorbitol y el xilitol/arabinitol, han sido
identificados como los bloques de construccion mas prometedores en sintesis, obtenibles a
partir de recursos renovables. A su vez, en la revision de compuestos realizadas en 2010 se
ratifica la inclusion del glicerol en la lista de los 10 compuestos que reunen los siguientes
criterios: es un producto de interés para la bibliografia cientifica reciente, presenta
aplicabilidad multi-producto, el producto presenta posibilidad de sustituciéon directa de
productos similares de origen fdsil, existe disponibilidad de tecnologia para procesar
elevados vélumenes delproducto, el compuesto presenta importante potencial como
plataforma para ulteriores derivatizaciones, es posible concebir la existencia de
infraestructura destinada al escalado de desarrollos, existe mercado para su
comercializacién, los compuestos pueden actuar como bloques de sintesis en biorrefinerias
y la produccidn comercial de este producto a partir de recursos renovables se encuentra
desarrollada.*

Mudltiples acciones se vienen desarrollando desde la comunidad cientifica a nivel
internacional, tratando de dar respuesta a las problematicas descritas, y en particular para
el caso del glicerol. Estas actividades se encuentran alineadas e impulsadas por el concepto
de economia circular acufiado a fines del siglo pasado y que ha comenzado a emerger
recientemente a nivel internacional. Este modelo que refiere a aquella “economia industrial
que es restaurativa o regenerativa por intencién y disefio” incluye como uno de sus
principios el minimizar la demanda de nuevos materiales, promoviendo que el residuo de un

proceso pueda constituirse en insumos de nuevos procesos.*”

1.6 Antecedentes relacionados a la valorizacion de glicerol

En una primera instancia se describen en forma muy abreviada aquellas alternativas que,
por la tecnologia utilizada o el destino final del producto, se encuentran mas alejadas del
alcance del presente trabajo, posteriormente se abordan aquellos antecedentes que
presentan vinculacidn (ya sea porque se recurre a técnicas analogas o porque se obtienen
productos con similares caracteristicas) y finalmente se profundiza en el analisis de aquellos
trabajos identificados como antecedentes directos para esta tesis.
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Tabla 1.1: Purificacion de glicerol.

Impureza Tratamiento Referencias
MeOH Yy otros Autoclavado T > 65 °C 1950
Alcoholes Evaporacién a vacio T > 65 °C '

Precipitacion de Acidos Grasos Libres (por ajuste de pH)
Jabones Dilucién para ajustar viscosidad. 51
Centrifugacion

Soélidos Centrifugacién 49

Cristalizacion.
Sodio Precipitacién de Hidroxiapatita con H;PO, e
Hidréxido/Oxido de Ca

52

Se entiende necesario aclarar que, el procesamiento orientado a la separaciéon vy
purificacic’)n53 del glicerol a partir de la glicerina no se analiza, por considerarse parte del
escenario de partida. Dentro de este apartado, se incluyen las actividades destinadas a
remover el metanol u otros alcoholes, jabones y Sodio que constituyen las précticas de
purificacion habituales con las que se alcanza pureza en el rango 80 a 88 % (ver Tabla 1.1).>*
Adicionalmente, recurriendo a operaciones mas complejas se alcanzan purezas superiores a
99.5 % (USP y USP/FCC-Kosher).>

1.6.1 Uso directo como forma de valorizacion

El uso de glicerol como aditivo en productos de construccién y su acondicionamiento como
combustible quiza constituyan dos de los destinos mds representativos de este segmento.
En estos casos el volumen demandado de alguna manera compensa el menor valor
agregado al producto a comercializar. A lo anterior se puede agregar el uso de glicerol crudo
como solvente en sintesis quimica y su aplicacién como suplemento en la alimentacion
animal.

Uso en la industria alimentaria — Uso en Racion animal

El uso de glicerol en la dieta de no rumiantes ha sido evaluado a partir de que presenta alta
tasa de absorcién y su condicién de buena fuente energética. Una vez absorbido puede ser
convertido en glucosa a nivel hepdtico por accidn de la enzima glicerol kinasa. La
suplementacién de glicerol crudo en alimentaciéon de pollos parrilleros, gallinas ponedoras o
cerdos ha sido descrito con resultados satisfactorios en aportes de hasta el 10 % (en peso
seco del total del alimento). Sin embargo, el aporte en exceso de este producto en la dieta
puede afectar el normal metabolismo de estos animales afectando la ganancia de peso de
los mismos. En cualquier caso no se ha identificado afectacién en la calidad de carnes o
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huevos. Por su parte en alimentacién de rumiantes, el glicerol purificado adicionado hasta el
15 % de materia seca en la dieta de corderos y vacas estabuladas presenta buenos
resultados. En el caso de alimentacién de ganado caprino este nivel se ubica en hasta un 5 %
de glicerol. Al recurrirse a glicerol crudo estos niveles de ingesta segura se reducen a
aproximadamente 8 %, sin observar deterioro en el rendimiento o en la calidad de carne o
leche. En cualquier caso en el uso de glicerol crudo se debe ser cuidadoso atendiendo a la

presencia de potenciales impurezas (restos de catalizador o presencia de metanol).>®>’

Utilizacion en la industria de construccion

En la industria de la construccién el uso de polioles en general y del glicerol en particular se
encuentra descrita como agentes auxiliares en molienda lo que permite una sustancial
reduccion del consumo energético del proceso, tiene descrito efecto positivo en la
reduccidn de grietas, como mejorador de la resistencia a la compresion del cemento, como

impermeabilizante asi como lubricante y anticorrosivo.>®

Uso como combustible en motores de ignicidn

El uso de la glicerina como combustible en motores de ignicién por compresién no ha
estado libre de polémica, mientras que algunos autores establecen la imposibilidad de
destinar este producto a ese uso, otros autores defienden esta posibilidad. Se ha evaluado
por parte de las condiciones en las que seria posible desarrollar la combustion en este tipo
de motores, dando lugar a registro de invenciones en el drea y a la identificacién de este
producto como “el combustible diésel ideal”.Mds alld de lo anterior la preocupacién
ambiental, fundamentalmente asociada a la produccién de acroleina como producto de la
descomposicion térmica del glicerol a baja temperatura permanece presente, sumada a la
emision de material particulado (debida principalmente a la presencia de restos de

. I s, 62-66
catalizador) y de volatiles orgéanicos.

Aplicacién como solvente

El uso de agua como solvente en sintesis orgdnica buscando por un lado aportar soluciones
ambientalmente amigables y por otro recurriendo a su capacidad de aumentar la velocidad
de reaccion es un tema relativamente reciente (1980 en adelante). Una variada gama de
reacciones que incluye entre otras a Diels—Alder, hetero-Diels—Alder, cicloadiciones,
rearreglos de Claisen, aldolizaciones y oxidaciones se han desarrollado en medio acuoso sin
adicién de catalizador. En la mayoria de los casos exhibiendo eficiencias y selectividades
similares o incluso mayores a las alcanzadas en solventes convencionales. Como contracara
se ha descrito la limitacion que presenta el agua cuando se enfrenta a sustratos altamente
hidrofébicos. La busqueda de alternativas que permita mantener las ventajas minimizando
las restricciones ha conducido a la busqueda de solventes alternativos entre los que el
glicerol, aun crudo, presenta interesantes caracteristicas.®” ™

18



Uso en celdas de combustibles

El glicerol presenta caracteristicas que lo convierten como candidato atractivo para su uso
en celdas de combustible (abundante, no toxico, no volatil, no inflamable, elevada densidad
energética). No obstante lo anterior, no resulta ser un efectivo combustible para su uso en
celdas catalizadas por metales preciosos, atendiendo a que, en este tipo de dispositivos solo
se logra oxidar 4 de los 14 potenciales electrones, con la consecuente disminucién de la
densidad energética neta.”®

Diferente resulta, el desempefio que se obtiene en celdas de combustibles enzimaticas, que
basan su funcionamiento en enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa a
nivel del bio-dnodo.El uso de glicerol presentaria mejoras en la densidad energética, cuando
se compara su desempefio con etanol a partir de la posibilidad de oxidar mas
completamente el combustible.”*

1.6.2 Valorizacion orientada a la obtenciéon de nuevos productos

En este apartado se ubica el mayor nimero de iniciativas desarrolladas, las que resultan
inabarcables en su totalidad (hecho entendible si se considera que solo en el ultimo afio se
registran mas de 2.500 publicaciones en esta tematica, segun las busquedas realizadas en
base de datos a las que se ha tenido acceso).”

A efectos de organizar la presente sesion se divide el andlisis en dos dareas, atendiendo al
tipo de tecnologia utilizada para lograr el objetivo: i) sintesis quimica, ii) biotecnologia.

1.6.2.1 Productos obtenidos por sintesis quimica

Se ha descrito para los bloques de construccion derivados de fuentes renovables que,
mientras su obtencién corresponde mayoritariamente a procesos bioldgicos, en la
transformacién posterior o derivatizaciones la conversién quimica resulta predominante.*?

La Figura 1.10 contiene un esquema general que representa algunas de las reacciones que
utilizan glicerol como insumo y algunos de los productos obtenibles a partir del mismo.

No se incluye en esta descripcidn por razones de espacio y extensién productos que
clasicamente han tenido su origen en el glicerol, tal el caso de:

i) la nitroglicerina, el glicidil nitrato y el poliglicidil nitrato.®>”*"

ii) los acidos glicérico, tartrénico, mesoxalico e hidroxipirtvico.”®®°
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mono y poli ésteres

Figura 1.10: Productos obtenibles a partir de glicerol por sintesis quimica.

Igual criterio se adopta para productos que si bien pueden resultar mas novedosos, no

resulta clara su identificacion ain como productos que permitan valorizar el glicerol, o la

forma en que aporta a la valorizacién se encuentra mads distante al alcance del presente

trabajo tal el caso de:

i) los productos de telomerizacién de glicerol 2>

ii) los productos de dimerizacién y polimerizacién del glicerol.®*™®’

iii) los productos de polimerizaciéon obtenidos a partir de acidos derivados del
glicerol (tartrénico, mesoxalico, etc.).®

iv) productos de oxidacion como 1,3-dihidroxiacetona o 2,3-dihidroxipropanal

(gliceraldehido).®*°

Produccion de acroleina, acrilonitrilo y acido acrilico

La acroleina es un intermediario de interés para la obtencién de un conjunto interesante de
productos (entre los que se pueden mencionar el acido acrilico, el glutaraldehido,
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lametionina, quinolina, poliuretano, poliésters, etc.). Histéricamente su sintesis se ha
basado en reacciones de condensacién alddlica y en la oxidacién de propileno.

Recientemente, se ha incursionado como método sintético alternativo la deshidratacion del
glicerol. Los métodos disponibles para su sintesis incluyen entre otros la reaccion idnica
(medio acido) y la reaccién radicalaria, en fase gaseosa, sobre catalizadores (zeolitas,
bentonitas, carbdn activado asi como sobre éxidos mixtos metalicos).”*

OH OH
-H,0 -H,0 0
a) 2 2 P
Ho L _on —gr—=Ho K on—gi—n Z
Glicerol Acroleina
+
OH y + Ol'lz) +
b) o L _on ——sto L on ——=HO A OH
Glicerol Carbocation

¥~ oH,
HO\/WL\\LH = HO X OH —’HOWO

3-Hidroxipropanal
OH Enol | . prop:
+H l'Hzo
0 (0]
O ————— NS
Acroleina

Figura 1.11: a) Produccidn radicalaria de acroleina, b) Produccion idnica de acroleina.

El acrilonitrilo es el nitrilo con mayor nivel de producciéna nivel global siendo utilizado como
mondmero en la produccion de poliacrilonitrilo con destino a su aplicacién en fibras
acrilicas. Su fabricacién tradicional recurre a la amoxidacién de propileno, reaccién en la que
la acroleina es un intermediario. La adicion de amonio en la reaccién en la que el glicerol se
convierte a acroleina aporta a orientar los productos hacia nitrilos, minimizando reacciones
laterales.*®®

Para la obtencién de dacido acrilico se recurre a una reaccién tandem térmicamente
balanceada de oxi-deshidratacion (endotérmica) en presencia de Oxigeno molecular,
seguida de una oxidacion aerdbica (exotérmica) de la acroleina obtenida.”®

Formacion de éteres, ésteres y carbonatos a partir de glicerol

La formacién de éteres alquilicos de glicerol puede lograrse a partir de la reaccidn de glicerol
y alguenos (el que presenta un uso mas expandido es el isobutileno) en presencia de

catalizador &cido a relativamente bajas temperaturas.®**
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Di-éteres Tri-éter

Figura 1.12: Productos de tert-butilacion de glicerol.

Los productos superiores di-tert-butilgliceroles (DTBG) vy tri-tert-butilglicerol (TTBG)
obtenidos en estas reacciones presentan potencial aplicaciéncomo aditivo oxigenado en
combustibles diésel en la busqueda de reducir la contaminacién de aire, (desempefiando un
papel similar al que el MTBE y el ETBE juegan como aditivo en gasolinas) y mejorando el
desempefio en frio de los métil ésteres en su utilizacién como combustible.*®

El uso de DTBG y TTBG si bien presenta muchas ventajas, estd limitado por la disponibilidad
de isobuteno. En la busqueda de alternativas que permitan lograr productos con las mismas
prestaciones pero removiendo esta restriccion es que se ha recurrido a esterificar el glicerol
con acido acético o a su transesterificacion con metil acetato para rendir triacetin. Este
producto, utilizado como aditivo del biodiésel mejora su viscosidad y desempefio en frio.
Adicionalmente el triacetin es utilizado como antidetonante en gasolinas.”’

OCOR OCOR

OCOR
OCOR
OH catalizador OH

Ho\/K/OH + (CHjocOR  —H%C > OCOR

OCOR

OCOR
catalizador: OCOR
Rl

N N R,: metil(Me-TBD) OCOR

Y R,: poliestireno (PS_TBD) i i
N monoglicéridos diglicéridos triglicéridos

Figura 1.13: Productos de esterificacién del glicerol.

La obtencién de ésteres puede realizarse, por esterificacion de acidos carboxilicos con
alcoholes en presencia de catalizadores o bien recurriendo a catalizadores heterogéneos
acidos tales como Amberlyst-15, zeolitas y heteropolidcidos soportados en silica.”®

Otro producto que se ha derivado del glicerol es el glicerol carbonato, es un liquido incoloro
polar, no téxico, con alto punto de ebullicién, caracteristicas estas que lo convierten en un
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solvente atil para plasticos y resinas tales como el acetato de celulosa, nylon, nitrocelulosay
poli-acrilonitrilo. Simultdaneamente, su adhesiéon a superficies metalicas y resistencia a la
oxidacién, hidrdlisis y presién lo convierte en un buen candidato como lubricante.®?

Su obtencién puede realizarse haciendo reaccionar cantidades equi-moleculares de urea y
glicerol usando como catalizador ZnSQ,, alternativamente, mds recientemente se ha
descrito un nuevo método el que partiendo del alcohol y dimetilcarbonato recurre al uso de

tamices moleculares sin necesidad de adicién de solvente.”*™%

OH 0 o
+ HZN)J\NHZ O\)\/OH + 2 NH3

Glicerol Urea Glicerol Carbonato Amoniaco

Zeolita A

0 OH
Glicidol

Figura 1.14: Sintesis de glicerol carbonato y de glicidol a partir de glicerol.

El glicerol carbonato es, adicionalmente un intermediario de interés hacia otros productos.
Reacciona rapidamente con fenoles, alcoholes, amidas, y acidos carboxilicos para formar
éteres o ésteres de glicerol, incluyendo polimeros tales como poliésteres, policarbonatos,
poliamidas y poliuretanos.®

La reaccion por la cual se contrae el anillo de 5 miembros para dar un anillo de 3 unidades
con una unidad epoxi conduce a la obtencién de glicidol (compuesto liquido, levemente
viscoso) que presenta multiples aplicaciones en revestimiento de superficies, agente de
gelacidn, propelente, estabilizante de aceites naturales y polimeros y como agente
demulsificante). Este producto a su vez puede ser derivado a glicidil carbamato

componente de utilidad en resinas epoxi y poliuretanos o polimerizado a poliglicerol.?”1%?

Produccion de epiclorhidrina

La epiclorohidrina es un producto altamente demandado a partir de su uso en las
denominadas resinas epoxi.'®*Tradicionalmente este producto requiere de una ruta
sintética que involucra multiples pasos de reaccién (reaccion de propileno con Cloro para
obtener el cloruro, seguido de una nueva instancia de clorinacién (hipoclorinacién) para
obtener una mezcla 3:1 de 1,3-diclorohidrina y 2,3-diclorohidrina la que es posteriormente
tratada con una base para finalmente obtener epiclorhidrina). Si bien se trata de un
proceso maduro e instalado en escala comercial, desde el punto de la Quimica Verde
presenta como principales falencias por un lado una bajisima eficiencia atdmica para el
Cloro (solo % de los atomos de Cloro aportados como sustrato termina finalmente en el
producto de sintesis) y por otro el requerimiento de esfuerzo adicional para disponer los
productos no deseados en que terminan los restantes % atomos de Cloro aportados. Los
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métodos de sintesis alterativos describen la obtencién de epiclorhidrina a partir de glicerol
en una reaccion de dos pasos, (hidroclorinacion de glicerol con HCI, seguida de reaccion con
una base) seglin se muestra en la Figura 1.15, y comienzan a ser rentables a partir de la
reduccion del costo verificado para el glicerol.

Debe sefialarse que la relacion de productos intermediarios se da en una proporcién 40:1
para el compuesto clorado en posicién 1,3 frente al producto diclorado en posiciones 1,2.
Adicionalmente la reaccién se desarrolla a partir de un insumo renovable y con una

eficiencia atémica para los atomos de Cloro que duplica la de la sintesis de referencia.®>*%*

106

HO/\(\OH __RCOOH CI/\(\CI CI/\(\OH
+ 2HCI Catalizador OH + a + 2H0

OH
Glicerol 1,3-dicloro-2-propanol 2,3-dicloro-1-propanol
0}
A7+ NaOH ————= [N+ Nacl
OH
1,3-dicloro-2-propanol Epiclorhidrina

Figura 1.15: Sintesis de epiclorhidrina a partir de glicerol.

Produccion de gas de sintesis y metanol renovable

Una interesante aplicacién para el glicerol es su conversién a gas de sintesis permitiendo, a
partir de ese punto, la produccidon de una variada gama de productos quimicos. Quiza una
de las alternativas mds atractivas para la industria de biodiésel lo constituye la produccién
de metanol (producto tradicionalmente obtenido a partir de fuentes fésiles), generando la
posibilidad de la obtencidn de biodiésel exclusivamente a partir de insumos renovables en

linea con lo postulado en la denominada “economia del metanol”.**”1%8
Triglicéridos Matanaol Matl éstores Glicaral
O
0 PR
I/ —0
R1_{ o
o yﬁr Catalizador 0 Qrt; O
}D + 3 CH3DH — }—H? + H/‘
0 —0
R:!-_'ﬁ 0 OH
o .

Gasde

sintesis Reforming en fase vapor
HZ/CO Reforming de fase acuosa
Gasificacidn en agua supercritica

Figura 1.16: Produccion de gas de sintesis y metanol renovable.
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El gas de sintesis puede orientarse hacia reacciones Fischer-Tropsch con la ventaja de que la
mezcla CO/H, se encuentra libre de impurezas de oxigeno tornando la ecuacién mas
facilmente manejable.'®

Para la preparacion de gas de sintesis a partir de glicerol se puede recurrir al reformado en
vapor, reformado en fase acuosay a la gasificacién en agua supercritica.

El reformado con vapor de glicerol produce CO e H, segin se describe en la siguiente
ecuacién. La proporcion H,/CO puede aumentarse al reaccionar el CO con agua,
obteniéndose como producto total una relacién 7:3 de H,:CO,. Las condiciones de reaccion
son presion atmosférica y temperaturas superiores a 400 °C sobre catalizadores de Platino,
Rutenio y Renio aplicado sobre carbono u Oxido de Ytrio.**

Reformado: C3HgO3 ——» 3CO+4H,

Reaccion agua - gas: 3 CO +3 H,0 3CO, +3H,0

Reaccién total: C3HgO3 +3H,0 ——> 3CO,+7H,

Figura 1.17: Reformado del glicerol.

Como variante del proceso descrito se recurre al reformado en fase acuosa (APR), reaccion
gue sigue la misma ecuacion pero en condiciones que aseguren la permanencia del glicerol
en fase liquida, lo que requiere presiones mayores (23-35 bar), por su parte la temperatura
es inferior (125 °C). Los catalizadores utilizados son Platino, Paladio, o aleaciones de Niquel-
Estafio.™™!

Finalmente, la gasificacién en agua supercritica (SCWG) permite la conversién de glicerol a
CO e H, aun en ausencia de catalizador si bien la presencia de metales de transicién
redunda en mejora de rendimiento (Rutenio u Oxido de Titanio). Las condiciones de
reaccién varian entre 450 °C y 700 °C (a mayor temperatura mayor conversiéon y mayor
concentracion de H; en la mezcla de reaccic’)n).112

Produccion de 1,3-propanodiol

El 1,3-propanodiol se obtiene tradicionalmente a partir de fuentes fésiles (6xido de etileno),
mediante la ruta conocida como Ruta Shell por utilizarse el catalizador desarrollado por esta
firma. **

La hidroformilacion del 6xido de etileno involucra las siguientes 2 etapas, en una primera
instancia el 6xido de etileno reacciona con CO y en presencia de un catalizador
organometalico de Cobalto produce el hidroxialdehido, intermediario que en una segunda
etapa es reducido para formar el diol mediante hidrogenacién con Cu/CrO5.***
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Figura 1.18: Sintesis clasica de 1,3-propanodiol a partir de 6xido de etileno.

OH
—~ H\
HO/\K\OH PhCHO OYO . 5 J

OH
Glicerol Ph \prh
5-Hidroximetil-2-fenil 5-Hidroxi-2-fenil-

1,3-dioxolano (HMPD) 1,3-dioxolano(HPD)

TsCl
OTs
HO” >"on  *Hh Ho/\(\oH +H,0 H\
-TsOH OTs -PhCHO I
1,3-propanodiol 2-Tosiloxi-
1,3-propanodiol (TPD) r
P

2-Fenil-5-tosiloxi-
1,3-dioxano (PTD)

Figura 1.19: Sintesis de 1,3-propanodiol a partir de glicerol.

En 2003 se propone una nueva via sintética que recurre a glicerol como material de partida
y consta de 3 etapas. En la primer etapa se acetila el glicerol con benzaldehido con el
propdsito de proteger a los hidroxilos ubicados en Cl1 y C3. El siguiente paso de la
conversién consiste en la tosilacion del hidroxilo desprotegido para transformarlo en un
buen grupo saliente. El paso final consiste en la remocién del grupo protector de los
hidroxilos 1 y 3 y en la detosilacién, ocasién en que se remueve el grupo tosilato del
Carbono vy, reaccién que se desarrolla con H, molecular en presencia de un metal de

transicion.'*®

Produccion de propilenglicol (1,2-propanodiol racémico)

El 1,2-propanodiol o propilenglicol es el diol preferido para la manufactura de las resinas
poliéster insaturadas, sistemas de espumas de poliuretanos asi como productos sustitutos
del etilenglicol en sus usos como anticongelante y como descongelante en aeronaves.

Considerando la relacidn de precios entre el propilenglicol obtenido por métodos cldsicos a
partir de 6xido de propileno y del obtenido a partir de la hidrogenacion selectiva de glicerol
gueda claramente establecida la causalidad por la cual hoy este ultimo proceso resulte el
comercialmente adoptado para la obtencién tanto del propilenglicol industrial como el de
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grado farmacéutico. La reaccién transcurre via acetol (hidroxiacetona) por medio de 2 pasos

en condiciones relativamente suaves de reaccién. %/

Deshidratacion Hidrogenacién

200°C/0,65 bar 200°C/13,8 bar
OH Q OH

HO\)\/OH CuO.Cr,04 \)J\ CuO.Cr,04
> B ——— e
-H,0 HO +H, HO\)\

Figura 1.20: Sintesis de propilenglicol a partir de glicerol.

Adicionalmente al método de produccidn descrito, se han desarrollado otros alternativos,
entre los que se pueden mencionar el proceso de hidrogenacién de glicerol en fase vapor
sobre catalizador heterogéneo de Cobre (o método Davy), la conversion de glicerol a 1,2-
propanodiol bajo hidrogendlisis de solucidon acuosa de glicerol bajo 300 bar a partir de
syngas a 200 °C en condiciones de catalisis homogénea con complejo de Rhodio
[Rh(CO),(acac)] y acido tungsténico, produciendo 1,3-propanodiol y 1,2-propanodiol en
rendimientos de 20 % y 23 % respectivamente.*#1%

Mas recientemente se han descrito trabajos que refieren a la hidrogendlisis usando Ru-C y
Rd-SiO, complementado con resina de intercambio idnico (Amberlyst) a 120 °C en
atmosfera de H, a 80 bar. Estos procesos presentan aun cuellos de botella (baja selectividad,
escasa eficiencia energética y necesidad de aporte de sustrato diluido), para avanzar a
procesos comerciales.'?*??

1.6.2.2 Productos obtenidos biotecnoldgicamente

En el caso del glicerol la gama de productos obtenidos enzimaticamente es igualmente vasta
a la previamente descrita, con la dificultad adicional, al momento de sistematizar su
descripcién que multiples microorganismos pueden presentar interés en la obtencion de un
mismo producto.Sefialada esta doble dificultad a continuacién se describird abreviadamente
el conjunto de productos y microorganismos que mayormente atraen la atencién de la
comunidad cientifica del area en el intento de buscar alternativas a la valorizacién del
glicerol.

En la Figura 1.21 se representa un esquema general de posibles productos obtenibles a
partir de glicerol recurriendo a la sintesis con microorganismos enteros y/o enzimas
aisladas.™

En la descripcion que sigue, inicialmente se presentan productos obtenidos
biotecnolégicamente que presentan mayor distancia respecto a actividades desarrolladas en
el presente trabajo, a continuacidn se desarrollan productos obtenidos en fermentaciones
microbianas y finalmente se abordan las fermentaciones que conducen a 1,2-propanodiol.
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Figura 1.21: Algunos de los productos obtenibles biolégicamente a partir de glicerol.

1.6.2.2.1 Productos biotecnolagicos varios

Bajo esta denominacién es posible identificar aplicaciones tan diversas como la produccién
a partir de glicerol de pigmentos,*>™**°la obtencién de glucésidos,*** asi como también la
utilizacién de glicerol en celdas de combustible enzimatica.®>1341%

representativos se desarrollan abreviadamente la obtencién de lipidos, de proteina

Como casos mas

unicelular y de polimeros.
Produccion de lipidos

El glicerol ha sido descrito como fuente de Carbono en la producciéon de lipidos, productos
gue pueden ser empleados en la elaboracién de biodiésel, retornando asi al proceso que lo
origina. Entre otros microorganismos que puede desarrollar este proceso se encuentran

Schizochytrium limacinum SR21 and Cryptococcus curvatus.****®

En el caso de la microalga S. limacinum en proceso batch el mejor desempefio se verifica a
partir de soluciones conteniendo 35 g/L de glicerol, condicion en la que se logra
acumulacién lipidica celular del 73.3%. Es de sefalar que en estas condiciones se ha
reportado inhibicién del crecimiento celular.™’
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Por otra parte con la levadura C. curvatus, el proceso que mejor resultado presenta es fed-
batch. El contenido maximo de lipidos alcanza el 52 % de conversidn (en el caso del proceso
en dos etapas). En estas condiciones se verifica que el metanol remanente no genera efecto

inhibitorio alguno sobre el crecimiento celular.**®

Paralelamente se ha descrito el uso de la levadura Rhodotorula glutinis TISTR 5159, para
producir lipidos y carotenoides a partir de medio conteniendo glicerol crudo. En
fermentaciones desarrolladas en proceso fed-batch se obtiene la concentracién maxima de
contenido lipidico de 10 g/L, que se corresponden con una bioconversion del 60.7 % y de
carotenoides de 6 g/L. Adicionalmente se ha descrito que Chlorella protothecoides convierte
glicerol crudo en lipidos con un rendimiento de 0.31 g lipidos/g sustrato. De igual manera,
con C. protothecoides y glicerol crudo (62 % de pureza), se ha descrito que la maxima
productividad de lipidos verificada asciende a 3 g/L por dia en un proceso de operacién fed-
batch, 139140

De los resultados obtenidos con microorganismos eucariotas se concluye que la
acumulacién en levaduras de lipidos es limitada (alcanzando niveles de bioconversién de
hasta aproximadamente 22 %, en el caso de Rhodotorula sp.), por el contrario, en el caso de
los hongos se obtienen mayores niveles de acumulacion de lipidos en el micelio ubicandose
los resultados en el rango comprendido por 18 % y 43 %, % en base biomasa seca). A estos
efectos,las levaduras, Yarrowia lipolytica, Pichia membranifaciens asi como el hongo

filamentoso Thamnidium elegans resultan ser los microorganismos mas prometedores.**%4

Produccion de proteina celular

Con esta denominacién se conoce a la biomasa obtenida a partir de microorganismos
cultivados utilizando residuos industriales o agricolas. La produccién de biomasa microbiana
puede lograrse ya sea a través de procesos de fermentacién en estado sélido o
liquido,procediéndose luego de la fermentacién a su cosecha y eventualmente procesos de
lavado, extraccién y purificacion.**®Esta practica lejos de resultar novedosa ha sido
desarrollada por culturas ancestrales, tal el caso de la cosecha de Spirulina por parte de la
cultura azteca, que aprovechando condiciones de alcalinidad y temperatura de
determinados lagos se abastecian de ese cultivo.***

Algas, hongos y bacterias pueden utilizarse con este propésito, siendo las levaduras y dentro
de ellas Saccharomyces y Candida las mds promisorias atendiendo a su naturaleza no téxica

y elevada productividad.**®

Una multiplicidad de sustratos ha sido empleada a este fin entre los que se pueden
mencionar: maiz (grano y mazorca), tallos de algoddn, hidrolizado de sorgo, hidrolizado de
almidon, residuos de celulosa, lignina, melaza, almiddn, bagazo de cafia, papel, suero de
leche, metanol, etc..'*
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La utilizacién de glicerol obtenido como subproducto en la industria de biodiésel ha sido
ensayada obteniéndose composiciones de aminodcidos esenciales con un perfil similar o
comparable en términos generales a los obtenidos a partir de harina de soja o harina de

pescado. >4

Produccion de polimeros: Polihidroxialcanoatos (PHASs)

El primer reporte respecto a este producto data de comienzos del siglo XX y refiere a la
observaciéon de una inclusidn con aspecto aceitoso y soluble en cloroformo en Azotobacter
chroococcum. La composicion de inclusiones similares en Bacillus megaterium fue
posteriormente confirmada como poli (3-hidroxibutirato).**’

e 0 o\(\
0 R 0
n

n: varia entre 600 y 35000

R=H Poli(3-hidroxipropionato)  R=Propil Poli(3-hidroxihexanoato)
R= Metil Poli(3-hidroxibutirato) R= Pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R= Etil Poli(3-hidroxivalerato) R= Nonil  Poli(3-hidroxidodecanoato)

Figura 1.22: PHAs estructura y denominacion.

Hoy los polihidroxialcanoatos han sido identificados en mdas de 300 especies de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas asi como en un amplio rango de archeas.*®

Avanzada la segunda mitad del siglo pasado ya existia suficiente evidencia para caracterizar
a los polihidroxialcanoatos (PHAs) como poliésteres de hidroxialcanoatos sintetizados por
numerosas bacterias como reserva intracelular (a nivel citoplasmatico) de Carbono vy

ene rgia.w’149

La denominacién de PHAs engloba no un producto Unico sino una gama de productos segun
150,151

puede observarse en la Figura 1.22.
Una variada gama de bacterias incluyendo Alcaligenes, Pseudomonas, E. coli recombinante
y bacterias metilétrofas han sido descritas como productoras de estos compuestos.
Adicionalmente la busqueda de reducir el costo de obtencién del producto ha permitido
gue mas recientemente haya sido demostrada la factibilidad técnica de obtener PHA en
plantas transgénicas.'*’

Una de las principales apuestas asociada al desarrollo de microorganismos productores de
PHA es la busqueda de alternativas biodegradables a los plésticos de origen fésil.**?

Comparativamente, con los polimeros biodegradables quimicamente sintetizados
(derivados de los acidos glicdlico, lactico, 6 del polivinil alcohol, o del 6xido de etileno) y los
plasticos biodegradables basados en almidén (por ejemplo almidén-polietileno), los PHAs
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presentan ventajas tanto en las propiedades mecdnicas de los compuestos como en la
ausencia de componentes recalcitrantes en sus residuos.**

Adicionalmente, el uso en materiales de aplicacién terapéutica ha sido propuesto para PHAs
hidrosolubles, entre ellos el desarrollo de materiales para tejidos y sistema de liberacién
controlada de drogas se han descrito como las maés promisorias.ms’153

Las materias primas descritas como fuente de Carbono en los ensayos de produccién de
PHAs son variadas e incluyen entre otras a: glucosa, fructosa, melaza, acido oléico, acido
miristico, acido laurico, octanoato, gluconato, propionato, aceite de castor, aceite palma,
metanol, pentanol, acido 4-hidroxibutirico,y-butirolactona, 1,4-butanodiol,1,5-
pentanodiol,1,6-hexanodio|.147’154

No obstante los esfuerzos y desarrollos realizados el reemplazo de los plasticos fésiles se ha
visto ralentizado a partir de los mayores costos de las alternativas. En afios recientes la
investigacion ha focalizado en el desarrollo de procesos alternativos para la obtencién de
PHAs, incluyendo el uso de residuos y cultivos microbianos mixtos con ese propésito.*>®

En ese contexto se ha descrito el uso de glicerol crudo como sustrato llegando incluso a ser

catalogado como el sustrato mas apropiado para este propo’sito.lss’15754

Con cultivo microbiano mixto, en condiciones aerobias se ha utilizado glicerol crudo
acumulando poli-3-hidroxibutirato (PHB) a razén de 47 % en peso seco celular y una
productividad de 0.27 g/L.d. El hecho de poder utilizar este sustrato sin procesamiento
previo habilita a ser relativamente optimista en relacién a la posibilidad de alcanzar una
reduccién de costos significativa.’®

Paralelamente, con Bacillusmegaterium aislado de lodos de plantas de tratamiento de aguas
servidas municipales se observé la biosintesis del polimero polihidroxibutirato (PHB) y del
copolimero polihidroxibutirato-co-hidrovalerato P(HB-co-HV) sin adicidon de precursor en el
medio de fermentacidn. El rendimiento reportado asciende a 62.43 % en peso seco celular
cuando se recurre a un medio de cultivo conteniendo glicerol como fuente de Carbono.*’

En una linea de trabajo diferente el uso de Tereftalato de Sodio obtenido a partir de la
pirdlisis de PET y glicerol obtenido de la industria de biodiésel han sido utilizados como
insumos para un reactor fed-batch en el que se hace crecer Pseudomonas putida. Utilizando
tereftalato de sodio solamente se alcanza una concentracidon de 2.61 g/L la que se
incrementa hasta aproximadamente 5.7 g/L al aportar al medio glicerol. E| PHA obtenido
esta formado mayormente por monémeros de cido 3-hidroxidecansico.™®

Los poli hidroxialcanoatos constituyen el caso iconico de sintesis in vivo de biopolimeros.
Este hecho ha atraido la atencion de la ingenieria metabdlica en la busqueda, tanto de
mejorar las condiciones de produccidon de los mondmeros como en la produccion de los
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biopolimeros en microorganismos descritos como naturalmente productores de PHA como

sobre E. coli.}®%162

1.6.2.2.2 Productos obtenidos en fermentaciones microbianas

A partir de fermentaciones microbianas es posible obtener una vasta gama de productos
163,164 4cido propio’nic0165_167,
172-177

gue incluyen compuestos tan variados como acido glicérico,

acido docosahexaendico °Y°71OAITAEELIL y geido  kéjico.

representativos dentro de este subgrupo de aplicaciones se describe la obtencién de etanol,

Como casos mas

butanol, acidos succinico, citrico y lactico, dihidroxiacetona, 3-hidroxipropionaldehido y 1,3-
propanodiol.

Produccion de etanol

La produccién de etanol a partir de glicerol presenta interés por varias razones, por un lado
su utilizacion como biocombustible, en linea con el uso mas extendido de este

com puesto.33’178

Adicionalmente, la obtencién de este producto presenta la posibilidad de reinsercion del
alcohol en el mismo proceso productivo que origina el desecho a valorizar (si bien no se
trata del alcohol més extendido en su uso en la reaccién de transesterificacion).*”®

Finalmente, la posibilidad de obtencidn de polimeros particularmente polietileno a partir de
bioetanol constituye una de las apuestas importantes en los mercados en que este
biocombustible ha logrado penetracién.**

Una variada gama de microorganismos ha sido evaluada a este fin incluyendo tanto
microorganismos procariotas como eucariotas con variados resultados, entre ellos se
destacan los que se describen a continuacion.

La produccién de etanol y acido férmico se ha descrito a partir de glicerol, asi como en la co-
fermentacion de glucosa/glicerol recurriendo a cultivos mixtos. 5!

La sintesis de etanol y 1,2-propanodiol a partir de glicerol ha sido también descrita
utilizando Paenibacillus macerans, en concentraciones de 3 y 0.8 g/L, respectivamente al
desarrollar fermentacién anaerobia de glicerol puro con concentracién de partida de 10
g/L.182

Varios intentos de producir etanol con Enterobacter aerogenes a partir de glicerol se han
desarrollado. Resulta de particular interés los resultados verificados a partir de una cepa
aislada de lodos metanogénicos capaz de convertir anaerdbicamente glicerol crudo a

Hidrégeno y etanol con un rendimiento de 0.85 mol/mol glicerol.*®®

Por otra parte, el uso de E. aerogenes en la produccion conjunta de etanol e Hidrégeno en
reactor bio-electroquimico con tionina como mediador exdgeno de electrones en
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condiciones anaerdbicas ha sido descrita. En este sistema la tionina se reduce por parte de
E. aerogenes, y es posteriormente re-oxidada por aplicacién de +0.2 V en electrodo de
referencia Ag/AgCl con un potenciostato.'®*

La inmovilizacidon de Enterobacter aerogenesen alginato y su aplicacién a la conversidn de
glicerol a etanol en un reactor continuo agitado ha sido reportada. En esas condiciones se ha
optimizado la produccién de etanol alcanzando los 5.38 g/L y 0.96 mol-etanol/mol-glicerol
con glicerol puroy en 5.29 g/L y 0.91 mol-etanol/mol glicerol con glicerol crudo.'®

En otro orden la cepa Kluyvera cryocrescens produce 27 g/L de etanol a partir de glicerol
crudo con un rendimiento molar del 80 % y una productividad de 0.61 g/L/h, cuando la
fermentacion es realizada en condiciones de microaerobiosis.*®®

La produccién equimolecular de etanol y formiato se ha observado en la fermentacién de
glicerol con Klebsiella planticola, con una cepa aislada de rumen de ciervo rojo. Las
concentraciones de producto obtenidas ascienden a los 2 g/L, estando descrita la necesidad
de tiempos muy prolongados para alcanzar fermentacion significativa del glicerol.*®’

Finalmente, mediante irradiacion con rayos y se ha logrado obtener una cepa de Klebsiella
pneumoniae, que a la vez que ha visto afectada la capacidad de produccién aquellos
metabolitos obtenidos en las vias reductivas se logra incrementar el nivel de los metabolitos
obtenidos en vias oxidativas. Consecuentemente mientras la produccidn de 1,3-propanediol
y acido 3-hidroxipropiénico decaen fuertemente en comparacién con el nivel obtenido con
la cepa control, la produccién de 2,3-butanodiol, etanol, lactato y succinato se incrementan.

La produccién de etanol con este mutante alcanza una produccién maxima de 21.5 g/L, con
una productividad de 0.93 g/L/h. Al utilizar glicerol obtenido de proceso productivo de
biodiésel los valores se ubican mayormente en el mismo orden (20.5 g/l and 19.9 g/I, para
glicerol crudo y glicerol de splitting respectivamente). En la busqueda de incrementar los
niveles de produccidn de etanol se recurre a la sobreexpresidon en este mutante de genes de
Zymomonas mobilis que codifican una piruvato decarboxilasa y una aldehido
deshidrogenasa con lo que se alcanza la produccién de 25 g/L de etanol con una
productividad de 0.78 g/L/h."8®

Pese a que el resultado descrito a partir de K. pneumoniae resulta en principio interesante
desde el punto de vista de su productividad y capacidad de acumulacién de etanol se ha
sefialado por parte de otros autores la dificultad de su utilizacidon a nivel industrial a partir
del hecho de que esta bioconversiéon demanda atmésfera controlada de Nitrégeno.™®*

En la busqueda de minimizar la sintesis de subproductos y de incrementar la eficiencia de la
conversion de glicerol a etanol en fermentacién anaerobia se recurre mas recientemente a
ingenieria metabdlica en E. coli, describiéndose la obtencidn de 21 g/L de etanol a partir de
60 g/L de glicerol puro con una productividad volumétrica de 0.216 g/L/h en condicion de

microaerobiosis. %1%
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En otra linea de trabajo persiguiendo el mismo objetivo (produccion eficiente de etanol), se
ha modificado una cepa de E. coli, reduciendo el espacio del metabolismo central, en la
biusqueda de mantener aquellas vias que sostienen la funciéon celular y permiten la
utilizacién de glicerol, con un rendimiento tedrico de 0.50 g etanol/g glicerol. En estas
condiciones se ha descrito la importancia de la disponibilidad de Oxigeno en la regulacidn de
las dos vias competitivas, la que conduce a la produccién de biomasa y a la produccién de
etanol. Mediante el desarrollo de evolucidn metabdlica se obtienen cepas con rendimientos
y productividades mejoradas, alcanzandose conversiones en el rango del 90 % del
rendimiento tedrico. Simultdaneamente el efecto de los aceptores de electrones fumarato,
nitrato, 1,3-propanodiol y 1,2-propanodiol es evaluada.'*®

En otra aproximacion el analisis de la fisiologia y el metabolismo de mutantes de E. coli que
expresan una alcohol-acetaldehido deshidrogenasa bifuncional de Leuconostoc
mesenteroides creciendo en glicerol en condiciones de restriccion de Oxigeno ha conducido
a cuadriplicar el nivel de producciéon de etanol. La observacidn de la acumulacién de
importantes niveles de lactato en condiciones micro-dxicas conduce en una segunda etapa a
introducir la delecidn de la lactato deshidrogenasa IdhA y consecuentemente mejorar la
produccion etanol (6.5 g/L). Paralelamente se describe la obtencién mediante evolucion
metabdlica de una cepa que presenta resistencia a concentracion de etanol de 25 g/L. La
evaluacidon de la adicion de piruvato y acetaldehido, asi como extracto de levadura
conducen a produccién de 16 g/L con una productividad de 0.34 g/L/h en reactores de dos

estados (6xico/fermenativo).’**

La produccion conjuntade etanol con Hidrégeno y de etanol con acido férmico ha sido
también descrita recurriendo a ingenieria metabdlica en E. coli. Andlogamente a como se ha
descrito con anterioridad se procede para maximizar la produccidon de los compuestos de
interés a minimizar la produccién de co-productos no deseados a través de mutaciones que
inactivan la fumarato reductasa (AfrdA) y la  fosfato acetil transferasa (Apta).
Adicionalmente, en el caso de la cepa que produce etanol y formiato se inactiva la formiato-
hidrégeno liasa (AfdhF) a efectos de evitar la conversién de formiato a CO, y H,. Por otra
parte a efectos de promover la conversion de glicerol al intermediario glicolitico
dihidroxiacetona fosfato se sobreexpresan los genes que codifican para la glicerol
deshidrogenasa (g/dA) y para la dihidroxiacetona kinasa (dhakLM). Como consecuencia de
estas modificaciones se logra la produccion de etanol- Hidrédgeno 6 etanol-formiato a partir
de glicerol crudo con rendimientos superiores al 95 % del maximo tedrico y con velocidades

especificas que se ubican en el rango de los 15-30 mmol/gcel/h.**

Saccharomyces cerevisiae ha sido modificada recurriendo a ingenieria metabdlicapara
incrementar la produccidon de etanol a partir de glicerol.A partir de la sobreexpresién
simultanea de genes que codifican para glicerol deshidrogenasa, dihidroxiacetona kinasa y la
proteina asociada al transporte de glicerol, se verifica un incremento de 3.4 veces el nivel de

produccion de etanol, observandose una produccién de 2.4 g/L.**
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Considerando que en la produccién industrial de etanol usando levaduras las células son
expuestas a stress afectando el crecimiento y la productividad es que trabajos tendientes a
desarrollar cepas resistentes a las condiciones de stress se han descrito. Como resultados de
estos trabajos el aumento en 1,8 veces el nivel de produccion ha sido descrito, alcanzando
8.1g/Lde etanol.’’

Por su parte la produccién de etanol a partir de glicerol ha sido descrita con la levadura
Pachysolen tannophilusalcanzando una concentracion de 17.5 g/L de etanol en una solucidn
5% (v/v) de glicerol crudo (correspondiente al 56% del rendimiento tedrico). Por su parte en
un ensayo batch con adicion escalonada de sustrato se alcanzd una concentracién de 28.1
g/L de etanol, el valor maximo descrito para esta bioconversion.*®

Produccion de butanol

El butanol ha sido identificado como producto de interés a partir de su potencial uso como
bloque de sintesis para la obtencidn de nuevos productos 6 en sintesis de biomateriales
alternativos a muchos productos derivados de recursos fésiles.'*®

Paralelamente el butanol puede ser usado como combustible alternativo, presentando
mejores propiedades fisicas cuando se lo compara con el biocombustible de uso mas

extendido: el etanol.*®®

Tal como ocurriera con otros procesos fermentativos, a inicios del Siglo XX la fermentacidn
de azucares con Clostridium acetobutylicum fue utilizada extensamente para la produccion
industrial de una mezcla de Acetona, Butanol y Etanol, lo que se ha dado en llamar
fermentacién ABE (que tipica produce en relacién 3:6:1). Sin embargo los elevados costos de
las materias primas y los bajos rendimientos de los procesos fermentativos verificados en la
época condujeron al abandono de esta practica y a su reemplazo por productos obtenidos
en la industria petroquimica.Recientemente la investigacion en la produccién fermentativa
de butanol ha estado centrada en las especies C. acetobutylicum y C. beijerinckii,
habiéndose establecido la via metabdlica para la obtencién de butanol a partir de
glucosa.*

Esta via presenta similitudes con la ruta metabdlica empleada por C. pasteurianum en la
produccién de butanol a partir de glicerol. Sin embargo, mientras que C.
pasteurianumpuede utilizar glicerol como Unica fuente de Carbono, C. acetobutylicumsolo

200tra diferencia descrita en el

es capaz de metabolizar glicerol en presenciade glucosa.
comportamiento de estos dos microorganismos refiere al perfil de productos de
fermentacién obtenido, mientras C. pasteurianum produce 1,3-propanodiol, butanol, etanol
y lactato con cantidades traza de acetato y butirato, C. acetobutylicum produce una mezcla
de fermentacidon compuestamayormente por butanol, acetona, etanol, acetato y butirato no

observandose produccion de 1,3-propanodiol. Los rendimientos obtenidos en la produccion
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de butanol por fermentacion de glicerol se ubican en el rango de 24-31 %, valores que son

sustancialmente mayores a los 15-20 %, observados a partir de mezclas de azlcares.’***%
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Figura 1.23: Via metabdlica para la obtencién de butanol a partir glicerol

La concentracion maxima de butanol obtenida estaria acotada por la toxicidad del

producto.®

Mas recientemente se han desarrollado estudios tendientes aproducir butanol con E.coli,
(microorganismo que naturalmente no lo produce). En esa direccién se ha descrito el
desarrollo de cepas recombinantes de E. coli productoras de butanol recurriendo a la
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transformacién de E. coli con genes de C. acetobutylicumque codifican enzimas
responsables de pasos claves de la via metabdlica a la vez que introduciendo deleciones en

los genes que compiten con la produccién de este solvente.?®

La construccidn de una via no fermentativa para la sintesis de butanol en E. coli que incluye
la conversion de los 2-ceto 4acidos intermediarios en alcoholes superiores en lugar de
aminodcidos se ha descrito. El uso de glicerol como suplemento del medio de cultivo

redunda en un aumento en la produccién de butanol.?®*

Si bien los niveles de produccidon obtenidos por esta via se consideran bajos resultan
prometedores para futuros desarrollos.

Produccion de acido succinico

El 4cido succinico es un producto con un mercado establecido en el que los sectores
agricola, alimentario y farmacéutico aparecen como los mds demandantes. A la fecha este
producto es mayormente producido quimicamente a partir de del gas licuado de petréleo
(GLP).*®

La produccion de este compuesto clave para la bio-industria estd descrita para multiples
cepas bacterianas (mayormente aisladas de rumen en condiciones anaerobias), entre ellas
se destacan: Actinobacillus succigogenes, Anaerobiospirillum  succiniciproducens,
Propionibacterium acidipropionici, Mannheimia succiniciproducens. La produccién en
eucariotas si bien existe es menos frecuente, existiendo antecedentes de combinacion de
fermentaciones, inicialmente fungica (en la que se produce fumarato), seguida de una etapa
bacteriana (que realiza la conversién de fumarato a succinato).?*>?%

Variadas fuentes de Carbono han sido utilizadas en la produccién de 4cido succinico, las mas
comunes glucosa y glicerol, aunque se ha reportado la dependencia que las mayorias de las
cepas presentan de CO, para su crecimiento. En el caso del glicerol se ha descrito por
primera vez en 2001 su utilizacion como reemplazo parcial de la glucosa con
Anaerobiopirillum succiniciproducens.El uso de este sustrato si bien resulta atractivo desde
el punto de vista econémico presenta dificultades técnicas en su utilizacion, asociados
fundamentalmente a una baja selectividad hacia el succinico como producto y la estabilidad
en su produccion. Se ha descrito adicionalmente la influencia que la fuente de Nitrégeno
presenta no solo sobre el rendimiento sino también sobre la selectividad del proceso.?*®?%

La  produccion en régimen continuo de acido succinico con  Basfia
succiniciproducensutilizando glicerol crudo y NH40H (como fuente de Nitrégeno y regulador
de pH) ha sido posteriormente descrita obteniéndose una concentracion de 5.2 g/L, con una
productividad de 0.09 g/L.h y un rendimiento de 1.02 g/g de glicerol.*®

Con la finalidad de acoplar el crecimiento celular a partir de glicerol con la producciéon de
acido succinico y el balance redoxse ha recurrido a ingenieria metabdlica en E. coli. Para ello
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se han bloqueado las vias metabdlicas que conducen a productos competitivos como
lactato, etanol o acetato- dejando la sintesis de succinato como la via primaria de
regeneracion de NAD'. Adicionalmente se ha expresado la piruvato carboxilasa de
Lactococcus lactispermitiendo la obtencidn de succinato a partir de piruvato (en oposicién a
la obtencidon a partir de fosfoenolpiruvato). En estas condiciones se ha alcanzado un
rendimiento de 0.69 g/g glicerol y una productividad especifica de 400 mg de succinato/g

célula/h a partir de solucién de sustrato de 20 g/L.**°

En otra linea mediante ingenieria metabdlica se han desarrollado mejoras al sistema de
produccién de acido succinico, apuntando fundamentalmente a la reducciéon de co-
productos. En particular se deletaron la piruvato formiato liasa (pfl) y la lactato
deshidrogenasa (/dh).>%%%®

Variantes en los procesos han sido evaluadas en la busqueda de incrementar el rendimiento
y la productividad de succinato.Se han ensayado diferentes concentraciones de sustrato, la
adicion de co-sustratos (urea, extracto de levadura) y diferentes condiciones de reaccion

(aerobiosis, anaerobiosis, microaerobiosis, pH, etc.).2°6’211_214

Con Actinobacillus succinogenesen condiciones anaerobias, en cultivo fed-batch se ha
reportado la maxima concentracion obtenida de 49.6 g/L con una rendimiento de 0.87 g/g

de glicerol y una productividad de 2.3 g/L.h.**

Paralelamente, el desempefio de varias levaduras al ser enfrentadas a glicerol ha sido
evaluado. Entre ellas las mas destacadas han sido Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia
lipolytica.*®

Con Y. lipolytica inmovilizada sobre fibras de algoddn en un reactor batch operado en
régimen fed-batch se ha descrito la obtencidon de una concentracidén de 198.2 g/L de acido
succinico con una productividad de 1.46 g/L.h.215

Produccion de acido citrico

El acido citrico (acido 3-hidroxicarboxi pentanodidico)es un compuesto altamente
demandado por la industria alimentaria y farmacéutica a partir de su muy baja toxicidad y
caracteristicas sensoriales. Caracterizado por ser un producto con un mercado altamente
competitivo, la aparicién de materias primas econdmicas como el glicerol obtenido como
subproducto de la produccidn de biodiésel asi como a partir de otros residuos industriales y
agricolas ha llamado la atencién del sector.’*®

Existen, sin embargo escasas referencias a microorganismos que presenten la capacidad de
produccién de acido citrico usando glicerol como materia prima. La levadura Yarrowia
lipolytica esla especie mas destacada en esta aplicacién.?’ %%

La relacion entre la disponibilidad de Nitréogeno y la produccidn de acido citrico se encuentra
descrita para Y. lipolytica estableciéndose que, con glicerol como fuente de Carbono, en
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condiciones en las que el pH se encuentra ajustado a valores entre 5,0 y 6,2 y se encuentra
asegurada la disponibilidad de Nitrégeno (aportado como (NH4),SO4y extracto de levadura)
no se verifica fase lag y practicamente todo el glicerol consumido tiene como destino la
produccién de biomasa, condiciones en las que no se observa produccion significativa de
acido citrico (las concentraciones se ubican en el rango 0,5 a 1,0 g/L). En cambio, al tornarse
como limitante la disponibilidad de Nitrégeno una importante acumulacién de acido citrico
tiene lugar, efecto que se acentla en ensayos con concentracion inicial de glicerol crudo
elevada (condicion en la que simultdneamente se observa una leve inhibicién del
crecimiento celular).??

Se ha descrito la producciéon de 124.5 g/L de acido citrico, con un rendimiento de 0.62 g/g
glicerol y una productividad de 0.88 g/(L.h) a partir de una concentracion inicial de 200g/L
de glicerol por parte de Y. lipolyticaen condiciones de fermentacion sumergida en batch, por
su parte se encuentran patentados procesos semicontinuos y continuos en los que se
alcanzan concentraciones de hasta 250 g/L.m_223

Por otra parte se ha evaluado la utilizacién de glicerol crudo obtenido de la produccién de
biodiésel, alcanzandose como resultado de la ejecucién de una optimizacién multivariable

una produccién maxima de acido citrico de aproximadamente 77.5 g/L. 2%

Produccion de acido lactico

En varios microorganismos se ha descrito desde hace tiempo la capacidad de biotransformar
glicerol en 4cido |Ilactico, entre ellos se incluyen Klebsiella, Clostridium, vy

Lactobacillus.20**>%2¢

Mas recientemente la produccion de 4cido lactico a partir de glicerol utilizando
| 227,228

Achromobacter denitrificans ha sido objeto de proteccion de propiedad intelectua
En el caso de E. coli se ha descrito, en cepas nativas para el metabolismo de glicerol la
existencia de un comportamiento heterofermentativo (tanto en condiciones de
anaerobiosis como en microaerobiosis) denominacidn que refiere a la produccion de etanol
como producto mayoritario con obtencién marginal de acido lactico y acetato, succinato,
formiato como co-productos.*%?2%2%0

No obstante la regla general anteriormente descrita, se ha aislado de suelo una cepa que ha
sido identificada como E. coli AC-521, capaz de producir 56.8 g/L y 85.8 g/L de acido lactico
en presencia de muy pocos co-productos de fermentacién en procesos batch y fed-batch
respectivamente. 227

La aplicacién de E. coli genéticamente modificada con la finalidad de producir acido lactico
ha sido investigada, orientada mayormente a la obtencién de productos
enantioméricamente puros. En ese sentido se ha descrito la construccion de una ruta
homofermentativa tendiente a obtener D-lactato sobreexpresando las vias que conducen a
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su sintesis e interrumpiendo las vias que conducen a los co-productos competitivos. La
delecion de los genes que codifican para piruvato-formiato liasa (pfIB), fosfotransacetilasa
(pta), fumarato reductasa (frdA), alcohol/acetaldehido deshidrogenasa (adhE) y D-lactato
deshidrogenasa aerdbica (d/d). Utilizando esta cepa ha sido posible acumular 32 g/L de D-
acido lacticoa partir de 40 g/L de glicerol en fermentacién en batch en medio minimo.La

pureza Stica del D-acido lactico supera el 99.9 %. 22°%3!
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Figura 1.24: Via metabdlica para la obtencién de D-lactato a partir glicerol en E. coli.”**

Andlogamente, un disefio racional de un biocatalizador capaz de producir
homofermentativamente L-lactato, producto que normalmente no es obtenido con E. coli se
ha desarrollado recurriendo al reemplazo de la D-lactato deshidrogenasa nativa de E. coli
con la L-lactato deshidrogenasa de Streptococcus bovis(L-LDH), para posteriormente
proceder al bloqueo del denominado bypass del Metilglioxal con la finalidad de evitar la
sintesis racémica de producto, evitando adicionalmente la acumulacién del intermediario
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gue presenta toxicidad. Esta cepa produce 50 g/L de L-lactacto a partir de 56 g/L de glicerol
crudo con purea 6ptica del 99.9 %. 23

Produccion de dihidroxiacetona

La fermentacion de glicerol para producir dihidroxiacetona ha sido aplicada desde las
primeras décadas del siglo XX. La dihidroxiacetona es el principal ingrediente en la
formulacion de bronceadores artificiales teniendo su origen mayormente en la
bioconversion de glicerol obtenido en la produccion de aceite de colza o de palma.233_235

Un amplio rango de microorganismos y enzimas pueden ser empleadas con este propdsito,
entre ellos se destacan bacterias del género Acetobacter, Gluconobacter y levaduras de los
géneros Candida valida y Neurospora crassa. %3638

La produccion en batch de dihidroxiacetona por parte de G. oxydans o A. suboxydans ha
sido ampliamente utilizada, reportdndose su obtencidon hasta en concentraciones de 80
kg/m?, no obstante lo anterior la bisqueda de mejorar el proceso productivo ha conducido
a adoptar proceso semi-continuos (basicamente con la intencidn de evitar la inoculacion en
cada ciclo y buscar condiciones que permitan remover el efecto inhibitorio que el producto

de reaccién presenta sobre los microorganismos utilizados en la sintesis).**

Recurriendo a un proceso semi-continuo en dos etapas con G. oxidansse ha alcanzado una

concentracion maxima de dihidroxiacetona de 220 kg/m3.240

Paralelamente incrementos en la productividad de dihidroxiacetona han sido alcanzados
inmovilizando G. oxidans en polivinil alcohol, condiciones en las que ha sido posible
observar luego de cinco ciclos una actividad residual del biocatalizador del 90 % y una
conversion promedio de 86 %.%*

Produccion de 3-hidroxipropionaldehido

El 3-hidroxipropionaldehido es un precursor de muchos productos con importancia
comercial (acroleina, acido acrilico, 1,3-propanodiol) y empleado adicionalmente en la
produccién de polimeros. Su sintesis puede lograrse tanto por métodos quimicos como
biotecnoldgicos a partir de glicerol pudiendo sefalarse como las principales ventajas de esta
segunda alternativa que adicionalmente a trabajar a bajas temperaturas y presion
atmosférica, el proceso biotecnolégico presente rendimientos superiores, alcanzando
valores del entorno del 85 %.%

Los microorganismos mayormente involucrados en esta reaccién son bacterias y pertenecen
mayormente a los géneros Klebsiella (Aerobacter), Citrobacter, Enterobacter, Clostridium y

Lactobacillus.***%
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Figura 1.25: Sintesis de 3-hidroxipropionaldehido a partir de glicerol.
Produccion de 1,3-Propanodiol

La produccion de 1,3-propanodiol por fermentacidon de glicerol ha sido reportada para
varios géneros incluyendo Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter y Clostridium. Esta reaccion
se da en estos organismos como una forma de generar equivalentes de reduccidn en
anaerobiosis. El glicerol es asi utilizado como aceptor de electrones reduciéndose a 1,3-
propanodiol en dos pasos enzimaticos que involucran una glicerol deshidratasa y luego una

reductasa.’* ¥’

Las enzimas participantes en la conversion de glicerol a 1,3-propanediol han sido
identificadas y ampliamente estudiadas en Klebsiella peneumoniae. Las enzimas glicerol
deshidratasas son enzimas multicomponentes que requieren coenzima B12 como cofactor.
Se ha caracterizado el operén que codifica para esta ruta metabdlica y se ha demostrado
que el mismo estd compuesto de cuatro genes que codifican para la enzima glicerol
deshidratasa (dhaB3, dhaB3a, dhaB4, dhaB4a) y una 1,3-propanodiol oxido-reductasa
codificada por el gen dhaT.?*#%%

La bioconversidn de glicerol a 1,3-propanodiol ha sido explorada en un estudio comparativo
que ha incluido las cepas de K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter
agglomerans, y Clostridium butyricum. El proceso implica el crecimiento del
microorganismo en anaerobiosis en un medio rico suplementado con glicerol. Se ha
descrito la presencia de otras rutas metabdlicas que generan productos secundarios como
acetato, lactato y etanol, lo cual disminuye el rendimiento global del proceso. Los mejores
resultados han sido reportados para C. butyricum, lograndose una productividad de 1.32
g/L-h, en presencia de 70 g/L de glicerol, y obteniéndose una conversion de 0.64 mol/mol.
La cepa de E. agglomerans CNCM 1210 tolera altas concentraciones de glicerol,
metabolizandolo mas rapidamente que las otras cepas en estudio, sin embargo la
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biotransformacion se detiene a las 20 hs por acumulacién del 3-hidroxipropion-aldehido
que inhibe el proceso y resulta téxico a la célula.?*®

Mas recientemente se han descrito que en fermentacién anaerobia a 25 °C con S. cerevisiae
se ha logrado obtener rendimientos en la biotransformacién hacia 1,3-propanodiol de 42.3
% en peso, con una bioconversion de 93.6 % del glicerol adicionado como sustrato.?!

El desarrollo de cepas de E. coli recombinantes capaces de producir 1,3-propanodiol a partir
de azucares se ha basado en la expresion en este microorganismo de las enzimas glicerol
deshidratasa (dhaB) y 1,3-propanodiol oxidoreductasa (dhaT) de K.penumoniae. La glicerol
deshidratasa es una enzima compleja con multiples subunidades y codificada por cuatro
genes, lo que implicdé la construccion de un operdn sintético para su expresién en E.

CO/i.ZOZ'ZSZ_ZSS

La produccién de dioles en S. cerevisiae por métodos de ingenieria genética también se han
dirigido hacia la produccién de 1,3-propanodiol. La estrategia utilizada se ha basado al igual
que en E. coli, en la sobreexpresion de dhaB y dhaT de K. pneumoniae(hecho éste que se
considera un desafio mayor atendiendo a la distancia entre S. cerevisiae y K. pneumoniae).
Se han reportado buenos niveles de produccién de enzimas, pero falta de actividad, lo que
se ha atribuido a la incapacidad de S. cerevisiae para sintetizar o importar vitamina B12, un

cofactor esencial de la glicerol deshidratasa.?***’

1.6.2.3 Obtencion biotecnolégica de 1,2-propanodiol

A diferencia de lo descrito hasta este punto, en que solo se refirieron antecedentes directos
de conversion quimica o biolégica de glicerol, este apartado contiene antecedentes no solo
relacionados a la conversién de glicerol sino también a partir de otras fuentes de Carbono.

Relativamente pocos reportes se encuentran disponibles para el caso de la produccién de
1,2-propanodiol, hecho este que resulta Ilamativo si se considera que se trata de un
compuesto altamente demandado para la fabricacién de polimeros por la industria quimica
asi como por la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Adicionalmente, el hecho
de que el 1,2-propanodiol cuente con un centro estereogénico le abre muchas otras

posibilidades como sinténquiral en quimica fina.*****®

La bibliografia reciente sefiala en forma casi sistematica que la produccién microbiolédgica de
1,2-propanodiol esta descrita desde el afio 1954, momento en que sereporta esta capacidad
en la bacteria C. thermobutyricum en el marco de en un estudio de descomposicion de
celulosa por accion de bacteria termoéfilas en condiciones anaerobias. De igual manera se

246,259-262 -
Sin

describe 1968 como la fecha del primer reportede esta actividad en levaduras.
embargo, en la presente busqueda de antecedentes se han identificado publicaciones que
refieren a reportes previos que datan de 1920 y 1937 a partir de los cuales se evidenciaria

qgue incluso la observacion de produccién de 1,2-propanodiol ocurrid inicialmente en
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levaduras (como producto de reduccién de acetol, lactaldehido o metilglioxal) y luego en la

fermentacién bacteriana de ramnosa.?**¢’

La produccidn de 1,2-propanodiol en microorganismos puede verificarse o bien en forma
natural o recurriendo a microorganismos modificados genéticamente a tal fin, a
continuacién se detallan los antecedentes mas relevantes en cada area.

En bacterias se han identificado tres vias principales asociadas a la biosintesis en forma
naturalde 1,2-propanodiol, a saber:

Bajo esta denominacién se incluye el metabolismo de deoxy-hexosas o metil pentosas,

268,269 principalmente ha

261,262

como ramnosa y fucosa, via que estd presente en muchas bacterias.
sido ampliamente estudiada en E. coli,Salmonella typhimurium y K. pneumoniae.

En E. coli se ha descrito que en el metabolismo de la L-fucosa estan involucradas las
siguientes enzimas: la L-fucosa permeasa, la L-fucosa isomerasa, la L-fuculosa kinasa, la L-
fuculosa-1-fosfato aldolasa. Siendo esta ultima enzima la resposable del paso catalitico en el
gue se forma dihidroxiacetona fosfato y el L-lactaldehido. El lactaldehido en condiciones
aerobias se convierte en lactato y piruvato mediado por dos oxidaciones catalizadas
enzimaticamente. Por su parte en condiciones anaerobias el lactaldehido es reducido a L-
1,2-propanodiol por una oxido-reductasa regenerando NAD y permitiendo que la
fermentacion de fucosa avance. Andlogamente, L-ramnosa es utilizada recurriendo a un
cojunto similar de enzimas, rindiendo igualmente dihidroxiacetona fosfato y L-lactaldehido
como intermediarios. Es de resaltar, sin embargo, que los genes involucrados en la
utilizacion de la fucosa y la ramnosa se ubican en dos clusters separados en el cromosoma
de E. coli.”™®

Las enzimas involucradas han sido posteriormente identificadas como RhaD la aldolasa con
actividad sobre la ramnulosa-1-fosfato y FucA como la aldolasa con actividad sobre la
fuculosa-1-fosfato, siendo en ambos casos FucO la oxidorrectusa NAD dependiente
responsable del pasaje lactaldehido a 1,2-propanodiol.?”*

En relacion a estas enzimas se ha descrito adicionalmente que mientras fucO, el gen que
codifica para la oxidorreductasa puede ser inducido bajo condiciones aerobias y anaerobias,
solo se encuentra normalmente activo en anaerobiosis. Mutantes de E. coli que expresan en
forma constitutiva fucO han sido aisladas. Algunos mutantes que han sido aislados

presentan la capacidad de utilizar 1,2-propanodiol como fuente de Carbono.”’**’®
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Figura 1.26: Produccion de 1,2-propanodiol mediante metabolismo de metilpentosas.

En otro orden, respecto al sistema de transporte requerido para sobreponerse a la pobre

permeabilidad de la célula al propanodiol se ha postulado la salida a través de difusidn

facilitada.?’®%”°

S. typhimurium y K. pneumoniae son bacterias en las que su capacidad de crecer
aerdbicamente en L-fucosa o L-ramnosa como Unica fuente de carbono y energia esta

280-282

descrita. Si bien no esta identificada la via asociada a la fucosa en S.typhimurium, la

descripcién de la ruta para ramnosa ha sido publicada aportando evidencia en la direccién
283,284E ha

verificadoexperimentalmente la excrecion de 1,2-propanodiol creciendo anaerdbicamente a

descrita para E.coli. n cualquier caso, para ambas especies se
partir de fucosa o ramnosa en forma consistente con la reduccién de lactaldehido a

. . . 284
propanodiol tal como se encuentra descrito para otras bacterias.

Finalmente la sintesis de 1,2-propanodiol (conjuntamente con &acido acético, acido
propidnico, acido butirico y n-propanol) ha sido observada a partir de ramnosa en varios
microorganismos pertenecientes al género Clostridium sp.**’

El elevado costo de las metil pentosas, material de partida para recorrer la via metabdlica
hace imposible considerar esta alternativa con fines de sintesis del 1,2-propanodiol.?®?

La degradacion andxica del acido lactico por parte de diversos lactobacilos entre los que se
encuentra L. buchneri, L.parabuchneri, L. kefir y el L. hilgardiisin ha sido descrita.Entre ellos,
L. buchneri y L.parabuchnerilo logran sin requerir aceptor externo de electrones. En este
proceso la conversién de acido lactico permite la obtencién equimolecular de acido acético
y de 1,2-propanodiol y presencia de trazas de etanol. Sobre la base de la estequiometria de
la reaccién y los elevados niveles de una enzima 1,2-propanodiol oxidorreductasa-NAD
dependiente, se ha postulado una nueva via para la degradacién anaerdbica del acido
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lactico. Esta via no soporta el crecimiento celular y es dependiente del pH requiriéndose
condiciones acidas para inducir la degradaciéon y mantener la actividad(a pH superior a 5.8
no se observa degradacion alguna). Si bien la funcién exacta de la degradacidn anaerobia no
estd totalmente clara se ha postulado que podria jugar un rol importante en el

mantenimiento de la viabilidad celular.?>2%¢
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Figura 1.27: Produccion de 1,2-propanodiol mediante degradacion acética de acido
lactico.

Si bien se han identificado relativamente pocas publicaciones que refieran a esta via, se ha
descrito su identificacion en condiciones de ensilado de maiz inoculado con Lactobacillus
buchneri, observando la produccidn de 1,2-propanodiol conjuntamente con la inhibicién de
crecimiento de levaduras atribuida al aumento en la concentracidn de 4cido acético.
Paralelamente se ha descrito la posibilidad de una ulterior degradacion del 1,2-propanodiol

obtenido, dismutandose en estas condiciones a acido propiénico y 1-propanol. 27288

La tercera ruta de produccién natural de 1,2-propanodiol es la que mas vinculo presenta
con el presente trabajo.

La obtencidn del producto de interés a partir de glucosa ha sido inicialmente encontrada en
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum (microorganismo clasificado
anteriormente como Clostridium thermosaccharolyticum) y en Clostridium sphenoidesa

través de la via del metilglioxal.?®*
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Adicionalmente y mas cercana en el tiempo ha sido reportada la fermentacién anaerobia de
glicerol por parte de E. coli asi como la via involucrada en esta novedosa capacidad.?*°

En el caso de T. thermosaccharolyticumse ha reportado la obtencién enantioméricamente
pura de R-(-)-1,2-propanodiol a partir de una importante gama de carbohidratos que
incluyen D-glucosa, D-xilosa, D-manosa y celobiosa. Por su parte, con sacarosa se observa la
formacidn solamente de trazas de 1,2-propanodiol y en cultivos con maltosa no se observa
formacion de este producto. Finalmente, con D-fructosa, D-galactosa y lactosa no solo no se
verifica formacién de 1,2-propanodiol sino que tampoco se observa crecimiento del cultivo.

La glucosa es el sustrato que mejor desempefio muestra con este propdsito. Al ensayarse la
fermentacion en condicidn fed-batch (para dosificacidon de glucosa) se observa crecimiento
con apariencia diauxico. En esas condiciones se logra una acumulacion de 7,9 g/L del
producto (R)-1,2-propanodiol, simultdneamente con la obtencidn de lactato (producto
mayoritario en la reaccion), etanol y acetato. En estas condiciones la produccion del diol no
resulta asociada a la limitacion de fosfato, tal como se ha descrito en otros

microorganismos.246

Paralelamente se ha descrito brevemente la produccién en pequefas concentraciones de
1,2-propanodiol en fermentacidon de xilosa por parte de Thermoanaerobacter ethanolicus

(previamente conocido como Clostridium thermohydrosulfuricum).?>%?%°

El analisis de la co-fermentacion de azucares asi como de la fermentacidn de suero de leche
(permeado, hidrolizado y suplementado con extracto de levadura) se ha descrito también
para el microorganismo T. thermosaccharolitycum en la busqueda de fuentes de Carbono
mds econdémicas y de explorar aplicaciones ambientales para la producciéon del 1,2-

propanodiol.?*°

La produccion de (R)-1,2-propanodiol ha sido descrita en cultivos de Clostridium sphenoides
en glucosa en medios con limitacion de fosfato. Se ha observado en concentraciones
inferiores a 80 uM de fosfato la acumulaciéon deD(-)-1,2-propanediol y D(-)-lactato
adicionalmente a etanol, acetato, H, and CO,. Se ha propuesto que la produccidn de estos
compuestos transcurre a través de la viadenominada como “bypass del metilglioxa
mecanismo que permite la ruptura de fructosa-1,6-bifosfato en condiciones de escasez de
fosfato. Posteriormente la dihidroxiacetona fosfato es convertida a metilglioxal aportando
fosfato inorgénico requerido para la reaccién de la gliceraldehido deshidrogenasa. El paso
dihidroxiacetona fosfato a metilglioxal es catalizado por la metilglioxal sintasa (enzima que
tiene reportada elevada inhibicién en presencia de fosfato), posteriormente el metilglioxal
formado (que regularmente es metabolizado a D-(-)-lactato bajo el funcionamiento clasico
del bypass) por accidon de una metilglioxal reductasa y una 1,2-propanodiol deshidrogenasa
(enzimas sobre las que el nivel de fosfato no actia como restriccidn) es reducido a R-(-)-1,2-
propanodiol. La reduccidn de metilglioxal a 1,2-propanodiol puede transcurrir o bien a

III

través del hidroxialdehido como a través de la hidroxicetona como intermediario, estando
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descrita que, en el caso de C. sphenoides la obtencién de 1,2-propanodiol estd mediada por
el lactaldehido, al igual que ocurria en la obtencién a partir de las metil pentosas. En
ensayos similares con Clostridium glycolicum, C. nexile, C. cellobioparum, C. oroticum y C.

indolisno se ha observado la formacién de 1,2-propanodiol.?**%

Glucosa

’ K 2 ATP
2 ADP
Fructosa-1,6-
bisfosfato

Zl

Dihidroxiacetona Gliceraldehido

fosfafo . 3 3-fosfato
10 \_ pi .
i 4 CNAD )
Metilglioxal o NADH + H
NADH + H* 2 ADP
J NAD® 2 ATP
D-lactato 2 |actaldehido
13 CNADH o Piruvato
NAD* 5 i\, H, + CO,
1,2-propanodiol Actil CoA

-

. NADH + H* Pi
: hexo kinasa, PEP:glucosa fosfotransferasa y glucosa " CoA
6-fosfato isomerasa y fosfofructokinasa. NAD 8 ™CoA 6 0
: fructosa 1,6 bifosfato aldolasa. , .
- triosa fosfato isomerasa. AcetaldEhldO ACetll fOSfatO
: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, 3-fosfoglicerato .
kinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa y piruvato kinasa. NADH +H 2 ADP
: piruvato-ferredoxin oxidoreductasa e hidrogenasa. 9 7
: fosfotransacetilasa. NAD* 2 ATP
: acetato kinasa.
: acetaldehido deshidrogenasa. Etanol Acetato
: alcohol deshidrogenasa.
- metilglioxal sintasa.
11: glioxalasa.
12: metilglioxal reductasa.
13: 1,2-propanodiol deshidrogenasa.
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-
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Figura 1.28: Produccion de 1,2-propanodiol a partir de glucosa.

En el caso de E. colidurante casi un siglo se ha difundido que el hecho de no presentar este
microorganismo la capacidad de producir 1,3-propanodiol, -tal cual ocurre en otras
enterobacterias- determina su incapacidad de fermentar anaerdébicamente el glicerol
requiriendo el metabolismo de este producto la existencia de un aceptor de externo de

electrones.?’9%937297

De esta forma se ha planteado clasicamente que la respiracién de glicerol involucra un
transportador de glicerol, una glicerol kinasa y dos glicerol-3-P deshidrogenasas. En
condiciones aerobias se ha descrito el rol central de una glicerol-3-P deshidrogenasa
codificada por el gen glpD, mientras que en ausencia de oxigeno y en presencia de otro
aceptor de electrones como el fumarato una enzima codificada por el operén glpABC
convierte glicerol 3-fosfato en dihidroxiacetona fosfato.™*

48



La pérdida de la actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa en ausencia de aceptores de
electrones conduciria a la acumulacion de glicerol 3-fosfato a niveles que inhibirian el
crecimiento celular. Consecuentemente la incapacidad de metabolizar glicerol 3-fosfato en

estas condiciones ha sido sugerida como la razén por la cual E. coli no puede fermentar

glicerol.190
oK G3pDH  QH,
{glpD)
HOT T NoH__P9 _ Ho o o LLHO/\[(\O\ OH
OH / OH 0% SOH  G3PDH 0 0% “OH
. ATP . (g/pABC) p 2 ATP
Glicerol Glicerol 3-fosfato QH;  Dihidroxi acetona-fosfato NADH
Figura 1.29: Respiracion de glicerol en E. coli.

Sin embargo, recientemente ha sido postulada una nueva via fermentativa para el glicerol,

en la que, a diferencia de lo observado para otros

integrantes de

la familia

Enterobacteriaceae (en las que el producto de fermentacidn es el 1,3-propanodiol) se

obtiene como producto de fermentacién el 1,2-propanodiol.**°
HO/\/\OH
OH
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OMOH <_S glyD HO/\/\OH 7 - HO O\P/OH
3-Hidroxi propionaldehido OH 6K OH 07 “OH

MGS
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AKR(yeaE, yghZ, yaf B)
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lo} NAD(P)H NA(P)D*
Metilglioxal

NAD(P)H
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NA(P)D" NADH NAD*

H: Equivalentes de reduccién %O ™~ (fuc0) i‘
NADH/NADPH/FADH, OH 1,2-PDOR
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No se da en E. coli Dihidroxiacetona Dihidroxiacetona-fosfato Acido Pirtvico

\HAOH
(6]
Hidroxiacetona

NADH
glyDH
i(g/dﬁ\)
NAD*
OH

1,2-Propanodiol

Figura 1.30: Produccidn natural de 1,2-propanodiol en E. coli.

La via propuesta involucra, en su tramo central, dos enzimas para convertir el glicerol en

intermediarios de la glicdlisis (una glicerol

deshidrogenasa

tipo I

y

una

dihidroxiacetonakinasa), a partir de la dihidroxiacetona-fostato —en la via auxiliar- por

49



accién de la metilglioxal sintasa se obtiene metilglioxal el que posteriormente es reducido a
1,2-propanodiol, recurriendo a hidroxiacetona (acetol) como intermediario (se ha verificado
la no participacion de lactaldehido en la misma).

Esta via auxiliar juega un rol en la regeneracion de equivalentes de reduccién producidos en
otras etapas del metabolismo y en la sintesis de biomasa.”***En la siguiente tabla se
analiza el balance redox asociado a la conversidon de glicerol en biomasa y diferentes

productos de fermentacion.

Tabla 1.2: Balance redox: Conversién glicerol a biomasa y productos de fermentacién.?*°

Via Estequiometria (x ) AK (H)
Glicerol —> Biomasa CiHg05(14/3) —> 3CH;4045Ng, (4,3) 1,1 (0,55 H)
Glicerol —> Etanol + Formiato CsHg0;5(14/3) — > CHGO (6) + CH,0, (2) 0(0H)
Glicerol —> Succinato C3HgO03(14/3) + CO, —— C4Hg0, (14/4) 0(0H)
Glicerol —> 1,2/1,3-Propanodiol ~ CsHg05(14/3) __~ C;Hg0, (16/3) -2 (-1H)

Estequiometria calculada solo para balance en Carbono entre reactivos y productos.

El grado de reduccidn por Carbono y estimado segun descripto por Nielsen y colaboradores.

El grado de reduccion (4K) estimado segun: ¥ eqct VCX - Yproq VCX donde v,c son coeficiente
estequiométrico y el nimero de dtomos de Carbono para cada compuesto respectivamente.

H, unidades redox netas son expresadas por mol de glicerol (H=NAD(P)H=FADH,=H,).

X ATP OH
Biomasa HO OH
E \)\/ /\OH
y NADH Glicerol Etanol
GldA CO,+H,
(M (0] 2NADH FHL
o NADH 5 )]\ AdhE o
CoA (adhE) IyeB-1)
HO\)\ HO\)JVOH Acetil-CoA

PFL (0] OH
Lo diol o (pfIB) X
,2-Propanodio Dihidroxiacetona (0] Formi
ormiato
DHAK
GIdA OH
(gldA) (dhakLM) )J\ﬂ/

NADH 0
Piruvato
0o NAD(P)H o] OH 0]
Glicdlisis -
o M« o Mo 2ron — Ho.J_0
f f OH
o] NADH o)
Hidroxiacetona Dihidroxiacetona fosfato ATP

Fosfoenolpiruvato
Figura 1.31: Fermentacion de glicerol en E. coli vias centrales y vias auxiliares.

Este balance abona desde el punto de visto tedrico la posibilidad de que un microorganismo
pueda fermentar glicerol en forma independiente a la producciéon de 1,3-propanodiol, en la
medida en que tenga activa una via alternativa que pueda actuar como sumidero de
electrones (tal el caso de la produccién de 1,2-propanodiol).”**Consecuentemente se ha
propuesto para la fermentacidn anaerobia de glicerol en E. coli la existencia de una via

50



central (aquellas que producen intermediarios de la glicdlisis) y vias auxiliares (aquellas que
posibilitan la fermentacién de glicerol facilitando el balance redox, la sintesis de ATP,
sintesis de CO,, generacidn de fuerza motriz, etc.) presentes tanto en el citoplasma como a
nivel de membrana.

H,O
H*+HCO; <> H,CO; <> H,+CO, HCOOH
A
H* H* H*+HCOO™ H, 2H* .
Periplasma A N H
Citoplasma

H £+CUO Formiato Fumarato +2H* | gyccinato

AcCoA
ADP  EH* ATP i\

! H,CO; Piruvato/PEP

9 0

H*+HCO; Glicerol Q-Pool de Quinonas

Figura 1.32: Sistemas auxiliares utilizados en la fermentacion anaerobia de glicerol con
formacion de 1,2-propanodiol en E. coli.
La produccion de 1,2-propanodiol regenerando equivalentes de reduccién y la sintesis de
etanol proveyendo ATP son vias que responden a esta descripcién.

Adicionalmente a lo descrito la existencia de una via auxiliar incluye la conversidn de acido
féormico a CO, e H, mediada por una formiato hidrégeno liasa (FHL) y el sistema FqoF;-
ATPasa que aporta fuerza protdn-motriz (PMF) indispensable para la generacidn de energia,
transporte de metabolitos, etc. y que resulta dependiente de condiciones ambientales

. e , . . 190,191,230
(composicidn de la atmdsfera anaerobia, pH del medio entre otros).”” "~

Se ha reportado la producciéon de 1,2-propanodiol en fermentaciones realizadas con
Saccharomyces cerevisiae, aunque en bajasconcentraciones.

En estos estudios no se pudo identificar la ruta metabdlica responsable de la produccién de
este compuesto por tratarse de cultivos en medios complejos, no habiéndose podido
concluir si se trataba de la fermentacién de un azucar o la biotransformacién de un
intermediario.

En cualquier caso, estas observaciones sugieren que S. cerevisiae cuentacon la dotacion
enzimatica necesaria para procesar parte de una via metabdlica que conduzca a este
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producto (a modo de ejemplo, se encuentra descrito el aislamiento de enzimas reductoras

de metilglioxal en levaduras). 26%29%:2%

En base a lo anterior, S. cerevisiae se presenta como potencial plataforma para futuras
modificaciones genéticas con este propdsito.

Los esfuerzos en el drea de ingenieria genética se han centrado en la produccién de 1,2-
propanodiol a partir de azlcares comunes que pueden ser obtenidos de diversos cultivares,
y en mucho menor medida en la biotransformacidon de glicerol. Es asi que,varios de los
antecedentes consultados se han dirigido a combinar en un Unico microorganismo la
capacidad de producir glicerol a partir de azucares, con la posibilidad de metabolizar el
glicerol al producto de interés.?*®

El desarrollo de cepas de E. coli expresando genes que codifican para una glicerol
deshidrogenasa NADH dependiente (g/ldA de E. coli o dhaD de K. pneumonia) en
combinacion con la sobreexpresidon del gen que codifica para la metilglioxal sintasa (mgs) ha
permitido la produccidon anaerobia de (R)-1,2-propanodiol enantioméricamente puro a
partir de glucosa. La expresién de cada uno de los genes por separado resulta en la
produccién de aproximadamente 0.25 g/L de producto objetivo. Por su parte la expresion
conjunta de ambos genes eleva dicha produccion a 0.7 g/L. La via metabdlica implantada
involucra la produccion de metilglioxal por accidn de la metilglioxal sintasa, su reduccidn a
(R)-lactaldehido -por accidon de la glicerol deshidrogenasa- y su posterior reduccion a (R)-1,2-

propanodiol por accién de reductasas nativas de E.coli.>®

La mejora de E. coli con este propdsito ha sido evaluada, eliminando inicialmente la
produccién del co-producto lactato (a partir de mutaciones en genes que codifican para dos
enzimas involucradas en la produccién de lactato, a saber lactato deshidrogenasa vy
glioxalasa 1). Como resultado llamativo se observa que, la introduccién de estas mutaciones
conduce (en algunos mutantes) directamente a la sintesis de pequefias concentraciones de
1,2-propanodiol sin necesidad de otra modificacién genética en esa direccion, hecho que
puede estar vinculado a la capacidad recientemente reportada para E. coli de producir 1,2-
propanodiol como producto de fermentacién. Complementariamente se ha dotado al
microorganismo de una via metabdlica que orienta la dihidroxiacetona fosfato a 1,2-
propanodiol por accién secuencial de la metilglioxal sintasa (mgs), la glicerol deshidrogenasa
(g/ldA) y o bien la alcohol deshidrogenasa de levadura (adhl) 6 la 1,2-propanodiol
oxidorreductasa (fucO) de E. coli. Las modificaciones anteriores combinadas con ajustes
practicos en el bioproceso (fermentacion en condiciones de fed-batch) han permitido
alcanzar una concentracidn final de producto de 4,5 g/L y un rendimiento de 0,19 g de 1,2-
propanodiol por g de glucosa consumido.>®*
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Una aproximacidn diferente enmarcada en la ingenieria metabdlica ha sido descrita mas
recientementecon la finalidad de lograr maximizar la produccién de 1,2-propanodiol. En la
misma la manipulacidon de cofactores constituye el parametro central a efectos de obtener
la sintesis del producto de interés. En esta herramienta de ingenieria metabdlica diferentes
azucares similares a la glucosa (pero con diferente estado de oxidacidon) que pueden
recorrer la glicélisis y rendir piruvato son utilizados como sustratos. De esta manera seria
posible obtener diferentes relaciones de NADH/NAD" o disponibilidad de NADH en el flujo
metabdlico anaerobio de E. coli y consecuentemente evaluar su impacto en la produccién
de 1,2-propanodiol. La produccion del diol se logra sobreexpresando en una cepa de E. coli
deficiente en su actividad lactato deshidrogenasa (/dh), la metilglioxal sintasa de Clostridium
acetobutylicum y la glicerol deshidrogenasa de E. coli. Si bien el estado de oxidacion del
sustrato incide en el perfil de los metabolitos etanol, acetato y lactato, no se ha identificado
-contrariamente a lo esperado- cambio sustancial en el nivel de producciéon de 1,2-
propanodiol. Lo anterior, conjuntamente con el hecho de que el nivel de produccidn del diol
se incrementa al utilizar la cepa deficiente en Idhestaria en linea con el hecho de que a los
efectos del propdsito buscado resulta mas importante la funcionalidad de las vias de

detoxificacion del metilglioxal que la limitacion de NADH.>%

En otra aproximacidn, recurriendo a ingenieria metabdlica en E. coli, una via diferente ha
sido construida para la produccidn de 1,2-propanodiol a partir de glicerol. Para ello se han
sobreexpresado genes involucrados en la sintesis de un intermediario clave la
dihidroxiacetona fosfato, la sintesis de metilglioxal (mgsA), la glicerol deshidrogenasa (g/dA)
y la aldehido oxidorreductasa (yghD). Adicionalmente, se ha manipulado la utilizacién del
glicerol reemplazando la dihidroxiacetona kinasa, dependiente de Fosfoenolpiruvato nativa
de E.coli por una enzima de igual funcionalidad ATP dependiente originaria de C. freundii,
logrando con ello un aumento en la disponibilidad de dihidroxiacetona fosfato, lo que
impacta en mayores rendimientos en la produccién de 1,2-propanodiol. Se ha descrito que
la produccién de etanol resulta en un co-producto requerido mientras que la interrupcién
de las vias para la producciéon de acetato y lactato ha conducido a aumentos en la
concentracion y en el rendimiento. La combinacion de estos factores permite alcanzar una
concentracién de 5.6 g/L de 1,2-propanodiol con un rendimiento de 21.3 % (g/g). La
utilizacidn de esta cepa no se ha restringido al uso de glicerol PPA sino que ha sido ensayada
con glicerol crudo obtenido como subproducto en la industria de biodiésel, describiéndose
cualitativamente que los resultados no difieren sustancialmente de los verificados con
glicerol puro.>®

No se encuentra disponible informacién referente a la estereoquimica del producto
obtenido.
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La produccion de 1,2-propanodiol a partir de glicerol ha sido reportada por parte de cepas
modificadas genéticamente de S. cerevisiae. Para ello se han expresado dos genes de E. coli
(mgs y gldA), los mismos que han sido utilizados en los trabajos mencionados previamente,
han sido integrados en forma independientes a los cromosomas.

Glicerol
extracelular
intracelular GUP1 ATP  ADP
Glicerol ¥-Z> G3P
dh GUT1
H H*
ATP  ADP GUT2
G3P:  glicerol 3 fosfato DAK1/DAK2
DHA: dihidroxiacetona mgs
DHAP: dihidroxiacetona fosfato
MG: metilglioxal gldA
1,2-PDO: 1,2-propanodiol MG » 1,2-PDO
EtOH: etanol /
GUT1: glicerol kinasa (gen) INADH INAD?*

GUT2: glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (gen)
DAK1/2: dihidroxiacetona kinasa (genes)

gdh: glicerol deshidrogenasa (gen de Pichia angusta)
mgs:  metilglioxal sintasa (gen de E. coli)

Figura 1.33: Produccion de 1,2-propanodiol en S. cerevisiae modificada genéticamente.

Se han desarrollado combinaciones de estas cepas encontrandose que en general la
actividad enzimatica correlaciona con el nimero de copias, no asi la concentracion de 1,2-
propanodiol. La cepa conteniendo tres copias de mgs y de gldA ha sido identificada como la
gue mayor concentracién de 1,2-propanodiol produce. La concentracion del diol
correlaciona con la actividad especifica (calculada por copia de gen insertada) de la
metilglioxal sintasa, sin embargo una actividad especifica alta de glicerol deshidrogenasa ha

sido descrita como inhibitoria.La concentracidn maxima obtenida con estas cepas asciende a
0.24 g/L.3*

En linea con lo anterior, trabajos posteriores recurriendo a ingenieria metabdlica han
combinado la expresidén en S. cerevisiaede la metilglioxalsintasay la glicerol deshidrogenasa
de E. coli (gldA y mgs) con la glicerol deshidrogenasa de Pichia angusta (gdh).

La produccién de 1,2-propanediol ha alcanzado en este microorganismo a los 2.19 g/L.>%

En otra aproximacién S. cerevisiaeha sido modificada con este propdsito introduciendo una
delecién en el gen tpil que codifica para la triosa fosfato isomerasa, incrementando el flujo
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hacia la dihidroxiacetona fosfato en la glicélisis, lo que conduce a un incremento de glicerol.
Esta modificacion complementada a la previamente descrita que involucra los genes mgs y

gldA ha conducido a una produccién de 1,11 g/L de 1,2-propanodiol.3®

Glucosa

l

Fructosa-1,6 biP

Glicerol«=———»DHAP><——  JGAP

tpi1 A
mgsl Pl

Metilglioxal
gldAl

Acetol Piruvato — Etanol
gIdAl

(R)-1,2-Propanodiol Desasimilacion respiratoria

Figura 1.34: Modificaciones genéticas en S. cerevisiae con el propésito de obtenerl,2-
propanodiol.

Se ha descrito que Corynebacterium glutamicum produce en forma natural 1,2-propanodiol
(aproximadamente 0,007 g/L) de después de 132 hs de incubacién en condiciones
aerdbicas. En el genoma de C. glutamicum no se ha identificado gen que codifique para la
metilglioxal sintasa, simultdneamente multiples genes asociados a actividad aldo-ceto
reductasa se encuentran presentes. En base a lo anterior se ha desarrollado la expresién del
gen mgs de E. coli en C. glutamicum obteniéndose como resultado un incremento de 100
veces en la produccién de 1,2-propanodiol, hecho que adicionalmente ha conducido a
pensar que la cepa silvestre cuenta con el resto de la actividad enzimatica necesaria para
esta sintesis. Paralelamente se ha sobreexpresado en forma simultanea la mgs de E. coliy el
gen cgR 2242 de C. glutamicum (con actividad aldo-ceto reductasa) ha permitido alcanzar

| 307

una produccién de 1,8 g/L de 1,2-propanodio

Mas recientemente la produccién de 1,2-propanodiol por parte de C. glutamicum se ha
desarrollado expresando heterélogamente los genes gldA, mgsA y yghD de E. coli y
logrando la delecién de los genes hdpA y Idh que codifican actividades dihidroxiacetona
fosfato fosfatasa y lactato deshidrogenasa, respectivamente con la finalidad de prevenir la
formacién de co-productos. El mencionado trabajo se ha desarrollado en un contexto en el
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gue se ha buscado la obtencién de 1-propanol como biocombustible. En este marco, se ha

obtenido una concentracién de 4,5 g/L para 1,2-propanodiol.>®

Una de las modificaciones genéticas mads interesantes con este propdsito se ha desarrollado
sobre el cyanobacteria Synechococcus elongatus, microorganismo que ha sido modificado
genéticamente a efectos de lograr la produccién de 1,2-propanodiol a partir de CO,.En
estamodificacion la introduccion de genes codificando la metilglioxal sintasa (mgs)y la
glicerol deshidrogenasa (g/dA) y una aldehido reductasa (yghD) ha resultado en la
produccién de aproximadamente 22 mg/L de 1,2-propanodiol y un nivel comparable de
acetol (fundamentalmente producido en la fase estacionaria). Recurriendo a una NADPH -
alcohol secundario deshidrogenasa especifica se ha logrado maximizar la produccion de 1,2-
propanodiol y reducir la produccion de acetol a partir de CO,, alcanzandose una

concentracién de 150 mg/L.>”

Muchos microorganismos han sido reportados como productores de 1,2-propanodiol por
alguna de las vias descritas, en la Tabla XX sin constituir una lista exahustivase reldnen los
desempeiios mas referidos en la bibliografia.

1.6.2.4 Enzimas con potencial aplicacion en la sintesis de 1,2-propanodiol a
partir de glicerol

Se han reportado enzimas que reducen metilglioxal en diferentes organismos incluyendo
Escherichia coliy Saccharomyces cerevisiae. Estas enzimas han sido caracterizadas por su
participacion en la detoxificacion de metilglioxal. A continuacion se describen los

antecedentes de aquellas enzimas a las que se recurrié para el presente trabajo.>*3%

Esta enzima ha sido descrita como 3-metilbutanal reductasa y como metilglioxal reductasa
NADPH-dependiente inducida por estrés ya sea osmatico, idnico, oxidativo, por choque
térmico y asociado a metales pesados. Hecho éste que le ha valido su denominacién al gen

.. .. . s 16,31
en S. cerevisiae y en forma transitiva a la enzima (Genes de Respuesta a Estrés).>**3Y

Gre2p tiene descrita su regulacion por la via HOG- High osmolarity glicerol (por sus siglas en
inglés) restaurando la resistencia al glicolaldehido mediante el acople de la reduccién del
glicolaldehido a etilenglicol y la oxidacién simultdnea del NADPH al NADP®. Se ha reportado
gue la abundancia de proteinas aumenta en respuesta al estrés de replicacion del ADN. Esta
metilglioxal reductasa (NADPH-dependiente) también tiene descrita actividad como D-
lactaldehido deshidrogenasa.?'®
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Esta enzima ha sido inicialmente caracterizada y clonada como [-ceto éster reductasa,
319-321

posteriormente se demostrd también su capacidad de reducir a-ceto ésteres.
Trabajos posteriores han identificado esta enzima como metilglioxal reductasa inducida por
estrés osmotico, que participa en la detoxificacion de metilglioxal en una via paralela a la de

la glioxilasa.3133

Esta metilglioxal reductasa ha sido previamente caracterizada, pero sin establecerse que

gen codificaba para esta actividad enzimatica.>***?

En dichos antecedentes se describia que
cepas de S. cerevisiae que sobreexpresan esa enzima incrementan la tolerancia aelevadas
concentraciones de metilglioxal (2,5 mM). Simultdneamente se ha reportado que la
sobreexpresién de esta enzima correlaciona con una represion de la via de la glioxilasa, lo
gue resultaria consistente con que el metilglioxal es metabolizado principalmente por la

metilglioxal reductasa.®”?

En otro orden, se ha descrito que la expresién de esta enzima en E. coli se encuentra

asociada a una mayor tolerancia al metilglioxal.>*?

El papel que la sobreexpresién de Gre2p juega en la tolerancia a glicoaldehidos (inhibidor
en procesos de fermentacién asociados a la produccidon de etanol a partir de materiales
lignoceluldsicos) por parte de S. cerevisiae ha sido establecido.®**

Isovaleraldehido — — Alcohol Isoamilico
HC I Ser127
\\ _Ser127 _Ser127 o] H HO--..___ __-Ser
_.--HO _-.--HO HO
o H o--- o H -
Ho, 7 H,N I X
/
H,N ) H\ L a| HN ] . P
N
N o N o o
o
o o} R
Tyr165 Tyr165 Tyrl65
R R ",
5 0.,
i o, s o RS Lis 169
R RN is
OH- T OH‘.‘____‘\ ) NH NN
TTTNHTTONAN 169 TTEUNHSTTONN - Lis 169 NADP
NADPH 1s NADP*

Figura 1.35: Mecanismo de reaccion propuesto para Gre2p.

El mecanismo de las reacciones en que participa esta enzima ha sido recientemente
postulado a partir de la resolucién de la estructura mediante difraccién de rayos X. Dicho
mecanismo consta de 3 etapas, en la primera los grupos hidroxilos de los aminoacidos
Ser127 y Tyrl65 forman enlaces de Hidrégeno con el Oxigeno del grupo carbonilo del
isovaleraldehido (usado como modelo para el analisis) estabilizando su posicion. A
continuacién, el grupo hidroxilo del aminoacido Tyr165 se desprotona y dona un Hidrégeno
al grupo carbonilo. Concomitantemente, NADPH cede un Hidruro desde la cara B del anillo
de nicotinamida al grupo carbonilo. De esta forma el carbonilo es reducido a un grupo
alcohol a la vez que el NADP" es obtenido. Una vez concluida la reduccién del grupo
carbonilo se produce la rotura del enlace de Hidrégeno existente entre la cadena lateral de
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Tyr165 y el alcohol isoamilico. El cambio en el estado redox de NADP* es acompafiado por
cambios en la conformacion de este compuesto lo que genera la apertura de la hendidura
para la liberacién del producto.??

En términos comparativos, un volumen notoriamente menor de informacién existe
respecto a la enzima codificada por el gen YPR1(Yeast Putative Reductase 1, por su sigla en
inglés) de S. cerevisiae.

Esta enzima, ha sido inicialmente asignada como glicerol deshidrogenasa (a partir de la
similitud que presentaba con la glicerol deshidrogenasa de Aspergillus nidulans). No
obstante lo anterior, la evaluacién de actividad in vitro no respaldé dicha asignacion.3?

Yprlp ha sido, posteriormente caracterizada como aldo-ceto reductasa dependiente de
NADPH.3'73?” presenta actividad sobre multiples sustratos y su expresién es inducida por
estrés osmoético y oxidativo.Se ha observado que la abundancia de esta proteina se
incrementa como respuesta al estrés ocasionado por la replicacién de ADN.3%

Esta enzima se ha descrito como funcionalmente redundante con otras aldo-ceto
reductasas. YPRIpresenta a GCY1 identificado comogenparalogo, proveniente de la
duplicacién del genoma en S. cerevisige.>*®

Yprlp ha sido inicialmente identificada y clonada como p-ceto éster reductasa,
319-321

demostrdndose posteriormente su capacidad de reducir a-ceto ésteres.
Se ha demostrado que esta aldo-ceto reductasa actua sobre aldehidos como hexanal, 2-
metil-butiraldehido, D,L gliceraldehido asi como xilosa y arabinosa.??®** Dos isozimas de
esta enzima, Gre3p y Geylp, han sido clonadas en E. coli y caracterizadas como [-ceto éster
reductasas. Entre ellas resulta interesante Gre3p debido a que se ha vinculado con el
metabolismo de metilglioxal en la respuesta a estrés.>**>*°

Recientemente el papel que Yprlp puede jugar en el metabolismo de glicerol en S.

.. . . . . . s 331
cerevisiae ha sido analizado, sin arribarse a una conclusién al respecto.

No ha sido posible obtener informacién para esta enzima de la estructura cristalina y del
mecanismo de reaccién modelado. La informacién mads reciente obtenida de consulta a los
sitios web “Protein Data Bank” y “AKR Superfamily” permite establecer que en este

momento se encuentra en proceso la resolucién estructural de la isozima Geylp.33%3*

La metilglioxal sintasa cataliza la conversion de dihroxiacetona fosfato (DHAP) a metilglioxal
y ortofosfato,constituyendo el primer paso del denominado bypass del metilglioxal en la via
de Embden-Myerhoff.33%3%
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El fosfato genera inhibicidn alostérica de la enzima, sugiriendo que el bypass de metilglioxal
puede estar activo en condiciones de limitacién de fosfato.>*®

Se ha sugerido como rol de esta enzima en E. coli y otros microorganismos el actuar como
facilitador entre condiciones de restriccién y de abundancia de nutrientes.>’

El metilglioxal presenta elevada citotoxicidad a concentraciones muy pequefias (del orden
de 1 mM) estando demostrado que interfiere en el proceso de sintesis de acidos nucleicos,
siendo ademas reportado como agente mutagénico.gas_342

La metilglioxal sintasa es altamente especifica para la dihidroxiacetona fosfato no

presentando actividad incluso frente a sustratos con mayor reactividad y similitud funcional

(tal el caso del D-gliceraldehido 3-fosfato).>*

o) 2 N O(H)(, O(H) o
HO OPOz~ 2
yjk/ 3 . HO > OPO; . Ow = O§/|K
HS /HR HR + PO 3-
_) :
B Enol
DHAP Enediol(ato) intermediario Metilglioxal

Figura 1.36: Mecanismo de reaccion propuesto para la metilglioxal sintasa actuando sobre
dihidroxiacetona fosfato.

En la Figura 1.36 se representa el mecanismo de accidn propuesto para esta enzima
actuando sobre la dihidroxiacetona fosfato para la sintesis de metilglioxal. En un primer
paso, el protén pro-S en C3 de la hidroxiacetona es captado por una base dando paso a la
obtencidn del intermediario enediolato — enzima. Una segunda base remueve el protén
perteneciente al hidroxilo en C3 permitiendo la generacion del enolato del metilglioxal y
fosfato inorgdnico. Finalmente se produce la protonaciéon del grupo metileno del enolato de
metilglioxal en un paso no estereoespecifico, siendo altamente probable que no involucre al
catalizador y esta etapa se produzca espontaneamente en solucion.**3*

En base a lo anterior resulta mas preciso plantear que la metilglioxal sintasa por tanto toma
como sustrato a la dihidroxiacetona fosfato, y devuelve como producto el enol
piruvaldehido, el que tautomeriza en solucién a metilglioxal.3**3%

La metilglioxal sintasa ha sido sobreexpresada en E. coli, purificada y caracterizada
estructuralmente. El peso molecular del mondmero se ha calculado en 17 kDa. Por su parte,

la obtencién de un peso molecular aparente de 76 kDa, ha llevado a proponer que se trate

337.3%6psteriormente la resolucién estructural de esta enzima ha

344,347,348

de un homotetramero.
permitido clarificar que se trata de un homohexamero.
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1.6.2.5 Sintesis de derivados de 1,2-propanodiol

El listado de potenciales productos obtenibles a partir del (R)-1,2-propanodiol y del (S5)-1,2-
propanodiol es sumamente vasto e inabarcable en totalidad para el presente trabajo. Por
ese motivo se ha centrado la propuesta de sintesis en tres compuestos, (R)-
propilencarbonato, y (R)-2-metoximetoxi-1-propanol y del (S)-1-metoxi-2-propanol.

El propilencarbonato pertenece a la familia de los alquil carbonatos, caracterizados por
contar con un anillo de cinco miembros y el grupo carbonato. De este conjunto de
productos el propilencarbonato (junto con el etilencarbonato) se comercializa desde
mediados del siglo XX, estando descritas variadas rutas sintéticas a tal fin.**3%°

En particular el propilencarbonato presenta utilidad y aplicacion en la sintesis de materiales
poliméricos, como solvente polar aprético, como electrolito en baterias de ién Litio, como
excipiente en aplicaciones médicas de uso tépico y solvente en la fabricacién de cosméticos.
Adicionalmente, cuando se trata de producto enantioméricamente puro se utiliza como
sintén en la sintesis de farmacos y en quimica fina.>*%3!

En particular presenta interés como antecedente la utilizacion de este producto en la
sintesis de (R)-9-[2-(fosfonometoxi)propil)adenina] oPMPA, producto con accidén antiviral
descrita contra el HIV y otros retrovirus.>>%3>

Existen diversas técnicas descritas para la sintesis del PMPA, entre las que dos de ellas

aparecen como las extendidas en cuanto a su aplicacion, ambas partiendo de D-(+)-isobutil

lactato .>>**>
NH,
O//< adenina )i S
)\/O NaoH s
DMF
1) TsOCH,P(O)(OEt),
LiOt-Bu
2) HOAc

3) CH,Cla/H,0

NH, NH,

/5: 1) TMSBr )j:

N _2) NaOH/H,0_ N

s ) 0 = s ) o
P(OEt)2 g P(OH),

Figura 1.37: Sintesis de PMPA a partir de (R)-propilencarbonato.
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En la busqueda de alcanzar produccién en escala de kilogramos de esta prodrogra se ha
ensayado una serie de variantes, entre ellas una que recurre a (R)-propilencarbonato segln

se presenta en la Figura 1.37.%4

La introduccion de (R)-propilencarbonato como sustrato permite reemplazar 7 pasos de
reacciéon en una de las sintesis habituales, mientras que en la segunda 3 pasos de reaccién
son economizados.>**

El producto (R)-(+)-2-(metoximetoxi)-1-propanol, también conocido como “(R)-1,2-
propanodiol MOM protegido” es un reactivo para sintesiscomercialmente disponible, con
aproximadamente 15 proveedores registrados con cobertura global.>*®

La sintesis de este producto es posible realizando inicialmente la proteccion del grupo
hidroxilo en la posicidon C; con t-Butil dimetil silano, la reaccidn del grupo hidroxilo en C, con
clorometil-metil éter y posterior desproteccion del alcohol primario. 373

La utilizacion de este sintdn quiral estd descritaen la sintesis de una variada gama de

productos entre los que se pueden mencionar:

i) Synparvoélidos:a,B-insaturados 8-lactonas conteniendo cadena polioxigenada con
actividad antimicrobiana, antifungica, o citotdxica contra células tumorales

humanas.>>93¢°

ii) Sintesis de receptores cannabinoides, (componentes del sistema endo-
cannabinoide, involucrado en regulacion fisioldgica del apetito, la digestion, el
metabolismo y el balance energético, la termogénesis, la movilidad, el ciclo del
suefio, la sensacion del dolor, el humor y las emociones, la memoria, el
aprendizaje y las adicciones). Este sistema ha sido identificado como objetivo

para la accién de multiples drogas y terapias.%l'362

iii) Sintesis enantioselectiva y diaesteroselectiva del fragmento Cy7-Cy; de la
Briostatina, componente biocativo de la familia de lactonas macrociclicas
derivadas de estructuras de poliacetato, con aplicacidon descrita en tratamientos

T I . . 363,364
de leucemia linfatica aguda y cancer de ovario.™
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Figura 1.38: Retrosintesis de briostatina (fragmento C17-C27).

El producto (S)-(+)-1-metoxi-2-propanol, también conocido como “(S)-(+)-Propilenglicol 1-

metiléter” es un reactivo para sintesiscomercialmente disponible.>®®

La utilizacion de este sintdn quiral estd descritaen la sintesis de una variada gama de

productos entre los que se pueden mencionar:

i)

Sintesis de metolaclor, un integrante de la familia de las cloroacetamidas
(herbicida usado sobre un amplio rango de malezas). Esta molécula contiene un
estereocentro y un eje quiral debido a la rotaciéon impedida alrededor del enlace
fenilo-N generando (atropisomerismo) generando asi cuatro estereoisémeros.

La actividad de metolaclor ha sido asignada al enantidmero 1°S (atropisémeros
aR, 1'S y aS, 1'S). La mezcla comercial contiene normalmente 80 % del

enantidmero 1°S denominandose corrientemente S-metolaclor (S-Moc).3>3¢¢

Sintesis de N-tiazol 2-il-benzamidas fusionadas a cicloalquilo, productos
desarrollados para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 que presentan
actividad como activador de glucokinasa, que no presenten riesgos de efectos

secundarios de hipoglicemia y dislipemia.*®’
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Figura 1.40: Sintesis de N-tiazol 2-il- benzamidas fusionadas a cicloalquilo.

1.7 Alcance del presente trabajo

En el contexto que se ha descrito se decide abordar la temdatica de la valorizacion de la
glicerina obtenida como subproducto de la industria de biodiésel pretendiendo aportar a la
sustentabilidad econdmica y ambiental de la produccién de este biocombustible.

La propuesta busca contribuir generando soluciones que permitan el aporte de
valorsignificativo al residuo a procesar, recurriendo a Ingenieria Metabdlica en E. coli para la
obtencidn de 1,2-propanodiol enantioméricamente, punto de partida para la obtencion de
sintones quirales con aplicaciéon en quimica fina.
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2.1 Objetivo general

El presente trabajo tiene como objetivo principal el disefio y construccién de nuevos
biocatalizadores aplicables a la biotransformaciéon de glicerol (1,2,3-propanotriol) (1) -
obtenido como subproducto en la produccion de biodiésel- a 1,2-propanodiol (2).

En la construccion de estos biocatalizadores se recurre a la aplicacion de ingenieria
metabdlica en Escherichia coli, proponiendo la construcciéon de una ruta metabdlica “de
novo”que involucra dos pasos biocataliticos en cascada, que permiten en primera instancia
la reduccién de metilglioxal (2-oxopropanal) (3) a lactaldehido (2-hidroxipropanal) (4),
intermediario que es nuevamente reducido para obtener el producto objetivo 1,2-
propanodiol (2).

Adicionalmente se plantea la sintesis quimica de productos de mayor valor agregado
utilizando el 1,2-propanodiol (2) obtenido enzimaticamente.

2.2 Objetivos especificos
Para la concreciéon del objetivo general se propone:

i) Obtener biocatalizadores recombinantes a partir de E. colide utilidad en la
biotransformacidn de glicerol (1) a 1,2-propanodiol (2).

ii) Evaluar el desempefio de los biocatalizadores construidos en la biotransformacion de
glicerol (1) y posibles intermediarios de la via metabdlica propuesta.

iii) Caracterizar la estereoquimica del 1,2-propanodiol (2) obtenido.

iv) Evaluar las condiciones que permiten maximizar la obtencién 1,2-propanodiol (2)
enantioméricamente puro.

v) Estudiar la biotransformacién de glicerina obtenida como subproducto en el proceso
productivo industrial de biodiésel.

vi) Sintetizar derivados del 1,2-propanodiol(2)que presentan interés en quimica fina.

2.3 Estrategia - Biotransformaciones

El objetivo general propone la construccién de una via metabdlica “de novo”en E. coli
involucrando dos reductasas de Saccharomyces cereviseae(Gre2p e Yprlp). Con ese fin se
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construiran vectores de expresion basados en pACYCDuet-1 y en pETDuet-1 que permitan la
expresion tanto en forma independiente como simultdnea de ambas reductasas.

Con los vectores sintetizados in vitrose transformaran dos cepas diferentes de E. coli para su
expresion dando lugar a dos estrategias diferentes.

En lo que se ha de identificar a futuro como Estrategia 1 se recurre a las cepas: E. coli
BL21(DE3) (y como variante de esta cepa a E. coli BL21(DE3)AyghE). Por otra parte, bajo la
denominacion de Estrategia 2 se refiere a los biocatalizadores que tienen como base a la
cepa E. coliFMJ39.

A continuacidn se describen los fundamentos que conducen a esta seleccidn y justifican los
diseinos desarrollados.

2.3.1 Via metabdlica propuesta

La via metabdlica propuesta con la que se propone sintetizar el 1,2-propanodiol (2) se
detalla en la Figura 2.1. En ella se expresan en forma heterdloga, en cascada, los genes
GRE2 e YPR1de S. cereviseae en E. coli.

HQ OH Q /O Gre2p HO /O Yprip HO OH
OH\)\/ —, = _— )~

Glicerol Metilglioxal Lactaldehido 1,2-Propanodiol

1 3 4 2

Figura 2.1: Via metabdlica “de novo” propuesta.

Como consecuencia de la presente via metabdlica el metilglioxal(3) (producto obtenido en
forma natural por E. colia partir del glicerol (1)) se somete a dos reacciones biocataliticas de
reduccidn, obteniéndose en el primer paso —por accién de la enzima Gre2p- lactaldehido (4),
producto intermediario que, seguidamente se somete a una nueva etapa de reduccién
(mediada en esta ocasién por Yprlp) obteniéndose el producto de interés 1,2-
propanodiol (2).

Como criterio general de disefio se establece que la expresién de ambas enzimas se
desarrolle en un Unico plasmido, recurriéndose para ello a los vectores de expresiéon
pETDuet-1 y pACYCDuet-1 (ambos dependientes del promotor T7). Adicionalmente,
considerando el hecho de que estos vectores presentan compatibilidad, seria posible
eventualmente evaluar el desempefio de un biocatalizador en el que las reductasas se
expresen en forma simultanea pero a partir de diferentes vectores.
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2.3.2 Estrategial

La Estrategia 1 consiste en la construccion de biocatalizadores basados en E. coli BL21(DE3).
Adicionalmente, con la finalidad de evitar posibles interferencias de la principal reductasa
descrita para E. coli con Gre2p e Yprlp se realizara la construccién de los biocatalizadores
sobre la cepa E. coli BL21(DE3)AyghE.>®®

Primers: Ncol
WS1GRE2F 1029 pb PStl_Hindlll
Molde WSIGRER | ) ——— el
pSRG41 PCR GRE2 Ndel, Kpnl Neol
lacl
GRE2
- pACYCDuet-1 GRE2
T4 ADN ligasa 4989 bp Kpnl
Ndel, Kpnl
lacl /
Cm
pACYCDuet-1
4008 bp tm
Primers:
WS1YPR1F 939 pb
Molde ~_ WSLYPRIR ﬁ _ YPR1
pPSRG14 PCR YPR1 Bsal, Pstl Kpni
lac Pstl
—=_Ndel
NBcoI " Kpnl
am — pETDuet-1 YPR1
gcolRl T4 ADN ligasa 6299 pb
ocpstl Ncol, Pstl
indlll ~Bsal
Ndel
lac Kpnl Amp
Xhol

pETDuet-1 Bsal
5420 pb

Amp

Figura 2.2: Clonado de GRE2 en pACYCDuet-1y de YPR1 en pETDuet-1.

Para la construccién de los vectores de expresidon con que se transformardn estas cepas se
propone recurrir al clonado en forma independiente de los genes de interés en pETDuet-1y
en pACYCDuet-1, para posteriormente, -atendiendo a las enzimas de restriccion a utilizar y
la secuencia de cada gen- subclonar el gen GRE2 en los vectores de expresion que incluyen a
YPR1 (ver Figuras 2.2y 2.3).

En términos generales se obtendran 3 biocatalizadores, por cepa: a saber el que expresa
GRE2, el que expresa YPR1 y el que permite la co-expresidn, a estos se podra incorporar
eventualmente el biocatalizador que permite la co-expresién a partir de diferentes vectores.
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Una vez transformada la cepa de E. coli, se propone realizar la verificacion de los
biocatalizadores construidos enfrentdndolos a un sustrato modelo sobre el que se pueda
confirmar la actividad esperada. En base a la actividad que se desea verificar y a la
experiencia del grupo de trabajo se recurre al a-etil acetoacetato de etilo(5) como sustrato

369,370
modelo.
YPR1
lacl Kpnl
Pstl
2 —Ppstl
——Ndel
—Kpnl -
pETDuet-1 YPR1 ~, YPR1
6299 pb Xhol Ndel, Xhol lacl Kpnl
Pstl
27 Pstl
— Ndel
§i7 T4 ADN ol
Amp ligasa pETDuet-1 GRE2 YPR1 co
> 7280 pb
GRE2

Ncol

Pstl Hindill
Ndel

’VH col \\ Kpnl
lacl GRE2
Xhol
Amp
PACYCDuet-1 GRE2 Ndel, Xhol
4989 pb Kpnl

T xhol

A

Cm

Figura 2.3: Subclonado de GRE2 en pETDuet-1 YPR1.

Una vez confirmada la actividad biocatalitica se planea el desarrollo de biotransformaciones
usando como sustratos al metilglioxal(3) (punto de partida de la via construida), el
lactaldehido (4) (intermediario de reaccion), el glicerol(1) y finalmente el sustrato de interés:
glicerina de proceso industrial. En todos los casos se evaluard el desempefio de los
biocatalizadores en aerobiosis y anaerobiosis en régimen de células en crecimiento y en
régimen de células en reposo frente a los sustratos descritos utilizando como fuente de
Carbono y energia glicerol (1) y glicerol (1)/glucosa (6).

2.3.3 Estrategia 2

La segunda estrategia a seguir ha sido planteada con el objetivo de generar condiciones
favorables para la produccién de 1,2-propanodiol(2) a partir de glicerol (1) en anaerobiosis.
Consiste en dotar con la via metabdlica descrita a la cepa E. coli FMJ39. Esta doble mutante
(Idh: lactactodeshidrogenasa y pfl: piruvato formiato liasa) tiene descrita su imposibilidad de
fermentar glucosa (6) debido a su incapacidad de regeneracién de cofactores.*’*Atendiendo
a que la via metabdlica a implantar permitiria la regeneracién de equivalentes de reduccion
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seria de esperar que consecuentemente pudiera habilitar el crecimiento de esta cepa en
condiciones de anaerobiosis.

Considerando que los vectores de expresion a utilizar (previamente referidos en el item 2.2
Estrategia 1) son dependientes del promotor T7, resultard necesario, modificar el genoma
de E. coli FMJ39 aportando la secuencia del sistema de expresién T7 RNA polimerasa bajo el
control del promotor lacUV5. Para la concrecidon de esta actividad se plantea utilizar la
estrategia desarrollada por Kang y colaboradores.?”?

La cepa resultante E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT, constituird el punto de partida para su
transformacion con los vectores de expresién previamente descritos, dando lugar a los
biocatalizadores E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3), E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pPP8) y
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4).

A las verificaciones detalladas en la descripcion de la Estrategia 1 se agregara -en este caso-
la verificaciéon del mantenimiento de la condicion de doble mutante (/dh-pfl) una vez
introducida la modificacién a nivel de cromosoma para lo cual se verificara la incapacidad
de fermentar glucosa(6).

Se analizard el comportamiento de las cepas construidas en biotransformaciones en
régimen de células en crecimiento tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, asi como en
régimen de células en reposo en anaerobiosis. Los ensayos involucraran los mismos
sustratos descritos en Estrategia 1, a saber: metilglioxal(3), lactaldehido (4), glicerol(1) y
glicerina obtenida de la produccion industrial de biodiésel.

En la Figura 2.4 se representan esquemdticamente los pasos a seguir para la construccion de
los biocatalizadores en el marco de la Estrategia 2.

Atendiendo a la posibilidad de que la conversién de glicerol (1) en metilglioxal(3) pueda
transformarse en una restriccion para el adecuado funcionamiento de la via metabdlica
disefiada, se prevé la posibilidad de sobreexpresar adicionalmente la metilglioxal sintasa de
E. coli recurriendo para ello a la introduccion de una nueva modificacion genética
transformando la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) con un vector de expresion
derivado del pldasmido pRSFDuet-1 que incluya el gen que codifica la metilglioxal sintasa
(mgsA) de E. coli, vector a ser identificado como pWS5 (compatible con los vectores
derivados de pETDuet-1 y pACYCDuet-1). Se obtendrd de esta manera un nuevo
biocatalizador a ensayar, la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).
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1- Extraccién: A partir de E. coli (pBT20-Abla-T7pol) se
extrae el plasmido pBT20-Abla-T7pol que contiene la
secuencia completa del sistema de expresion T7
flanqueado por secuencia de transposones.

1 MR
t T7ys  PBT20-Abla-T7pol
= ool

1R 2-Transformacion : de E. coli HPS1-mob.Aasd-pir116

t 745 PBT20-Abla-T7pol
(00

- ; con el plasmido pBT20-Abla-T7pol , cepa que presenta
auxotrofia al Acido Diamino Pimélico (DAP) (16)

. Resultado: Construccion de una cepa F+
- .conteniendo el plasmido pBT20-Abla-T7pol

3- Conjugacién: Donor E. coli HPS1-mob-Aasd-pir116
y E. coli FMJ39

E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT
4- Transposicion de secuencia de T7-pBT20-Abla-T7pol

Resultado: Secuencia del sistema de expresion T7

polimerasa (==) integrado al genoma de FMJ39.

5-Transformacion: de E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT con los
vectores derivados de pETDuet-1 que expresan GRE2 e YPR1
en forma separada y conjuntamente.

6-Verificaciones:

Verificacién 1: Mantenimiento de incapacidad de
fermentar glucosa aun con agregado de acetato (10).

Verificacion 2: Funcionamiento del sistema de
expresion T7pol sobre vectores derivados de
pETDuet-1.

Resultado: Nueva serie de biocatalizadores
derivados de E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT Verificacién 3: Actividad de los vectores con sustrato

construida. modelo: a-etil acetoacetato de etilo (5) segun lo
descrito en bibliografia.

Resultado:
Biocatalizadores verificados, prontos para evaluar su desempeiio en Biotransformaciones.

Figura 2.4: Esquema Estrategia 2.
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2.4 Estrategia de valorizacion del 1,2-propanodiol (2) obtenido

La estrategia planteada de valorizacion del glicerol (1) no acaba en la sintesis enzimatica del
producto 1,2-propanodiol (2) sino que avanza en la evaluacion de la sintesis quimio-
enzimatica de derivados del glicerol (1) de mayor valor agregado. En esa direccion se
plantea la sintesis a partir del 1,2-propanodiol (2) obtenido en la reaccion de
biotransformacién de (R) 6 (S)-4-metil-1,3-dioxolan-2-ona, también denominado (R) 6 (S)-
propilencarbonato (7a)(7b), (R) 6 (S)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)(8b)y (R) 6 (S)-2-
metoxi-1-propanol (9a)(9b)seglin se describe en la Figura 2.5.

HO OH @) @)
Glicerol @)
1 o

(R)-Propilencarbonato (S)-Propilencarbonato
7a 7b
~A
0 O

Ho o /b b
}\/ — - OH

1,2-Propanaodiol

2 (R)-2-Metoximetoxi-1-propanol  (S)-2-Metoximetoxi-1-propanol
8a 8b
O\)\ O\)' ,
- OH - OH
(R)-1-metoxi-2-propanol (S)-1-metoxi-2-propanol
9a 9b

Figura 2.5: Esquema propuesto de valorizacion del glicerol (1).
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Capitulo 3

Resultados y discusion
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Resultados obtenidos en la Estrategia 1

3.1Construccion de Biocatalizadores de la Estrategia 1

3.1.1 Desarrollo de sistemas que permitan la expresion simultdnea de los genes
GRE2/YOL151W e YPR1/YDR368W

De acuerdo a lo sefialado en Objetivos y Estrategia (2.3.2) se procede al clonado de los
genes GRE2 (1029 pb) e YPR1 (939 pb) que codifican para sendas reductasas en un mismo
vector de la serie pETDuet-1 (5420 pb) y pACYCDuet-1 (4008 pb).

Como punto de partida se cuenta con los genes clonados en pldsmidos derivados de pYES2
(plasmidos pSRG41 y pSRG14 respectivamente).

3.1.2 Clonado directo de GRE2 e YPR1 en pACYCDuet-1y en pETDuet-1

Inicialmente se intenta el desarrollo del clonado en forma directa tanto en pACYCDuet-1
como en pETDuet-1 (segun se representa graficamente en la Figura 3.1).

En la amplificacion mediante PCR del gen GRE2 contenido en el plasmido pSRG41 se recurre
a los oligonucleétidos ws1GRE2F y ws1GRE2R. Por su parte, para la amplificacion mediante
PCR del gen YPR1 contenido en el plasmido pSRG14 se recurre a los oligonucledtidos
ws1YPR1F y ws1YPR1R.

El amplicon de GRE2, asi como el vector pETDuet-1 es digerido con las enzimas de
restriccion Ndely Kpnl. Los productos de digestion se ligan con T4 ADN ligasa y se
transforma la cepa E.coli JM1009.

Andlogamente el amplicon de YPR1 es digerido con las enzimas de restriccion Pstl y
Bsal,mientras que pETDuet-1 es digerido con las enzimas de restriccion Pstl y Ncol. Los
productos de digestidn se ligan con T4 ADN ligasa y se transforman células competentes de
E. coli JIM109.
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Primers: Ncol
WS1GRE2F 1029 pb ol i
Molde WSGRE2R _ stlHin
—————el
pSRG41 GRE2 Ndel, Kpnl I =—— Ndel
PCR Ncol
lacl GRE2
Ncol ~—~Kpnl
BamH| > ETDuet-1 GRE2
EcoR T4 ADN ligasa P s,
Sacl_ pstl Ndel, Kpnl
Sall
Hind!ll
Ndel
lac Kpnl
Xhol Amp
pETDuet-1 ~Bsal
5420 pb
Amp
Primers:
WS1YPR1F 939 pb
Molde WS1YPRIR ﬁ VPRI
pSRG14 PCR YPR1 Bsal, Pstl Kon!
Jac Pstl
—~—Ndel
Ncol it Kpnl
Bam#il - > pETDuet-1 YPR1
ECOIR' T4 ADN ligasa 6299 pb
= petl Ncol, Pstl
indlll ~Bsal
Ndel
lac Kpnl Amp
Xhol
pETDuet-1 ~Bsal
5420 pb
Amp

Figura 3.1: Construccion de vectores de expresion — método directo a partir de pETDuet-1

Si bien se logra la recuperacion de transformantes, al avanzar en instancias de verificacion
posteriores no se logran resultados que permitan confirmar el éxito del procedimiento.
Analizadas las posibles causas se concluye que estos resultados pueden atribuirse, entre
otras a, una baja efectividad de las enzimas de restriccién utilizadas, posible recirculacién
del pldsmido en etapa inicial o a escaso volumen de material a ligar al arribar a las etapas

finales. La reiteracion de intentos con resultados similares -pese a ajustes implementados
tendientes a corregir las causas identificadas- conduce a modificar la estrategia a seguir.

Se procede a ensayar otras alternativas de clonado, que si bien permiten eliminar algunas

de las restricciones descritas resultan menos directas.
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3.1.3 Desarrollo de sistemas de expresion de los genes GRE2 e YPR1, a través de su
clonado en plasmidos auxiliares

A partir de los plasmidos pSRG41 y pSRG14 se procede a la amplificacion de los genes GRE2

e YPR1 respectivamente segln se ha descrito anteriormente, los amplicones se purifican en

gel de agarosa de bajo punto de fusion.

Primers:
WS1YPR1F
939 pb
Molde WS1YPR1R q Ncol Bsal
pSRG14 ’
PCR YPR1 I Hindl!
Ncol
lacz ; pstl  Ndel YPR1
Kpnl
Sacl T4 ADN ligasa pWS1 BamH|
PGEM-T easy YPR1 =
3976 pb Pstl
1 Ndel
PGEM-T easy Amp Sacl
3015 pb
Bsal —~
Amp
Bsal
Primers:
WS1GRE2F 1029 pb Hindlll
Molde WSIGREZR // Ndel
pSRG41 PCR GRE2 Neol
Hindlll GRE2
Aval T4 ADN ligasa pWs2
pal — ——> A pPCR2.1 TOPO GRE2 Konl
mp pn
4952 pb \
Pstl
pCR2.1 TOPO
3929 pb Neol %
Kan~ Psti
Amp
Pstl
Apal Kan

Ncol
Figura 3.2: Construccion de vectores de expresion — clonado en plasmidos auxiliares.

El producto obtenido de la etapa de purificacién se somete a ligacién con el vector
pTZ57R/T, por su parte el producto de ligacidén, una vez verificado en gel de agarosa es
utilizado en la transformacion por electroporaciéon de E. coli JM109, recuperdndose los
transformantes con inserto mediante siembra en superficie en placas de petri con LB-Amp-
X-Gal, en presencia de IPTG (20).

El uso de este sistema comercial no arrojo los resultados esperados por lo que se resuelve
reiterar el procedimiento con otros productos similares variando el proveedor. Siguiendo un
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método similar al descrito se avanza en el clonado de ambos genes en pCR™ 2.1-TOPO® TA
vector y en pGEMTeasy Vector System.

Al clonar en pCR™ 2.1-TOPO® TA vector se obtienen transformantes que presuntamente
incluyen en el vector el insertosobre los que se realiza verificaciéon mediante amplificaciones
con oligonucledtidos apropiados y digestiones con enzimas de restriccion.

Finalizada esta etapa se confirma que los resultados de las verificaciones no resultan
concluyentes respecto a la presencia de insertos en el caso de YPRI1, obteniéndose
resultados consistentes con la clonacion de GRE2.

En la Figura 3.3 se observan los resultados obtenidos en las verificaciones realizadas con
presuntos clones conteniendo al gen GRE2. Estos resultados permiten concluir que se
obtuvo el vector pWS2, y seleccionar un clon para continuar en etapas posteriores.

Al reiterar el procedimiento de clonado de YPR1 en pGEM®-T Easy Vector Systems, se
introducen variantes al momento de la transformacion realizando en forma simultdnea el
proceso por electroporacion sobre células electrocompetentes E. colilM109 y por
transformacion térmica sobre células quimicamente competentes E. coliXL1.

Marcador
(pb)

5.000
4.000

4 10.000
[ -
Duw

3.000
— 2.500

2.000

- . ' . 1.500

1.000

750

500

Digestion con Kpnl: Digestién con Ncol:
XX AV g VS X v X

250

Figura 3.3: Seleccion de transformantes en funcion de la orientacion deseada del gen
GRE2.

Mediante transformacidon quimica se logra el clonado del gen YPR1 obteniéndose como
resultado intermedio el vector pWS1. Sobre los transformantes recuperados se realizan
verificaciones aplicando los criterios previamente descritos, lo que permite identificar
transformantes portadores de plasmido que contiene el gen de interés en la direccion
deseada.
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Tabla 3.1: Digestion de pWS2 (pCR™2.1- Topo®TA conteniendo GRE2) - elucidacion de la
orientacion de la insercion del gen.

Tamaiio de Fragmentos obtenidos (pb)

Enzima de Orientacién 1 Orientacidn 2
restriccion (deseada) (no deseada)
Kpnl aprox. 4000 y 1000 aprox. 4900
banda doble en
Ncol aprox. 2500 aprox. 3000 y 2000

Para esta verificacidn se recurre a las enzimas de restriccidn Pstl, y Eco31l (Bsal), las que se
aplican en forma secuencial (Ver resultado de digestiones en Figura 3.4), en la que se
observan los fragmentos esperables a partir de las digestiones planteadas en la Tabla 3.2.

(pb)

10.000
8.000
6.000
5.000
4.000
3.000
2.500

1 2
'

-—

2.000
1.500

-

250

Figura 3.4: Verificacion de orientacion del gen YPR1 en pGem-T-Easy a partir de
amplificacion de ADN plasmidico extraido de cepas transformantes.
Carril 1: Digestion con Pstl, Carril 2: pETDuet-1 (linealizado), Carril 3: Digestiéon con Eco31l
(Bsal) y Pstl, Carril 4: marcador.

Sobre la base de las confirmaciones obtenidas a partir de los ensayos anteriores se procede
al secuenciado de ambos genes. Se confirma la identidad de los genes GRE2e YPR1, por lo
que se concluye estan dadas las condiciones para su subclonado en los vectores de
expresion correspondientes.



Tabla 3.2: Digestion de pWS1 (pGEM-T-Easy conteniendo YPR1) —
elucidacidn de la orientacidn en la insercidn del gen.

Tamaiio de Fragmentos obtenidos (pb)

Enzima de Orientacion 1 Orientacion 2

restriccion (deseada) (no deseada)
Pstl aprox. 4000 aprox. 1000 y 3000
Eco31l aprox. 2300 y 1600 aprox. 2500 y 1400

aprox. 1600/1400/950 aprox. 1500/1020/950
(cortes totales) (cortes totales)
Pstl + Eco31l
aprox. 4000/3000/2600/2400 aprox. 4000/3100/2950/2600
(cortes parciales) (cortes parciales)

Alcanzado este hito intermedio se puede comentar que:

i) Se ha logrado la construccidn de los plasmidos pWS1 y pWS2 conteniendo los
genes de interés de manera satisfactoria.

ii) Se ha verificado la existencia de diferencias notorias en losrendimientos de
transformacion, en favor de la alternativa transformacién térmica en células
guimicamente competentes frente a la transformacidn por electroporacién (Ver
Tabla 3.3). Los valores calculadosderendimientos en el caso de la transformacion
por choque térmico sobre células quimicamente competentes se ubicanpara la
transformacién control dentro de lo descrito en la bibliografia para este
proceso.’”® Por otra parte, resulta llamativa la imposibilidad de recuperar
transformantes en el caso de electroporacion, lo que conduce a la revisiéndel
procedimiento de transformacién.

Tabla 3.3: Rendimientos de transformacion calculados como nimero de unidades
formadoras de colonia/ug ADN.

Transformacion por  Transformacién por

Electroporacion choque térmico
Viabilidad de células competentes ' v
N Gre2 <1 4 E+4 ufc/ug
M vpR1 <1 4 E+5 ufc/ug
M control < 1E+5 ufc/pg 3 E+7 ufc/pg

3.1.4 Subclonado a vectores de expresion

El pldsmido pWS1 es digerido con enzimas de restriccion Eco31l (Bsal) y Pstl (es de notar
gue en esta ultima digestion puede ocurrir que se digiera en cualquiera de los dos sitios
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distante 40 pb, o en ambas, independientemente de lo anterior no se veria afectado el
resultado final, pues ambos sitios se encuentran fuera de la secuencia codificante para la
enzima Yprlp). Por su parte el vector pETDuet-1 receptor del gen YPR1 es digerido con las
enzimas de restriccion Ncol y Pstl. Los productos de digestion son ligados con T4 ADN ligasa,
obteniéndose el vector de expresién pWS3segln se detalla en Figura 3.5).

Ncol Bsal

r Hindlll
YPR1

Kpnl lac

WS1 BamHI g
pGEMPT easy YPR1 =<Pstl PET-Duet1 Bsal
EY oy -xpst, 5420 pb
Ndel Amp
Amp Sacl

Bsal

Bsal, Pstl Ncol, Pstl

T4 ADN ligasa
YPR1

Kpnl
Pstl
/-—Ndel
pWS3 Kpnl

pET-Duetl YPR1
6299 pb

Bsal
Amp

Figura 3.5: Subclonado de YPR1 en pET-Duetl.

Analogamente los plasmidos pWS2 y pACYCDuet-1 son digeridos con las enzimas de
restriccion Ndel y Kpnl. Los productos de digestion son ligados con T4 ADN ligasa
obteniéndose el vector de expresién pPP8 (Ver Figura 3.6).

Al igual que en instancias anteriores descritas de clonacién, se ejecutan las verificaciones de
rigor consistentes en la amplificacion con primers especificos del gen y digestiones con
enzimas de restriccién, confirmandose que ambos subclonados se han logrado con éxito.

Por razones de espacio y priorizacién de otras informaciones solo se detalla este
procedimiento en forma exhaustiva para la construcciéon del vector de expresién
conteniendo ambos genes.
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Hindlll

Kpnl
Ndel
GRE2
lacl
ps2 Xhol
pCR2.1 TOPO GRE2 pACYC-Duetl
Amp 4952 pb ~ 4008 pb
Cm
Kpnl
Kan\
’ Ndel, Kpnl Ndel, Kpnl l
T4 ADN ligasa
Ncol
Pst _ Hindlll
Ndel
lacl Ncol
ac GRE2
pPP8
pACYC-Duet GRE2
4989 pb —Kpnl
/<\m

Figura 3.6: Subclonado de GRE2 en pACYC-Duetl

La construccion del vector pETDuet-1 GRE2 YPR1 se realiza a partir de pWS3 (que contiene
YPR1 en pETDuet-1) y pPP8 (que contiene a GRE2 en pACYCDuet-1) segun Figura 3.7.
Ambos vectores son digeridos en forma sucesiva con Ndel y Xhol. El gen escindido de pWS3
(GRE2) es purificado en gel preparativo de agarosa de bajo punto de fusiéon y posterior
electroelucion. Este fragmento es ligado con el pWS3 ya digerido mediante T4 ADN ligasa.

Una vez concluida la construccion in vitro del vector pWS4 (que contiene simultdaneamente
GRE2 e YPR1 en pET-Duetl) se co-precipita con Yeast t-RNA y se recupera el precipitado en
agua, realizando con este producto la transformacion por electroporacion de células
electrocompetentes de E.coli DH10B.
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lacl

YPR1
pnl
Pstl
= ~Pstl

__— Ndel
pWSs3 :if(m'
pET-Duetl YPR1
6299 pb
Amp
Ncol
Pstl__HindlIl
K Ndel
Ncol
facl GRE2
pPP8
pAcviéggf)tb GRE2 _<Kpnl
Xhol

.

Ndel, Xhol

Ndel, Xhol

YPR1
Kpnl
lacl P
Pstl
=~ Pstl
Ndel
T4 ADN pWs4 e
ligasa col
pET-Duetl GRE2 YPR1
7280 pb
GRE2
Kpnl
@ xhol

Amp

Figura 3.7: Subclonado de GRE2 en pWS3 (pETDuet-1YPR1).

El uso de Yeast t-RNAcomo co-precipitante del producto de ligacién, previo a la

transformacion segun lo descrito por Zhu y colaboradores, permite verificar un cambio

sustancial de los rendimientos en transformacién por electroporacién alcanzandose niveles

cercanos de eficiencia a los descritos en bibliografia (aproximadamente 1E+8 ufc/ug).
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3.1.5- Verificaciones desarrolladas sobre pWS4 (GRE2 e YPR1 en pETDuet-1)
El conjunto de verificaciones desarrolladas sobre 20 colonias de la cepa E. coli DH10B
transformadas con el vector pWS4incluye:

i) Amplificacion de genes de interés mediante PCR recurriendo a oligonucledtidos
disefiados para GRE2 e YPR1.
i) Amplificacion de genes de interés mediante PCR recurriendo a oligonucleétidos

gue hibridan con el vector en zonas flanqueantes a insertos.

iii)

fragmentos de tamafio conocido.

Digestidén del vector pWS4 con enzimas de restriccion apropiadas para escindir

Digestion del vector pWS4 con enzimas de restricciébn que permiten verificar

escisiones de sitios objetivos de accion de dichas enzimas al insertarse el gen

GRE2.
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Amplificaciones de genes de interés mediante PCR

Sobre lisado de un cultivo fresco se realiza PCR con oligonucledtidos ws1GRE2f y ws1GRE2r,
utilizando como control positivo el lisado de cepas conteniendo el plasmido pPP8 (GRE2 en
pPACYCDuet-1) y como control negativo al digerido celular de cepas conteniendo el vector
pWS3 (YPR1 en pETDuet-1).

pb

Control— Control +
pWSs3 pPPE

3.000 |
2.000
1.500 ]

L ALLLTT
750 ~

s00 [

250 [ .
e o alaatol Lt/

a

Figura 3.8: Busqueda de transformantes con potencial incorporacion de GRE2 en pWS3.

En la Figura 3.8 se observa el gel de agarosa que reune los resultados obtenidos en la
reaccion de PCR. Se observa una proporciéon importante de cepas que arrojan resultados
consistentes con la insercién del gen.

Sobre la base del resultado anterior, se seleccionan colonias que presentan resultados
auspiciosos en relacion a la insercién. A partir de esas colonias se realiza PCR con
combinaciones de oligonucledtidos que permitan ya no solo aportar evidencia de la
presencia de GRE2 en pWS4 sino acerca de la presencia simultdnea de GRE2 e YPR1 en el
vector. Se recurre para ello a las siguientes combinaciones de oligonucledtidos:

i) wsYPR1f y wsYPR1r utilizando como control positivo la cepa conteniendo el
plasmido pWS3 y como controles negativos los lisadosde cepas conteniendo el
vector pETDuet-1 (Ver en Figura 3.9 carriles 1 a 4).

ii) wsGRE2f y wsGRE2r utilizando como control positivo la cepa conteniendo el

plasmido pPP8 y como controles negativos el lisado de cepas conteniendo el
vector pETDuet-1(Ver Figura 3.9 carriles 6 a 9).
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Primerws1YPR1f

o Transformantes Controles Marcador Transformantes Controles
YPR1 Q. pWSs4 pWS3 pET-Duetl pwWs4 pPP8 pET-Duetl

lacl Kpnl a
[<)]

10000 pb

primer wsiypr1r ~ 8000 pb

Primer ws1GRE2f 2500 bb

N p
pws4 —Ncol 2000 pb
pET-Duetl GRE2 YPR1

7280 pb o 1500 pb

GREZ | § 1000 pb
(=]

I 750 pb
S

. \\ Kpnl 500 pb

Primerws1GRE2r 250 pb

Figura 3.9: Amplificacion con oligonuclelétidos ws1YPR1f/ws1YPR1ry
ws1GRE2f/ws1GRE2r.

iiii) pETUpstream y T7terminatorutilizando como control positivo las cepas
conteniendo el plasmido pPP8 y como control negativo las cepas conteniendo el
vector pWS3.

pET Upstream Primer

\ Transformantes Controles
el YP§1 , Marcador pWSs4 pPP8 pWS3  pET-Duetl
ac pn 10000 pb

Pstl o 8000 pb " ) .
Z~psti @ - v
ws4 e 2 2500 pb - -

P TNeol 1n 2000 pb

pET-Duetl GRE2 YPR1 ~ p
7280 pb 1500 pb © — -
GRE2 1000 pb
750 pb
Kpnl 500 pb
%ﬁ \ " xhol
250 pb

Amp T7 Terminator Primer

Figura 3.10: Amplificacidon con pETUpstream primer y T7terminator primer.

El amplicdn obtenido en caso de presencia simultdnea de GRE2 e YPRI1
presentaria 2549 pb. Por su parte cuando presenta solamente a YPR1 el amplicon
presentarial574 pb (caso de pWS3), mientras que de estar presente solo GRE2
presentaria 1676 pb (caso de pPP8). En ausencia de ambos genes el amplicdn se
corresponde a 569 pb (pETDuet-1).

En Figura 3.10 se representan los posibles amplicones obtenibles y el gel que
evidencia la obtenciéon de un amplicén consistente con la presencia simultdnea
de ambos genes asi como los amplicones obtenidos en los controles utilizados.
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iv) wsYPR1f y wsGRE2rutilizando como controles negativos las cepas conteniendo el
plasmido pPP8, pWS3 y pETDuet-1.
El amplicén obtenido en caso de presencia simultdnea de GRE2 e YPRI1
presentaria 2115 pb. Por su parte cuando presenta solamente uno de los genes
no se produce amplificacién (caso de pWS3 y de pPP8) al igual que cuando
ninguno de los genes ha sido insertado (caso de pEDuet-1). (Ver Figura 3.11)

Primer ws1YPR1f Controles negativos Transformantes
Marcador pPP8 pWS3  pET-Duetl pWs4

YPR1
lacl Kpnl 10000 pb

8000 pb

2500 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
750 pb

pwWs4
pET-Duetl GRE2 YPR1
7280 pb

|
z
2115 pb

N Kpnl 500 pb
250 pb
Amp

Primer ws1GRE2r

Figura 3.11: Amplificacion con oligonuclelétidos ws1YPR1f y primer ws1GRE2r.

El analisis de los resultados obtenidos mediante PCR permite concluir que los mismos son
consistentes son la estructura propuesta para el vector de expresion pWS4 (YPR1y GRE2 en
pETDuet-1).

Verificacion por digestion con enzima de restriccion

A partir de plasmidos extraidos de cepas transformadas con el vector pWS4 se realiza
digestion con enzima de restriccion Kpnl.Esta enzima de restriccion presenta, en caso de
gue la construccion haya sido exitosa dos sitios de actuacion distantes aproximadamente

III

1600 pb (uno presente en el “multiple cloning sites-2” del pladsmido pETDuet-1 que ha sido
mantenido al insertar el gen GRE2 y otro incorporado al insertar el gen YPRI).
Simultdneamente se obtiene una banda correspondiente al complemento del vector de

5680 pb.

Por otra parte, en caso de que no se hubiera insertado el gen YPR1 solo existird un sitio de
accion obteniéndose en consecuencia solamente la linealizacién del plasmido observandose
una Unica banda a aproximadamente 7000 pb. Por su parte en caso de que YPR1 hubiera
sido insertado, pero no GRE2 se obtendra la escisién de una banda de aproximadamente
500 pb y una banda correspondiente al complemento del vector que en dicho caso presenta
5700 pb.
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En la Figura 3.12 se puede observar por un lado la total digestion del vector presentando
dos bandas una ubicada levemente por debajo de 6000 pb y otra levemente superior a 1500
pb, resultados consistentes con la estructura que pretende verificarse.

Marcador

YPR1
lacl Kpnl
Pstl 10000 pb
8000 pb
0 Z Pt 6000 Sb
Y —Ndel o 5000 pl;
WS4 — o 4000 p
® pET-Dueti GRE2 YPR1f| " 3500 pb
Q 7280 pb ~ 3000 pb
E GRE2 R 2500 pb
(] 2000 pb
on 1500 pb
§j7 Xhol 1000 pb

Amp 750 pb

500 pb

Figura 3.12: Digestion del vector pWS4 con Kpnl.

A partir de los anteriores resultados se puede afirmar que se ha logrado la construccién con
éxito de la serie de vectores incluida en la Figura 3.13.

3.1.6 Construccion de los biocatalizadores asociados a la Estrategia 1

Los vectores construidos son utilizados para transformar mediante electroporacion células
electrocompetentes de E. coli BL21(DE3) obteniendo de esta forma la serie E. coli
BL21(DE3)(pWS3), E. coli BL21(DE3)(pPP8) y E. coli BL21(DE3)(pWS4). Andlogamente, a
partir de la cepa de E. coli BL21(DE3)AyghE se logranE. coli BL21(DE3)AyghE(pWS3), E. coli
BL21(DE3)AyghE(pPP8) y E. coli BL21(DE3)AyghE(pWS4).
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YPR1

lacl lacl
GRE2
pWS3 pPP9
pET-Duetl YPR1 pET-Duetl GRE2
6299 pb 6401bp
%Amp %Amp
YPR1
lacl lac
GRE2
pPP8 pSRG13
pACYC-Duet GRE2 pACYC-Duet YPR1
4989p 4887 bp

% % Cm
Cm
YPR1
lac \

pWS4
pET-Duetl1 GRE2YPR1
7280 pb GRE2

)

Amp

Figura 3.13: Conjunto de vectores construidos y verificados satisfactoriamente.

3.1.7 Verificacion de actividad de los Biocatalizadores construidos

Los biocatalizadores obtenidos se utilizan en primera instancia para la verificacion de
actividad frente a un sustrato modelo con actividad descrita en la bibliografia, eligiéndose el
o-etil acetoacetato de etilo (5).Este sustrato presenta dos centros pro-quirales ubicados en
los carbonos 2 y 3. Por lo tanto, como producto de la biotransformaciénes posible obtener
las siguientes cuatro configuraciones para los productos de biorreduccion. A los efectos de
caracterizar la funcionalidad del sistema basta en una primera etapa identificar si la cepa
rinde el alcohol con configuracion anti (25,3S / 2R,3R) é con configuracién syn (2R,3S /
2S,3R) (Ver Figura 3.14).
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OH O OH O
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0 o anti (2S5, 35) anti (2R, 3R)
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syn (ZS, 3R) syn (ZR, 35)

Figura 3.14: a-Etil acetoacetato de etilo (5) y posibles productos de su biorreduccién.

Segln se ha descrito en la bibliografia, las cepas de E. coli que sobreexpresan Yprlp
presentan actividad syn y cepas que sobreexpresan Gre2p presentan actividad anti.**° P
su parte la bacteria E.coli presenta actividad basal syn.*?%3*

or

3.1.8 Biotransformacidn de o-etil acetoacetato de etilo (5) con los biocatalizadores
construidos en el marco de la Estrategia 1

Se identifican los parametros mas relevantes a efectos de caracterizar la actividad de los
diferentes biocatalizadores construidos a partir de E.coli BL21(DE3)AyghE en los ensayos de
biotransformacién del sustrato modelo.

Los resultados son consistentes con la actividad descrita.

En la graficasiguiente se puede observar que la actividad basal de E. coli BL21(DE3)AyghE
resulta despreciable en las condiciones ensayadas. Por otra parte, la actividad obtenida con
la cepa E. coli BL21(DE3)AyghE(pWS4) puede describirse como hibrida anti/syn, consistente
con la expresion simultanea de Gre2p e Yprlp respectivamente (utilizando como controles
de actividad a E. coli BL21(DE3)AyghE(pPP4) —con actividad anti descrita- y a la cepa E. coli
JM105(pKTS3)-con actividad syn descrita).?2%*3%37>376
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100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Biotransformacion de o.-etil acetoacetato de etilo con
E. coli BL21(DE3)AyqhE (% area GC- 36 horas)

B Alcoholes anti

® Alcoholes syn

E. coliBL21 E.colidM105  E.coliBL21(DE3) E. coliBL21(DE3)
(DE3)AyqghE (PKTS3) AyqhE(pWS4) AyqhE(pPP4)

Figura 3.15: Biotransformaciones de a-etil acetoacetato de etilo (5) con los diferentes

biocatalizadores. Evaluacion de actividad syn/anti.

3.1.9 Discusion de resultados obtenidos asociados al desarrollo de biocatalizadores

Los resultados descritos anteriormente resultan consistentes con el comportamiento

esperado para las construcciones evaluadas, en base a lo anterior se entiende estan dadas

las condiciones para:

i)

Dar por cumplido el objetivo relacionado a construcciones de la Estrategia 1,
(serie de biocatalizadores: E. coli BL21(DE3)(pWS3), E. coli BL21(DE3)(pPP8), E.
coliBL21(DE3)(pWS4), E. coli BL21(DE3)AyghE(pWS3), E. coli
BL21(DE3)AyqghE(pPP8) yE. coli BL21(DE3)AyghE(pWS4)).

Avanzar en la evaluacion del funcionamiento de la via metabdlica disefiada e
implantada enfrentando al sustrato que ha motivado su construccion, el glicerol

(1).

3.2 Biotransformaciones en el marco de la Estrategia 1

En Tabla 3.4 se describen las condiciones en las que se evalia la producciéon de 1,2-

propanodiol. Se ensayan condiciones de células en crecimiento y células en reposo. Por otra
parte, biotransformaciones recurriendo tanto a condiciones aerdbicas como anaerdbicas

son ensaya

das.
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Tabla 3.4: Biotransformaciones desarrolladas con biocatalizadores de la Estrategia 1.

Entrada Sustrato Biocatalizador Condicion Resultado
E.coli BL21(DE3)(pWS3)
E.coli BL21(DE3)(pPP8) Células en .
1 Glicerol E.coli BL21(DE3)(pWS4) crecimiento en N:;ZE;?:,)::ZZ
E.coli BL21(DE3)AyghE (pWS3) aerobiosis y 1p2 e
E.coli BL21(DE3)AyghE (pPP8) anaerobiosis +=Rrop
E.coli BL21(DE3)AyghE (pWS4)
E.coli BL21(DE3)(pWS3) Células en No se obtiene
2 Glicerol/Glucosa E.coli BL21(DE3)(pPP8) crecimiento en

produccién de

E.coli BL21(DE3)(pWS4) 1,2-propanodiol

anaerobiosis

E.coli BL21(DE3)AyghE (pWS3)

Obtencion d
E.coli BL21(DE3)AyghE (pPP8) encién de

Células en
Metilglioxal/Glucosa

3 E.coli BL21(DE3)AyghE (pW54) crecimie_nt(_) en 1,2-propanodiol
E.coli BL21(DE3)AyghE (pWS3)(pPP8) aErobigsls (trazas)
E.coli BL21(DE3)(pWS3) Células en Obtencion de
4 Metilglioxal/Glucosa E.coli BL21(DE3)(pPP8) reposo en 1,2-propanodiol

E.coli BL21(DE3)(pWS4)

anaerobiosis (trazas)

En varios ensayos se observa dificultad de crecimiento de alguna de las cepas ensayadas.

Acerca de los resultados obtenidos con esta serie de biocatalizadores se puede comentar

que:

i)

No se obtiene en ningln caso el producto objetivo a partir de glicerol (1) (ya sea
utilizado como Unico sustrato & como co-sustrato conjuntamente con glucosa

(6)).

Se identifica (a niveles no cuantificables en HPLC) la aparicién de 1,2-propanodiol
(2)en reacciones en las que se recurre a metilglioxal (3)/glucosa (6) como co-
sustratos.

Se observa un perfil de productos en ocasiones diferentes a los obtenidos con las
cepas control (E.coli BL21(DE3) é E.coli BL21(DE3)AyghE segun el caso). En
relacién a estos productos, atendiendo el magro resultado obtenido, de acuerdo
al objetivo planteado, no se avanza mayormente en su caracterizacién.

Se identifica la necesidad de descartar que el glicerol (1) esté afectando el
desempenodel sistema enzimatico involucrado en la via metabdlica diseiada,
por lo que se define una verificacion adicional a las ya descritas (ver 3.2.1).

3.2.1 Verificacion adicional sobre construcciones asociadas a la Estrategia 1.

Los resultados obtenidos en las biotransformaciones de glicerol (1) resultan, en principio,

opuestos a los observados en la verificacion de los biocatalizadores construidos en el marco
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de la estrategia 1 frente al sustrato modelo (que confirman las actividades esperadas). Con
la finalidad de verificar que el biocatalizador mantiene su actividad al enfrentarlo al sustrato
de interés es que se ensaya la biotransformacion de a-etil acetoacetato de etilo (5) en
presencia de glicerol (1) usando como control las condiciones de verificacién descritas en el
apartado 3.1.8.

Biotransformacion de o.-etil acetoacetato de etiloen
ausencia /presencia de glicerol con cepa BL21(DE3)AyqhE(pWS4)

100%
90%
80%
70%

o a-etilaceto
60% B 3cetato de etilo
50% " Alcholes anti
40% B Alcoholessyn

b
30%

20%
10%
0%

s/glicerol c/glicerol s/glicerol c/glicerol s/glicerol c/glicerol
30 min 30 min 24 hs 24 hs tinf tinf

Figura 3.16: Distribucion de productos en biotransformacion de a-etil acetoacetato de
etilo (5) con biocatalizador E. coli BL21(DE3)AyqghE(pWS4) en presencia/ausencia de
glicerol (1).

Los resultados obtenidos permiten confirmar que la presencia de glicerol (1)no bloquea la
capacidad de biotransformacion del a-etil acetoacetato de etilo (5).Por consiguiente, la
ausencia de produccién de 1,2-propanodiol (2) debe asignarse a otra causa y no a la
inactivacion del sistema enzimatico disefiado por parte del sustrato.

Adicionalmente se puede afirmar que no se verifica cambioen el perfil de productos, aunque
si se observan % de bioconversidon levemente inferiores. En todos los casos la actividad
predominante es la correspondiente a la produccién de alcoholes con configuracion
anti(con independencia del agregado o no de glicerol (1) y del tiempo de ensayo).
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3.3Discusidn de resultados obtenidos con la ejecucion de la estrategia 1.

Los resultados obtenidos se consideran interesantes desde el punto de vista de su
consistencia. Las nuevas verificaciones realizadas a las construcciones, previamente
evaluadas, resultan satisfactorias en el sentido que mantienen la expectativa en relacién a
lograr la funcionalidad de la via metabdlica disefiada e implantada en E. coli.

Por otra parte, la no obtencién de 1,2-propanodiol (2) en reacciones de biotransformacién
de glicerol (1)o de glicerol (1)/glucosa (6) indica la existencia de otras etapas del proceso
pendientes de resolucion.

En linea con lo anterior, la produccién (marginal) de 1,2-propanodiol (2) cuando se recurre
ametilglioxal (3)/glucosa (6) como co-sustratos de reaccion, resultaa priori- consistente el
hecho de que el aporte de metilglioxal (3) a la via podria estar actuando como restriccién.

La obtencion de resultados desalentadores en los ensayos de biotransformacionescon la
serie de biocatalizadores derivados deE. coliBL1(DE3) y E. coliBL1(DE3)AyghE, aun luego de
introducir diversas variantes en las condiciones de cultivo, conducefinalmente al abandono
de la estrategia 1.
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Resultados obtenidos en la Estrategia 2

3.4 Construccion de biocatalizadores de la Estrategia 2

La construccion de vectores es comun a ambas estrategias manteniendo validez lo expuesto
en los apartados 3.1.1 a 3.1.4.

3.4.1 Transformacidon de E.coli(HPS1-mob-Aasd-pir116) con vector pBT20-Abla-
T7pol

Con el objetivo de obtener una cepa de E. coli FMJ39 que exprese la T7ARN polimerasa, se

recurre al sistema descrito y gentilmente aportado por el Dr. Tung Hoang.?”?

En primer
término se transforma la cepa E.coli(HPS1-mob-Aasd-pir116) con el plasmido pBT20-Abla-

T7pol.

La transformacién se realiza por duplicado, utilizando a la cepa E.coli(HPS1-mob-Aasd-
pir116) como control negativo sometida al proceso de electroporacion sin plasmido y como

control positivo a la cepa E.coli(pBT20-Abla-T7pol).

En la seleccion de transformantes, se recurre adicionalmente a la presidon positiva ejercida
por antibidtico, a la auxotrofia frente al DAP (16) de la cepa E.coli(HPS1-mob-Aasd-pir116).
El crecimiento verificado de las cepas transformadas y del control positivo en medio LB-DAP
(16)-Gm confirma la presencia del plasmido (pBT20-Abla T7pol) que codifica la resistencia a
Gm. Por otra parte, la ausencia de crecimiento de todas las cepas a excepcién del control
positivo en medio LB, confirma la auxotrofia de las transformantes y del control negativo
respecto al DAP (16), elemento al que se recurrira para seleccion de conjugantes en la etapa
siguiente.

3.4.2 Conjugacion de cepa E.coli(HPS1-mob-Aasd-pir116)(pBT20-Abla-T7pol) con
E. coli FMJ39

La conjugacién se realiza siguiendo la técnica descrita en el apartado 5.1.12. A partir de
cultivos con DOgoonm = 0,5 de E.coli(HPS1-mob-Aasd-pir116)(pBT20-Abla-T7pol) obtenidos
en la etapa anterior en medio LB-DAP (16)-Gm y de E.coliFMJ39 en medio LB preparados
por duplicado.

La recuperacién de conjugantes y el aislamiento de cepas de E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT se
desarrolla sobre medio LB-Gm en ausencia de DAP(16) en la que las cepas con auxotrofia a
ese compuesto (donantes) no crecen, y en las que la presién del antibidtico permite
seleccionar a las células que han incorporado en su genoma la secuencia que codifica para
resistencia a Gentamicina flanqueada por la secuencia que codifica los transposones. La
caracteristica de plasmido suicida (aportada por la secuencia R6Kyori a pBT20-Abla-T7pol)
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adicionalmente garantiza que la resistencia a antibidtico demostrada por los conjugantes
responde a la integracidn a nivel del cromosoma de la secuencia de la T7 ARN polimerasa.

3.4.3 Verificacidon de la condicion de doble mutante de la cepa obtenida de la
conjugacion

A efectos de verificar que la cepa resultante de la conjugacion E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT
mantiene inalterada la condicién de doble mutante (/dh-pfl)-con afectacion de las
capacidades lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa- es que se ensaya su capacidad
de fermentarglucosa (6) en medio minimo M9 suplementado con acetato (10) (0,1 %). Se
utiliza como control positivo a la cepa de partida E.coliFMJ39 y como control negativo a la
cepa E.coli(pBT20-Abla-T7pol). Debe sefialarse que en esta verificacion la caracteristica del
control positivo implica ausencia de crecimiento y la del control negativo viabilidad en las
condiciones ensayadas.

E. coli (pBT20-Abla-T7pol || E.coliFMJ39 E. coli FMJ39

-T7pol-Gm-FRT

Figura 3.17: Verificacion de mantenimiento de condicién doble mutante de cepas
conjugadas.

Con la finalidad de descartar posible incidencia del medio en las condiciones de crecimiento
se realiza un ensayo secuencial en el que se utiliza el mismo medio de cultivo fraccionando,
parte para su utilizacién en condiciones aerobias y parte para su uso anaerobio. Se inocula 'y
se deja crecer aerdbicamente y del cultivo en crecimiento aerobio se extrae una alicuota
para inocular el vial anaerobio dejando crecer en ambas condiciones.

A partir delaverificacién de crecimiento aerobio y la ausencia de crecimiento anaerobio en
medio M9 con glucosa (6) suplementado con acetato (10) se concluye que la cepa ha
mantenido la condiciéon de doble mutante lactato deshidrogenasa piruvato formiato liasa
con posterioridad a incluir en su genoma la codificacion completa del sistema de expresion
T7.
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3.4.4 Transformacidn de cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT con vectores pWS3, pPP8
y pWS4

Células electrocompetentes de la cepa obtenida anteriormente E.coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRTson el punto de partida para la transformacion con los plasmidos pWS3, pPP8 y pWS4
(cuya construccidn se ha descritoen el marco de la Estrategia 1) de cara a la obtencion de
una nueva serie de biocatalizadores.

Se logran obtener de esta manera los biocatalizadores: E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3);
E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pPP8) y E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4).

3.4.5 Verificaciones sobre la serie de biocatalizadores construidos a partir de la
cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT

Una vez obtenida la serie de biocatalizadores derivados de la cepa E.coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRT, se procede a la verificacién de que las construcciones logradas:

i) mantienen las caracteristicas esenciales de la cepa de partida con potencial
utilidad en el trabajo futuro, a saber su condicion de doble mutante
(manteniendo afectadas las actividades lactatodeshidrogenasa y piruvato
formiato liasa).

i) cuentan con sistemas de expresidn controlables por el promotor T7 y que dichos
sistemas son funcionales.

iiii) mantienen los perfiles de biotransformacidon descritos en bibliografia (los
vectores de expresidon con que se transformd a la cepa E.coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRTpresentan actividad en ese contexto).

Verificacion 1: Mantenimiento de la condicion de doble mutante (/dh-pfl)

Esta verificacion se realiza mediante confirmacién del mantenimiento de la incapacidad de
fermentar glucosa (6) aun con agregado de acetato (10) segun fuera descrito en 3.4.4. Los
resultados obtenidos son consistentes con el mantenimiento de la condicién de doble
mutante.

Verificacion 2 y 3: Funcionamiento del sistema de expresion T7 polimerasa y
mantenimiento del perfil de biotransformacidn original en este contexto

Ambas verificaciones se realizan en forma simultanea contrastando los resultados obtenidos
en ensayos de biotransformacién de o-etil acetoacetato de etilo (5)con E.coliFMJ39-T7pol-
Gm-FRT (pWS3), E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT (pPP8) y E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) con
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los obtenidos a partir de la cepa E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRTusada como control. Las
actividades se contrastan con la obtenida por las cepas E.colilM105(pKTS3)y
E.coliBL21(DE3)AyghE(pPP4) segun se discutiera en 3.1.8.

Biotransformacion de o.-etil acetoacetato de etilo (t=24 hs)
con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT
% de bioconversidn y distribuciéon de alcoholes
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Figura 3.18: Biotransformacidn de a-etil acetoacetato de etilo (5) con biocatalizadores
construidos a partir de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.

A partir de los resultados anteriores es posible caracterizar la actividad que estos
biocatalizadores tendrdn sobre el sustrato seleccionado y el alcohol que produzcan.

3.4.6 Discusion de los resultados parciales obtenidos

- Los resultados obtenidos permiten confirmar que las modificaciones genéticas
introducidas en la cepa E.coliFMJ39 no han afectado las caracteristicas principales
qgue llevaron a seleccionarla como base para el desarrollo de la nueva serie de
biocatalizadores, a saber mantiene afectada sus actividades lactato deshidrogenasa y
piruvato-formiato liasa.

- Asimismo, los perfiles de los productos de biotransformacién obtenidos confirman la
existencia de actividad de las cepas construidas, acorde con la verificada en
construcciones previas propias, o con el comportamiento descrito en bibliografia.

- Lo anterior constituye en forma indirecta una forma de verificacién de que los
sistemas de expresién controlados por el promotor T7 son funcionales en las
cepasE.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3),E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pPP8) y
E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4).
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- En base a lo anterior se puede afirmar que se ha concluido con éxito la construccion
del conjunto de biocatalizadores previsto en la Estrategia 2, estando en condiciones
de proceder a enfrentar dichos catalizadores a los sustratos de interés para verificar
si se recorre la ruta metabdlica disefiada, en forma total, parcial, o si por el contrario
las reacciones involucradas no son biocatalizadas por las construcciones disefadas.

3.5 Biotransformaciones en el marco de la Estrategia 2

3.5.1 Biotransformacion de glicerol (1) en régimen de células en crecimiento con
biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT

En los ensayos de biotransformacion de glicerol (1) en condiciones de células en crecimiento
tanto en aerobiosis como en anaerobiosis, recurriendo a los medio de cultivos M9, medio
simil M9 para biotransformacion de glicerol (1)(suplementado con extracto de levadura), no
se observa la produccion de 1,2-propanodiol (2).

Adicionalmente, en estos ensayos se verifican dificultades en el crecimiento de las cepas
cuando se recurre a glicerol (1) como Unica fuente de Carbono.

3.5.2 Biotransformacion de glicerol (1)/glucosa (6) en régimen de células en
crecimiento con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT

En la busqueda de remover la dificultad de crecimiento de las cepas cuando se recurre a
glicerol (1) exclusivamente se recurre a la utilizacion de glucosa (6) como co-sustrato. Los
ensayos de biotransformacion de glicerol (1) en presencia de glucosa (6) se realizan en
forma secuencial, inicialmente en régimen de células en crecimiento en aerobiosis e
inoculando a partir de alli el ensayo de células de crecimiento en condiciones anaerobias
(Ver Figura 3.19).

Los resultados obtenidos en estos ensayos se resumen en la Tabla 3.5. En las
biotransformaciones aerobias desarrolladas con el biocatalizador que co-expresa a Gre2p e
Yprlp se observa formacion marginal de 1,2-propanodiol (2) (inferior al limite de
cuantificacidn establecido por el rango de linealidad de la curva de calibracién construida
para este producto en HPLC) a partir de tiempo de reaccién 6 hs. Para los restantes
biocatalizadores no se observa formacién de este producto.

En las biotransformaciones anaerobias se observa formacién de producto en
concentraciones inferiores al limite de cuantificacion para todos los biocatalizadores
construidos, no asi para el ensayo desarrollado con la cepa control. Con la cepa que
contiene el vector de expresion pWS4 se observa formacién de producto a partir de las 2
horas.
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12 hs - 37°C DOsoonm= 0,
150 rpm IPTG
Inéculo 1:100 16 hs / 37°C
Medio simil M9
Glucosa/Glicerol
Antibidtico Glucosa/Glicerol
Antibidtico Inéculo

T 1:100

g
Colonia aislada Medio simil M9
) Glucosa/Glicerol
e 2 Antibistico/IPTG
37°C

Figura 3.19: Esquema de biotransformaciones en secuencia aerobiosis - anaerobiosis.

Si bien no es posible la conversién a g/L de producto, el drea medida a tiempos 5 horas para
la biotransformacién con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) quintuplica a la obtenida para
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS3) y es 20 veces la alcanzada con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT (pPP8) (asignada arbitrariamente como uno a efectos de los célculos de relacion de
areas).

Estos hechos refuerzan los indicios anteriores respecto a la existencia de sinergia obtenida a
partir de la co-expresion de ambos genes (Ver Figura 3.20).

Tabla 3.5: Biotransformacion de glicerol (1)/glucosa (6) con biocatalizadores construidos a
partir de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT, células en crecimiento.

Produccidon de 1,2-propanodiol

Condicion de ensayo Tiempo en horas
Entrada Aerobiosis 2 6 24 72 ODggo nm (dil. 1/10)
1 E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT No No No No 0,105
2 E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT (pWS3) No No No No -
3 E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT (pPP8) No No No No -
4  E coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) No Si(<LC) Si(<LC) Si(<LC) 0,339
Anaerobiosis
5  E coli FMI39-T7pol -Gm-FRT No No No No 0,040
6  E coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS3) No Si(<LC) Si(<LlC) Si(<LQ) 0,026
7 E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pPP8) No Si(<LC) Si(<LC) Si(<LC) 0,280
8  E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4)  Si(<LC) Si(<LC) Si(<LC) Si(<LC) 0,080

LC: Limite de cuantificacion (cota inferior del rango lineal de la curva de calibracién de 1,2-propanodiol).

Finalmente, la medida a las 72 hs de DOggonm, Utilizada en este caso como una medida
indirecta del crecimiento celular (pese a las limitaciones conocidas que el método presenta)
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permite observar diferencias entre las cepas transformadas y el control en forma
consistente con el papel asignado a la via metabdlica.

Biotransformacion anaerobia de glicerol/glucosa con biocatalizadores derivados de
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT a tiemposiniciales (Area relativaen HPLC respectoa* )

E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pW S4)

E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pPP8)

E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3)

E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT

0,00 2,00 4,00 600 800 1000 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

B 5horas B2horas

Figura 3.20: Produccion de 1,2-propanodiol (2) con biocatalizadores derivados de E. coli
FMJ39-T7pol-Gm-FRT en biotransformaciones anaerobias de glicerol (1)/glucosa (6) a
tiempos iniciales.

A partir de los resultados obtenidos en las biotransformaciones con células en régimen en
crecimiento, que resultan por un lado alentadores por cuanto revelan la existencia de
indicios confirmatorios respecto a la funcionalidad de la via metabdlica, pero muy modestos
en materia de acumulacién del producto objetivo, es que se resuelve avanzar en la
busqueda de condiciones para el desarrollo de estas biotransformaciones.

Distintos ajustes en las condiciones de ensayo son evaluados a efectos de lograr un
incremento en el nivel de produccion de 1,2-propanodiol (2) (variantes en la composicién
del medio de cultivo, formas de asegurar condicidén anaerobia, etc.). En ningun caso se logra
un cambio sustancial en los resultados obtenidos.

3.5.3 Biotransformaciones iniciales con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT en régimen de células en reposo

Atendiendo a las caracteristicas por las que se ha seleccionadoa la cepa de E.coliFMJ39
como base de las construcciones de los biocatalizadores se realizan, en principio, ensayos en
régimen de células en reposo solo en anaerobiosis.A modo exploratorio se ensayan
diferentes condiciones, optandose por el uso de buffer MOPS (15).
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Al igual que en casos anteriores, se utilizan biotransformaciones de a-etil acetoacetato de
etilo (5) para confirmar la funcionalidad de ambas enzimas con resultados satisfactorios.

Biotransformacion preliminar de glicerol (1)

En la gréfica siguiente se resumen los principales resultados obtenidos en las
biotransformaciones de glicerol (1) (periodo 6 a 24 horas). Se observa que se logra producir
en las condiciones ensayadas, aunque en proporciones muy reducidas,1,2-propanodiol. Tal
cual se ha sefialado anteriormente, con el Unico fin de comparar niveles de producciéon a
partir de cada biocatalizador es que se recurre al area obtenida en el cromatograma
utilizando en este caso al buffer MOPS (15) como estandar interno.

Se debe alterar las condiciones de registro del cromatograma, ajustando a la baja el limite
de integracién en dos érdenes de magnitud.

Quiza el hecho mas llamativo que surge del andlisis de los resultados lo constituye el
hallazgo de que se observa produccion -aunque marginal- de 1,2-propanodiol (2) cuando el
biocatalizador utilizado es la cepa control, consistente con los reportes mds recientes
referidos en el capitulo antecedentes.

Productos de biotransformacion anaerobia de glicerol célulasen reposo con
biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (AreaHPLC)

7,00 9,00

- 8,00

6,00
/ \ - 7,00

5,00
- 6,00
4,00 - 5,00
3,00 - 4,00
- 3,00

2,00
- 2,00
1,00 - 1,00
0,00 0,00

E. coli FMJ39-T7pol- E. coli FMJ39-T7pol- E. coli FMJ39-T7pol- E. coli FMJ39-T7pol-
Gm-FRT Gm-FRT(pWS3) Gm-FRT(pPP8) Gm-FRT(pWSs4)

s Metilglioxal Lactaldehido Acetato ™ EtOH —#—1,2-Propanodiol

(AreaHPLC referida a area MOPS)*1.000

(Areade 1,2-propanodiol referido a MOPS)*10.000

Figura 3.21: Productos de biotransformacion anaerobia de glicerol (1), régimen de células
en reposo con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.
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Por otra parte las biotransformaciones realizadas con la serie de biocatalizadores
construidos a partir de dicha cepa muestran, en todos los casos, un mayor nivel de
produccidn delproducto objetivo. El resultado mas interesante lo constituye el obtenido con
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pPP8), en el que se observa la mayor produccion de 1,2-
propanodiol (2), la minima produccién de los restantes metabolitos. Adicionalmente con
esta cepa se observa la produccidn de etanol (12) en concentracion apreciable. (En la Figura
3.21 a efectos de poder apreciar los restantes metabolitos se representa la relacién de areas
sobre 10 en el eje principal).

Finalmente, se debe sefialar que se observa la presencia de los metabolitos intermediarios
de la via metabdlica implantada (metilglioxal (3) y lactaldehido (4)).

Biotransformacion preliminar de glicerol (1) y glucosa (6)

Los resultados obtenidos en las biotransformaciones de glicerol (1) utilizando glucosa (6)
como co-sustrato en el periodo 6 a 24 horas se resumen en la Figura 3.22.

Productos de biotransformacion anaerobia de glicerol/glucosa células en reposo con
biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (% Area HPLC)
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Figura 3.22: Productos de biotransformacion anaerobia de glicerol (1)/glucosa (6), régimen
de células en reposo con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.

La introduccién de glucosa (6) como sustrato de biotransformacién introduce cambios en el
perfil de productos de biotransformacion.
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Sorprendentemente se observa, en estas condiciones la aparicion de formiato como
producto de reaccion, producto no esperado considerando el genotipo de la cepa base de la
construccion de los biocatalizadores.

Este hecho ha conducido a indagar acerca de las causas de la aparicién de este producto,
estando descrito que el gen tdcE que codifica para una oa-cetobutirato formiato-liasa
presenta, durante crecimiento anaerobio a partir de glucosa (6) al 10 %, actividad piruvato
formiato-liasa. El gen tdcE comparte el mismo operdn con el gen tdcD que codifica para

actividad acetato kinasa, tipicamente producida durante la degradacién de la treonina.>””3®

Adicionalmente debe sefalarse que si bien se ha descrito que la enzima TdcE acepta como
sustrato al piruvato (17) con igual eficiencia que al a-cetobutirato (18) , la sobreexpresion
de TdcE a niveles similares a los encontrados para Pfl en cepas aisladas de ambiente, no

379

logra restaurar el crecimiento anaerdbico de mutantes pfl. Hecho consistente con la

verificacion experimental descrita en 3.4.3.

El perfil de productos obtenidos resulta para todas las reacciones similar, si bien se observa
nuevamente la diferencia respecto a la sintesis de etanol (12) por parte de E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT(pPP8) probablemente vinculada a actividad de Gre2p sobre acetato (10) o
acetaldehido (28). Otra diferencia, que podria sefialarse es la reduccién cualitativa en el
nivel de metilglioxal (3) en las cepas transformadas frente al control. Lo anterior resultaria
consistente con un buen desempefio del sistema de detoxificacién implantado, y de la ruta
propuesta.

Por otra parte, el desempefio relativo de los diferentes biocatalizadores presenta cambios
respecto al observado cuando se biotransforma solamente glicerol (1), siendo en este caso
el uso de la cepa que expresa a Yprlp la que mayor concentracion de 1,2-propanodiol (2)
permite alcanzar. En cualquier caso, se reitera el resultado obtenido respecto a que todos
los transformantes producen mds diol que la cepa control, que en este caso se ubica por
debajo del limite de integracidn (aunque cualitativamente se observa la existencia de sefial).

Finalmente, las biotransformaciones realizadas con la combinacién de sustratos muestran
niveles de produccién de 1,2-propanodiol (2) levemente superiores a los obtenidos cuando
se biotransforma solamente glicerol (1). En cualquier caso, los niveles de produccion
contindan siendo muy bajos.

Biotransformacion preliminar de metilglioxal (3)

Siguiendo lo establecido en el capitulo estrategia se enfrenta a los biocatalizadores al
intermediario clave de la via metabdlica disefiada, el metilglioxal (3). Los principales
resultados obtenidos en estas biotransformaciones se discuten a partir de lo observado en
la Figura 3.23.
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Se observa formaciéon de producto objetivo en todas las reacciones desarrolladas con las
cepas transformadas, no registrandose formacion con la cepa control (en los que se obtiene
concentracién por debajo del valor umbral de integracidén en los cromatogramas en HPLC).
La mayor produccidn del diol corresponde a la cepa que expresa simultdneamente ambas
enzimas.

Se verifica, en todos los ensayos la formacidn de acido lactico (11) atribuible en principio a la
existencia de vias alternativas de detoxificacién del metilglioxal (3), siendo la mas descrita el
denominado by-pass del (R)-S-lactoilglutation.?*>*%

El acido lactico (11) se acumula en mayor proporcion en la biotransformacién realizada con
la cepa control y presenta una tendencia inversa a la verificada para la formaciéon de 1,2-
propanodiol (2) con los biocatalizadores construidos. Este hecho resulta simultaneamente
consistente con el rol de regeneracidon de equivalentes de reduccion asignado a la via
metabdlica introducida (en las cepas transformadas) y a la necesidad de detoxificacién que
la cepa control presenta enfrentada a este compuesto altamente toxico.

Biotransformacién de metilglioxal/glucosa en reposo - anaerobiosis con
biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT- células - (Area HPLC)
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Figura 3.23: Productos de biotransformacion anaerobia de metilglioxal (3)/glucosa (6),
régimen de células en reposo con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT.

Si bien la concentracion de 1,2-propanodiol (2) obtenida es notoriamente mayor a las
verificadas anteriormente, alin permanece por debajo del rango de linealidad establecido
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por la curva de calibracidn, razén por lo cual la estimacidn de la concentracidn de producto
se realiza a través del método de adiciones estdndar, co-inyectando con pequefos
volumenes de estdndar comercial.

A efectos del calculo se asume que el resto de los componentes se mantienen invariados
por lo que se utilizan como referencia para el ajuste de los resultados de integracién.Por
este método se obtiene, en primer lugar, la confirmacién de que el producto obtenido
presenta un comportamiento consistente con el 1,2-propanodiol (2) (a cuenta de futuras
acciones para la confirmacién de identidad del producto segin se describe en 3.6).
Simultdneamente se obtiene una aproximacién a la concentracidon alcanzada en la
biotransformacidn con el biocatalizador que contiene el vector pWS4, la que se estima en
los 0,09 g/L.

My 5 propanodiol adicionada = 08 ik | -
I’nl,Z-prOpanodioI adicionada — 648 E-6g rrimeraadicion \
My > propanodiol adicionada = 345 E-5 8 sewnansacen,  n /A 1
o
1,2-Propanodiol MOPS

Correlacion area en HPLC vs masa de 1,2-Propanodiol adicionaday calculo
de masa en solucidn inicial segun método de las adiciones estandar

y=5E+06x+ 17,24
R?2=0,999
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Figura 3.24: Co-inyeccion de muestra de biotransformacién con estandares de
concentracion conocida — Estimacion de la concentracion de 1,2-propanodiol (2) en
muestra problema.
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3.5.4 Ajustes en condiciones de biotransformacion anaerobia en régimen de
células en reposo

Distintas condiciones en que se desarrollan lasbiotransformaciones, variando la relacion
buffer MOPS (15) y biomasa del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) (elegido
por ser el que permite obtener mayor concentracion de producto) son evaluadas.La Figura
3.25 reune los principales resultados obtenidos. Las condiciones ensayadas estan
expresadas como (% de buffer: % biomasa).

Se recurre al sustrato glucosa (6)/glicerol (1) por presentar mejores resultados que glicerol
(1).La solucidn de partida presenta una concentracion de 10 g/L de cada producto y su
aporte se mantiene fijo en los ensayos en 10 % del volumen de reaccion.

Producciéonde 1,2-propanodiol con diferentes composiciones
de medios (g/L)
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Figura 3.25: Biotransformacién de glicerol (1)/glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4) Produccion de 1,2-propanodiol (2) vs diferentes relaciones buffer (15):
biomasa.’

Los resultados obtenidos permiten concluir que la composicién que presenta mejor
desempeiio es (% buffer MOPS (15):% Biomasa) igual a 60:30. No resulta sorprendente que
la produccién de 1,2-propanodiol (2) presenta un mdaximo a niveles que “equilibran” la
proporcion de buffer y biomasa. Valores menores de biomasapodrian significardilucién del

! Valores de concentraciones y errores estimados para composiciones (80:10), (30:60) y (20:70)
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sistema enzimdatico con la consecuente reduccién en el rendimiento de reaccién.Por otra
parte, niveles superiores de biomasa en detrimento del volumen de buffer, podrian
generaro bien reduccién de la capacidad de amortiguamiento del medio de reaccidn, que en
consecuencia al avanzar la biotransformacién no se mantenga el nivel de pH y se afecte la
actividad del sistema enzimatico (con efectos similares a los descritos en
biotransformaciones en suero fisiolégico) y/6 un mayor reparto de los metabolitos entre el
medio y la célula disminuyendo la concentracidn observada del producto.

La composicion (% buffer MOPS (15): % Biomasa: % solucién sustrato)= 60:30:10 se adopta
salvo que se explicite lo contrario para la realizacion de los siguientes ensayos, hasta que el
desarrollode una optimizacion multivariable de produccion de 1,2-propanodiol (2) permita
encontrar condiciones diferentes que maximicen la produccién.

3.5.5 Biotransformacion de metilglioxal (3) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)
en presencia de glucosa (6)/glicerol (1) en diferentes concentraciones y
modalidades de adicién

Las observaciones realizadas en las biotransformaciones anteriores aportan un primer
resultado cualitativamente importante: las modificaciones genéticas introducidas a las
cepas de partida modifican cualitativamente el desempefio de las mismas cuando se las
enfrenta a los sustratos de interés.

Simultdneamente, generan inquietud respecto a conocer el origen de la o las restricciones
gue impiden alcanzar concentraciones mayores en las reacciones de biotransformacion.

A priori, se identifican como potenciales causas o bien que la via metabdlica no sea
funcional en forma completa o por el contrario que la restriccion se ubique en el aporte de
metilglioxal (3) a la misma.

Atendiendo a estas observaciones se disefan los siguientes ensayos, en los que se busca
evaluar la obtenciéon del producto objetivo a partir de distintas concentraciones de
metilglioxal (3), glucosa (6) vy glicerol (1), asi como de diferentes condiciones de adicidn
delos sustratos, en biotransformaciones en régimen de células en reposo en anaerobiosis,
insumos necesarios para concluir respecto a la funcionalidad de la via. Los ensayos se llevan
a cabo con la cepa que tiene implantada la via completa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4).

3.5.5.1 Biotransformacion de metilglioxal (3) agregado en forma de pulso en
presencia de glicerol (1)/glucosa (6) con el biocatalizador E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT(pWS4)en régimen de células en reposo en anaerobiosis

El ensayo se lleva a cabo con diferentes concentraciones de metilglioxal (3), en el rango 0.5
mM a 32 mM. Se utiliza como control la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT enfrentada a
solucion de metilglioxal (3) 4 mM. Se realizan muestreos a las 24 hs, 36 hs, 48 hs (previo a la
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adicion de un segundo aporte de sustrato en las mismas condiciones que el inicial) y a las
96 hs de reaccion.

Los resultados de la produccion de 1,2-propanodiol (2) expresado en g/L en los tiempos de
muestreo para las distintas concentraciones de metilglioxal (3) (inicial) se resumen en la
Figura 3.26.

Concentracién de 1,2-propanodiol (g/L) vs concentracién de metilglioxal (mM) en funcién
del tiempo. Régimen de células en reposo en anaerobiosis.
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Figura 3.26: Biotransformacién de metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6).
Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Concentracion de 1,2-propanodiol (2) (g/L)
vs concentracion aportada de metilglioxal (3) (mM) en funcién del tiempo.

El analisis de los resultados permite visualizar que la produccién de 1,2-propanodiol (2) se ve
favorecida por la expresidon conjunta de las enzimas Gre2p-Yprlp. Cuando se compara el
nivel de produccion obtenido de 1,2-propanodiol (2) en cualquiera de las condiciones
ensayadas se observan niveles de produccién que varian -segin las distintas

concentraciones de sustrato utilizadas- entre 10 y 90 veces las obtenidas con la cepa control
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.

Cuando la comparacion de la produccion de 1,2-propanodiol (2) se realiza para el mismo
nivel de sustrato inicial (4 mM) el desempefio del biocatalizador disefiado resulta -segun el
tiempo de muestreo- entre 3 y mdas de 20 veces el observado para la cepa control como
respuesta al pulso inicial. Mientras que, para el segundo pulso se observa un nivel de
produccién que aproximadamente cuadriplica el medido para la cepa control.
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Lo anterior permitiria concluir que, en las condiciones ensayadas se verifica la expresion de

las enzimas involucradas Gre2p e Yprlp, lo que en principio resulta consistente con el hecho
de que la via metabdlica insertada es funcional.

Por otra parte se observa que, en las condiciones ensayadas en general se obtiene mayor
concentracion de 1,2-propanodiol (2) a concentraciones de sustrato mas elevadas.

Biotransformacion de metilglioxal en presencia de glicerol/glucosa.
Concentracién de 1,2-propanodiol (g/L) vs tiempo y concentracién del
metilglioxal (mM) aportada como pulso.
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Figura 3.27: Superficie de respuesta. Concentracién de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo
(hs) y concentracidn inicial de metilglioxal (3) (mM) adicién en pulso.

Finalmente, en cinco de las siete condiciones ensayadas la mayor concentracion de
producto se obtiene, a tiempo de reaccién 36 horas (se excluye de la comparacién el
muestreo a 96 horas por presentar dos pulsos).

Integrando los resultados obtenidos para ambas variables (concentracidon de sustrato y
tiempo de reaccién) sepuede construir la grafica incluida en la Figura 3.27. En ella se
representa la concentracién en g/L de 1,2-propanodiol (2) como una superficie de respuesta
dependiente de dos variables que se han ajustado en forma independiente, el tiempo de

biotransformacion y la concentracion inicial de metilglioxal (3) en el o los pulsos de sustrato
aportados.

La superficie obtenida presenta un maximo absoluto de 0,65 g/L de 1,2-propanodiol (2)
ubicado en la zona de aporte del primer pulso para las siguientes condiciones de
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biotransformacion:concentracion de metilglioxal (3) de 16 mM y tiempo de ensayo de 36
horas.

En la figura 3.28 se muestra la reaccién que tiene lugar. Considerando la estequiometria de
la misma es posible calcular para cada combinacién tiempo y concentracion el rendimiento

molar (mmy).
HO HO
0 Gre2p 0] Yprlp OH
Y )\4
_— —_—
Metilglioxal Lactaldehido 1,2-Propanodiol

Figura 3.28: Estequiometria biotransformacion de metilglioxal (3) a 1,2-
propanodiol.

Se observa que en las condiciones de ensayo correspondientes a la menor concentracién
inicial de metilglioxal (3) se obtienen rendimientos molares superiores a 100 %. Este
resultado, en principio llamativo, resulta consistente con la obtenciéon de 1,2-propanodiol
(2) a partir de metilglioxal (3) no solo adicionado externamente como sustrato de reaccion,
sino también sintetizado en rutas metabdlicas existentes en el biocatalizador a partir de
glicerol (1) presente en el medio. Si bien la misma situacidon podria estar ocurriendo a
concentraciones adicionadas mds altas es sensato considerar que resultaria enmascarada
por el sustrato adicionado.

La tendencia de rendimientos molares resulta, en términos generales decreciente a medida
gue aumenta la concentracién del metilglioxal (3) para un mismo tiempo de analisis.

A tiempo de reaccién de 24 horas se observan los valores menores de rendimiento molar,
siendo éste el tiempo en que la tendencia, adicionalmente, resulta mas irregular. Por otra
parte, a tiempo 36 horas (en concordancia con la mayor produccion de 1,2-propanodiol (2))
se verifican los valores mayores de rendimientos molares ubicdndose el maximo absoluto
para la combinacion de variables: concentracion inicial de metilglioxal (3) de 0,5 mM a
tiempo de reaccién de 36 horas.

Por su parte, cuando se consideran los resultados obtenidos para rendimiento molar a las 96
horas de biotransformacién, (las que se han calculado considerando no solo el aporte de
sustrato en el pulso inicial sino también el pulso aportado a las 48 horas) se obtienen los
resultados que se incluyen en la Figura 3.30, siendo posible observar una caida respecto a
los rendimientos molares calculados para el tramo 0 a 48 horas.

Al igual que en el caso anterior se verifica en estas condiciones que los mayores
rendimientos se obtienen a niveles de concentracion de metilglioxal (3) menores. Para la
concentracién mas baja adicionada se supera en el calculo denm; el 100 % lo que permite
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concluir que por cada unidad de sustrato aportada y bioconvertida se biotransforman 0.8
unidades de metilglioxal (3) obtenidapor el biocatalizador a partir de glicerol (1) .

Rendimiento molar de biotransformacion (%) vs Concentracidn inicial de
metilglioxal (mM) en funcién del tiempo
300
nm
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Figura 3.29:Rendimiento molar en biotransformacion de metilglioxal (3) (pulso inicial).

Rendimiento molar de biotransformacion (%) vs Concentracién de
metilglioxal (nM) a las 96 hs (adiciones a t=0 hs y t=48 hs)
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Figura 3.30: Rendimiento molar en biotransformacion de metilglioxal (3) (segundo pulso).
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Evolucion de glucosa (6) alo largo de la biotransformacidén

En la Figura 3.31 se representa la evolucion de la concentracién de glucosa (6) a lo largo de
estas biotransformaciones.A tiempo 36 horas en la mayoria de las condiciones ensayadas
gue se consideran, la glucosa (6) se consume practicamente en forma total.

Concentracion de glucosa (g/L) en funcién del tiempo
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6
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t=0 t=24 t=36 t=48 t=96
——0,5 —W—1 —4—2 4 —==8 16 32 Control 4 mM

Figura 3.31: Concentracién de Glucosa (6) (g/L) en biotransformaciones de metilglioxal
(3)/ glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en reposo evaluacion en funcién del
tiempo (hs) y concentracion acumulada pulso inicial y pulso a las 48 hs de metilglioxal (3).

Adicionalmente resulta interesante observar que, para las biotransformaciones realizadas
con el biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) a tiempo 24 horas se obtiene la
menor concentracion de glucosa (6) para la concentracion de metilglioxal (3) 16,0 mM,
(condicidn en la que se logra el maximo absoluto de concentracion de 1,2-propanodiol (2) a
tiempo 36 hs).

En otro orden, a partir de tiempo de reaccién de 36 hs la concentracion de glucosa (6) se
reduce a niveles muy préximos a cero. Combinando esta observacidn, con la realizada al
analizar la evolucién de la concentracidn de 1,2-propanodiol (2) en funcidn del tiempo y de
la concentracidén inicial de sustrato, resulta razonable considerar la mayor conversion de
metilglioxal (3) a 1,2-propanodiol (2) se produciria en presencia de glucosa (6), hecho que
resultaria consistente con la reduccidn de produccién de 1,2-propanodiol (2) verificada en la
casi totalidad de los casos entre 36 y 48 hs.

El resultado anterior resulta consistente con la utilizacién de la glucosa (6) en la
regeneracion de equivalentes de reduccion producidos en las reacciones involucradas -entre
otras-, aquellas pertenecientes a la via metabdlica aportada por el plasmido pWS4 al
biocatalizador utilizado en estas reacciones de biotransformacion. Simultdneamente deja
abierta la interrogante acerca del papel que la glucosa (6) estd jugando en la reaccidn,
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pudiendo interpretarse su rol en la regeneracion de cofactores o directamente como
sustrato en la produccion de 1,2-propanodiol (2).

Con la finalidad de calibrar la importancia del co-sustrato en la reaccion de
biotransformacidon se desarrolla un nuevoensayo, en el que se realiza la reposicion de
glucosa (6) a partir de las 24, 36, 48, 60 y 72 horas con el fin de evitar su agotamiento. La
concentracién de 1,2-propanodiol (2) resulta a las 96 horas de reaccion un 35 % superior a la
observada en el ensayo sin reposicién de glucosa (6).

Por otra parte, se evalla la produccién de 1,2-propanodiol (2) en la biotransformacion de
glucosa (6) exclusivamente (Ver Figura 3.32).

Produccién de 1,2-propanodiol. Biotransformacidn de glucosa
-células enreposo con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)

1,00 T I — 1

A Referencia Biotransformacion
glucosa/glicerol/metilglioxal

0,80

E. coli FMJ39-T7pol-Gm-

Concentracién de 1,2-propanodiol (g/L)
o
@
o

FRT(pWS4)
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT
0,40
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———F
0,20 \—/,l"
0,00
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Figura 3.32: Concentracién de 1,2-propanodiol (2) (g/L) en funcién del tiempo. Régimen de
células en reposo en anaerobiosis. Biotransformacion de glucosa (6).

En esta biotransformacién se observan importantes diferencias en los resultados obtenidos
cuando se utiliza la cepa control y la cepa transformada.En el primer caso practicamente no
se obtiene producto a ningun tiempo de reaccidn, por su parte, con el biocatalizador que
expresa la ruta Gre2p-Yprlp la obtencion de 1,2-propanodiol (2) a partir de glucosa (6) es
notoriamente menor que la que se obtiene a partir de glicerol (1)/glucosa (6)/metilglioxal
(3) (representada como referencia). La acumulacion del producto objetivo se incrementa
hasta tiempos préximos a 36 a 48 horas manteniéndose a partir de ese momento
relativamente estable. Por su parte a las 96 horas se observa glucosa (6) remanente.

El conjunto de resultados obtenidos serian consistentes con el rol asignado con anterioridad
a la glucosa (6) como aportante de cofactores reducidos a través de la glicdlisis, hecho que
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permite al ser utilizado conjuntamente con el glicerol (1)alcanzar el balance redox necesario
para el funcionamiento del sistema.

No obstante lo anterior, los resultados permitirian afirmar que la glucosa (6) por si sola no
es capaz de explicar la totalidad del 1,2-propanodiol (2) obtenido. Esta afirmacidn estaria
respaldada por la informacién contenida en las Figuras 3.26 y Figura 3.31, donde es posible
observar la respuesta del sistema a la adicién de un nuevo pulso de metilglioxal (3) a las 48
horas y verificacién a las 96 horas un incremento en la acumulacion del diol (periodo en que
no existe glucosa (6) en el medio).Este incremento estaria asociado a un aporte de NADH
realizado probablemente a partir de la oxidacion de glicerol (1).

En la misma direccién, los resultados alcanzados en el ensayo de biotransformacion de
glucosa (6) como Unico sustrato permiten observar que, aln en presencia remanente del
azucar la produccién del diol se detiene.

El metilglioxal (3) seria el sustrato predominante en esta reaccién, y que tanto el glicerol (1)
como la glucosa (6) aportarian como sustratos para la produccion de 1,2-propanodiol (2) en
menor medida.

Evolucion de Glicerol (1)

En el caso de la evolucién de la concentracion de Glicerol (1), no es posible realizar su
seguimiento por HPLC en las condiciones regulares de ensayo (fase mévil H,SO4 0,005 N),
considerando que a lo largo de la biotransformacion, se acumula acido lactico (11), producto
gue no logra resolverse variando temperatura y presién en las distintas cromatografias
ensayadas.La sustitucion de la fase mévil por acido férmico (13) permite la cuantificacidn de
este compuesto. No obstante lo anterior, la medida del glicerol (1) consumido (obtenido
por diferencia de la concentracién inicial y condicién final) resulta menor a lo sumo del
orden del error de dicha determinacién, por lo que no relne las condiciones para uso en el
reporte de resultados ni en los calculos de indicadores.

Evolucion de lactaldehido (4)

En la gréfica siguiente se muestran los resultados obtenidos para concentracion relativa de
lactaldehido (4) en funcidn del tiempo para las distintas condiciones de ensayo en las que se
realizo el agregado en forma de pulso inicial de metilglioxal (3).

Respecto a este intermediario de reaccidon corresponde sefalar que, al no disponerse de
estandar comercial se desarrollé la sintesis quimio-enzimatica (recurriendo a S. cerevisiae o
Daucus carota) y quimica del producto, logrdndose asignar el producto en los
cromatogramas de HPLC (los resultados se presentan en el apartado 3.9). No obstante lo
anterior, la pureza del producto obtenido no permitié su cuantificacién. Este hecho conduce
a que la evolucién de la concentracion de lactaldehido (4)sea expresada solamente en forma
relativa (como area en cromatogramas de HPLC).
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Es posible observar como tendencia general que, a medida que transcurre el tiempo, luego
de un aumento inicial verificado en las primeras 36 horas de reaccion, la concentracién de
este producto en el medio tiende a estabilizarse independientemente de la concentracién
de sustrato que se considere, para luego verificar un nuevo incremento como consecuencia
del agregado de nuevo pulso de metilglioxal (3) (ver Figura 3.33).

Concentracidn de lactaldehido en biotransformaciones de metilglioxal en presencia
de glicerol/glucosa (Area HPLC)
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Figura 3.33: Concentracién de lactaldehido (4) (Area HPLC) en biotransformaciones de
metilglioxal (3)/glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en reposo evaluacién en
funcion del tiempo y concentracion inicial de metilglioxal (3).

Cabe destacar que la Unica excepcion encontrada a la tendencia descrita corresponde a las
condiciones de biotransformacion donde se verifica el maximo de produccién de 1,2-
propanodiol (2) (Concentracion de metilglioxal (3): 16 mM, Tiempo: 36 hs), en la que se
observa disminucidn del referido intermediario a tiempo de reaccién 36 horas. Lo anterior
estaria reafirmando el rol del lactaldehido (4) como intermediario hacia la produccién de
1,2-propanodiol (2).

Por otra parte se verifica que, a mayor concentracion adicionada de metilglioxal (3), menor
resulta ser la concentracion (relativa) de lactaldehido (4) en el medio una vez concretado el
agregado de los dos pulsos (a tiempo inicial y a tiempo 48 hs), alcanzandose a tiempo 96 hs
un ordenamiento perfecto de Concentracion de lactaldehido (4) vs Concentracién de
metilglioxal (3) inicial. La tendencia verificada a este tiempo de reaccidn resulta opuesta a la
anteriormente descrita para el 1,2-propanodiol (2). (Ver gréfica 3.34).

Lo anteriormente descrito resulta consistente con el rol del lactaldehido (4) como
intermediario hacia la produccién de 1,2-propanodiol (2) confirmada a partir de ensayos de
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GC-quiral y GC-MS (con SPME) en los que se logra la identificacion del lactaldehido (4)
como intermediario de reaccion contra estandar verificado por RMN.(Informacién incluida
en Anexo Il).

Concentracién de lactaldehido (Area HPLC) y 1,2-propanodiol (g/L)
en biotransformaciones de metilglioxal en presencia de glicerol/glucosa
Tiempo de reaccion 96 hs
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Concentracion de metilglioxal
Figura 3.34: Concentracién de lactaldehido (4) (Area HPLC) y 1,2-propanodiol (2) (g/L) en
biotransformacion de metilglioxal (3)/glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en

reposo evaluacidn en funcién de concentracion de metilglioxal (3) (mM) a 96 hs.

Finalmente, resulta llamativo que todas las curvas de los distintos ensayos quedan bajo una
envolvente que puede construirse a partir de los resultados obtenidos para la produccion de
lactaldehido (4) por parte del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT sin transformar
(utilizado como control negativo). Este comportamiento podria tener relacion con el
establecimiento de equilibrios en los que participan el metilglioxal (3), el acido lactico (11) y
el lactaldehido (4).

Los resultados anteriores mostrarian diferencias entre los dos pasos de biocatdlisis
involucrados en la biotransformacién. Si bien ambos pasos resultan necesariosel paso
catalizado por de Yprlp resultaria ser el determinante, atendiendo al hecho de que en las
condiciones con menores niveles de produccién de 1,2-propanodiol (2) se verifica mayor
nivel de acumulacion de lactaldehido (4), intermediario de la reaccion.

Cuantificacion de acido lactico (11)
El producto acumulado a lo largo dela reaccién de biotransformacién a tiempo intermedio

entre lactaldehido (4) y glicerol (1) ha sido caracterizado a través de: coinyecciéon en HPLC y
Espectroscopia de Masas por Inyeccién Directa (MS-ID), sobre eluido obtenido a partir de
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HPLC semi-preparativo previamente liofilizada. Este producto ha sido identificado como
acido lactico (11).

Acumulacion de acido lactico (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal en presencia de glicerol/glucosa en funcién de la
concentracion inicial de metilglioxal - Tiempo de reaccion 96 horas
10,00

9,00
= 8,00
8
B 7,00
S
o 6,00
2
=]
< 5,00
[}
T
:E 4,00
3
= 3,00
[=
8
c 2,00
=]
o

ol l l

0,00 -

0,5mM 4mM 8 mM 16 mM 32mM Control
Concentracion inicial de Metilglioxal (mM) 4mM

Figura 3.35: Concentracién de acido lactico (11) (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1) /glucosa (6) en funcién de concentracién de
metilglioxal (3). Régimen de células en reposo en anaerobiosis- evaluacion a 96 horas.

Este producto de reaccién en los cromatogramas obtenidos en HPLC en las condiciones
estandar de seguimiento se observa inicialmente como hombro asociado al pico del glicerol
(1). Se intentan-sin éxito- diversas variantes de resolucion de estos picos, lograndose el
objetivo al utilizar como fase madvil CH,0; en concentracion 25 mM, manteniendo el resto
de las condiciones de ensayo cromatografico. Al reiterar los ensayos en las nuevas

condiciones cromatograficas, se llega a los resultados que pueden observarse en la Figura
3.35.

La produccién de acido lactico (11)puede resultar inicialmente sorpresiva, considerando que
la seleccién de la E. coliFMJ39 como cepa de partida de todas estas construcciones reposa-
entre otros-en el supuesto de que el hecho de presentar autada (anulada)la capacidad de
produccién de acido lactico (11) a partir de piruvato (17), aportaria condiciones favorables
para la obtencién del producto objetivo, al aportar una via alternativa a la regeneracion de
equivalentes de reduccion obtenidos en etapas previas de la via metabdlica. No obstante lo
anterior, al considerar las vias metabdlicas presentes en E.coli es posible identificar rutas
alternativas que conducirian a la aparicién de este producto tanto a partir de la dismutacién
del lactaldehido (4) obtenido como intermediario de reaccién asi como a partir de
metilglioxal (3) recorriendo el denominado by-pass del (R)-S-lactoilglutation.®*
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El acido lactico (11) podria eventualmente convertirse en un camino para el agregado de
valor inicialmente no previsto pero alineado con el objetivo del trabajo (basado en la
incorporacion de centros quirales como forma devalorizacion).

Estereoisomeria de acido lactico obtenido en biotransformaciones de

metilglioxal en presenciade glucosa/glicerol -48 y96 hs - (% Areade GC)
100 40

90 | M D-(-)-Acido Lactico M L-(+)-Acido Lactico ee

80

70

60

50

40

30

20

Concentracién de acido lactico (% Area GC)

10

E.coli FMJ39T7pol-Gm-FRT E.coli FMJ39T7pol-Gm- E.coli FMJ39T7pol-Gm-FRT E.coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS4) FRT(pWS4)

48 horas 96 horas

Figura 3.36: Estereoisomeria del acido lactico (11) (% Area ) obtenido en
biotransformaciones de metilglioxal (3) en presencia de glucosa (6)/glicerol (1).
Derivatizado a metilésteres.

La determinacion de la estereoisomeria del &acido lactico (11) obtenido en las
biotransformaciones se intenta -sin éxito- a través de HPLC Quiral. La resolucion de
enantiomeros del acido lactico (11) es alcanzada mediante Cromatografia Gaseosa quiral
con Columna Mega-Dex Dac ensayando el producto de derivatizacion (metilésteres).

Los resultados, que se resumen en la Figura 3.36, que son consistentes con lo descrito en la
bibliografia, permitenconfirmar que el producto obtenido carece de interés para la

estrategia de valorizacion definida por no tratarse de un producto épticamente puro (e.e.=
20 %).**°

Cuantificacion de acido formico (13) y etanol (12)

La realizacion de ensayos orientados a determinar la identidad del producto finalmente
confirmado como acido lactico (11) permite en forma casual la obtencion de indicios para la
asignacion del producto acido féormico (13) (inicialmente no buscado). Es asi que, al reiterar
el analisis de las muestras previamente ensayadas en fase movil H,SO,4 en fase mévil CH,0,
se observa un perfil de cromatograma idéntico, salvo por la resolucion de los picos glicerol
(1) -acido lactico (11) y por la desaparicion del pico sin asignar eluido a los 19 minutos
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aproximadamente. Este comportamiento (atribuido a que el producto a determinar resulta
indistinguible con la fase movil) lleva a incluir al acido formico (13) como posible producto.
La confirmacién de identidad de este producto se realiza finalmente co-inyectando estandar
comercial con muestra de biotransformacion en fase movil H,SO,.

Paralelamente se observa la formacién de etanol (12) a bajas concentraciones.

Los resultados obtenidos podrian responder, tal como se analizé en 3.5.3, a la accién de la
enzima TdcE sobre piruvato (17), produciendo formiato (13) y acetato (10) en ausencia de
Pfl.

Balance de Carbono y de Equivalentes de Reduccién en ensayo adicion de pulso

Para las condiciones ensayadas se procede a realizar un balance de Carbono y balance de
equivalentes de reduccionsiguiendo el Método del H disponible.*®!(Ver en Figura 3.37 un
ejemplo a titulo demostrativo).

Asumiendo -aun en conocimiento de que se trata de una simplificacién de una realidad mas
compleja- que los Unicos productos obtenidos son exclusivamente los listados se obtiene un
nivel de ajuste en el que la diferencia entre sustratos y productos se ubica en un 15 % en el
balance de Carbono y en un 11 % en balance de equivalentes de reduccion.

Finalmente, en la Figura 3.38 se ensambla para el tiempo 96 hs el conjunto de informacion
gue ha sido analizada previamente en forma parcial.
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Figura 3.37: Balance de Carbono y balance de equivalentes de reduccion. Biotransformacion de metilglioxal (3) en presencia de glucosa
(6)/glicerol (1) en anaerobiosis, células en reposo, adicion en pulso de metilglioxal (3), tiempo 96 hs.

BALANCE DE CARBONO

Sustrato Concentracién (g/L) Voumen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C
Glicerol (*) 1,51 1,00E-02 1,51E-02 92,09 1,64E-04 0,16 0,5
Glucosa 3,48 1,00E-02 3,48E-02 180,16 1,93E-04 0,19 1,2
Metilglioxal(**) 72,06 0,64 1,9
* estimado pese a error en la medida, ** 2 pulsos de concentracion 32 mM Total reactivos 3,6
Producto Concentracioén (g/L) Voumen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C
Acido Lactico 8,84 1,00E-02 8,84E-02 90,08 9,81E-04 0,98 2,9
Acido Acético 0,65 1,00E-02 6,50E-03 60,05 1,08E-04 0,11 0,2
Lactaldehido (*) 0,33 1,00E-02 3,30E-03 74,08 4,45E-05 0,04 0,1
Acido Férmico 1,41 1,00E-02 1,41E-02 46,03 3,06E-04 0,31 0,3
1,2-Propanodiol 0,53 1,00E-02 5,30E-03 76,09 6,97E-05 0,07 0,2
Etanol 0,76 1,00E-02 7,60E-03 46,07 1,65E-04 0,16 0,3
* Estimado igual que 1,2-propanodiol Total productos 4,1
Diferencia (%) 14

BALANCE DE EQUIVALENTES DE REDUCCION

Consumido n° mMoles H disponible/mol H disponible
Glicerol 0,16 14 2,3
Glucosa 0,19 24 4,6
Metilglioxal 0,64 12 7,7
Total reactivos 14,6
Producido n° mMoles H disponible/mol H disponible
Acido Lactico 0,98 12 11,8
Acido Acético 0,11 8 0,9
Lactaldehido (*) 0,04 14 0,6
Acido Férmico 0,31 2 0,6
1,2-Propanodiol 0,07 16 11
Etanol 0,16 12 2,0
Total productos 17,0
Diferencia (%) 14
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Biotransformacion de metilglioxal en presencia de glicerol/glucosa en anaerobiosis con E. coli
FMJ39T7pol-Gm-FRT(pWS4), células en reposo, adicion en pulso, tiempo 96 horas

Lactaldehido* [ Etanol Acetato S Férmico I | ictico ——1,2-Propanodiol
16,00 A 0,60
14,00
] 050

12,00

I (g/L)

"

10,00

8,00

racién de 1,2-prop

6,00

Concentracién de productos de reaccién (g/L)

4,00

2,00

0,00

0,5mM 1mM 2mM 4mM 8mMm 16 mM 32mm Control
4mM

Concentracién de metilglioxal

(*) Estimado por no contar con estandar que permita su cuantificacion.
Figura 3.38: Concentracidn relativa de productos (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). Células en reposo en anaerobiosis
en funcion de la concentracion inicial de metilglioxal (3) aportada en modalidad de pulso.

3.5.5.2 Biotransformacion de metilglioxal (3) agregado fraccionadamente en
presencia de glicerol (1) y glucosa (6) con el biocatalizador E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT(pWS4) en régimen de células en reposo

Se evalla la produccion de 1,2-propanodiol (2) por parte del biocatalizador frente a la
adicién reiterada de pequefios aportes de metilglioxal (3) en condiciones de células en
reposo.

Las concentraciones de aditivado en cada instancia de metilglioxal (3) corresponden a 0,5
mM; 2,0 mM; 4,0 mM y 8,0 mM manteniendo constantes las concentraciones iniciales de
glucosa (6) vy glicerol (1). Los muestreos se realizan a las 24 hs, 36 hs, 48 hs, 72 hs y 96 hs,
previo al nuevo agregado de sustrato correspondiente a ese tiempo de reaccion.

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 3.39. De su andlisis surge que,en general
se logran mayores niveles de acumulacién del producto objetivo en las muestras
correspondientes a tiempos mas prolongados de avance de reaccion (con mayor aporte de
sustrato).
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Por otra parte se observa que una mayor concentracion de sustrato agregadoconlleva un
mayor nivel de acumulacién de 1,2-propanodiol (2) sin lograr maximizar la funcion
produccién (las concentraciones de producto son siempre crecientes lo que abre la

posibilidad de que ante nuevos agregados pudiera incluso obtenerse mayor acumulacién de
producto).

Concentracién de 1,2-propanodiol (g/L) obtenida en ensayo agregados sucesivos
de metilglioxal en funcién de tiempo de reaccién y concentracién aportada en
cada adicion de sustrato.

Concentracion de 1,2-propanodiol (g/L)

t=24 hs t=36 hs t=48 hs t=72hs t=96 hs

0,5nM 2,0nM ®m4,0nM m8,0nM

Figura 3.39: Concentracién de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo de reaccién evaluada
para distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivadas en forma fraccionada.
Células en reposo en biotransformacion de metilglioxal (3) en presencia de glucosa
(6)/glicerol (1).

En forma andloga a lo planteado para la adicién de metilglioxal (3) en pulso se representa la
superficie de respuesta en funcidn de las variables concentracién de metilglioxal (3) en
adicion y el tiempo de reaccién. (Ver Figura 3.40)

Paralelamente se calcula el rendimiento molar para cada una de las condiciones tiempo y
concentracion a partir de la siguiente ecuacion:

_1314,23 « C(g/L) 1,2—Propanodiol t
- Y% (mM Metilglioxal,0)

Donde n es el nimero de la adicion sucesiva de metilglioxal (3) al vial del ensayo (resto de la
ecuacion idéntico a la descripcidn realizada para adicidn de sustrato por pulso).

my
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Produccién de 1,2-propanodiol (g/L) - biotransfrormacién de metilglioxal en presencia de
glicerol/glucosa- adiciones sucesivas.
Superficie de respuesta en funcién de concentracién de sustrato (mM) y tiempo de reaccién (hs)

0,60-0,70 0,50-0,60 90,40-0,50 0,30-0,40 0,20-0,30 ¥0,10-0,20 ¥ 0,00-0,10

diol (g/L)

acion de 1,2-pr
o
w
=)

020 | © 8,0nM
I! - _f.
© 010 | / 4,0nM
.'r. ’
0,00 : — Vi Concentracién
t=24hs = — ; " 2,0nM de metilglioxal
t=36hs TTe—— /
t=48 hs — . J,.r'f
Tiempo de reaccién t=72hs T — 0,5nM
t=96 hs

Figura 3.40: Superficie de respuesta. Concentracion de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo
(hs) y concentracién de metilglioxal (3) en agregados (mM) adiciones sucesivas.

Rendimiento molar de biotransformacion (%) vs Concentracién de Metilglioxal
(nM * N° de adiciones) en funcién del tiempo
140
nm, 120 — I
100 I
80 -
I
60 — I
I
I
40 — -
I I T
20 — -~
0
t=24 hs t=36 hs t=48 hs t=72 hs t=96 hs
Paso de 0,5 mM Paso de 2,0 mM M Paso de 4,0 mM M Paso de 8,0 mM

Figura 3.41: Biotransformacién de metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6).
Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Rendimientos molares en funcién de
concentracion de metilglioxal (3) en adiciones (mM) y tiempo (hs).

La observacion de estas graficas permite, por un lado concluir que el mayor rendimiento
molar en la produccién de 1,2-propanodiol (2), se verifica a concentraciones de adicion de
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metilglioxal (3) menores y tiempos cortos. El maximo valor obtenido para 24 horas y
concentracion de la adiciéon 0,5 mM, resulta en 122 %. Nuevamente la obtenciéon de un
rendimiento molar superior al 100 % resultaria consistente con la utilizaciédn de metilglioxal
(3) de origen metabdlico para su biotransformacion.

Evolucidn de glucosa (6) a lo largo de la biotransformacion

El andlisis de la evolucidn a lo largo de estas biotransformaciones de la concentracién de
glucosa (6), permite observar la siguiente tendencia:

Concentracién de glucosa (g/L)
en funcion del tiempo y la concentraciéon de metilglioxal aditivado (mM)

6,0

5,0 e

4,0
3,0
2,0 \\
1,0 \ V7 v

g‘f - M
0,0

t=24hs t=36hs t=48hs t=72hs t=96hs

Concentracion de glucosa (g/L)

-£—05mM =—=—20mM 4.0mM =—>%=8,0mM

Figura 3.42 Concentracion de glucosa (6) (g/L) vs tiempo de reaccién evaluada para
distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivadas. Biotransformacién de
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en reposo en
anaerobiosis.

Se observa que a las 36 horas en la mayoria de las condiciones ensayadas la concentracién
de glucosa (6) presente en el medio es marginal. Un comportamiento atipico se observa
para el caso de paso de adicion de metilglioxal (3) 8 mM, en el que a 48 horas se observa la
existencia de un resto de glucosa (6) (aproximadamente 15 % de la adicién inicial).

Combinando el resultado anterior con los obtenidos para productos de biotransformacion,
se observa que, a concentraciones bajas (0,5 mM, 2,0 mM y 4,0 mM) la concentraciéon
obtenida a 36 horas difiere escasamente de la lograda a tiempos superiores, mientras que
en el ensayo con concentracién 8,0 mM se observa un comportamiento similar pero diferido
a tiempos mayores (tiempos en el rango 48 hs a 72 hs).
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Los resultados anteriores son consistentes con lo planteado en el caso de adicidn en pulso
respecto a la existencia de cierto correlato entre la presencia de glucosa (6) y el avance de la
reaccion de biotransformacion.

Evolucion de lactaldehido (4)

Al analizarla presencia de lactaldehido (4) en ensayos en los que la adicion de metilglioxal (3)
se realiza en forma fraccionada a lo largo del tiempo se obtienen los resultados que se
resumen en la Figura 3.43.

Concentracién de lactaldehido en biotransformaciones de metilglioxal
(adiciones sucesivas) en presencia de glicerol/glucosa. (Area HPLC)
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—4—0,5mM —l—-2mM 4mM —4~—8mM

Figura 3.43: Concentracion de lactaldehido (4) (Area HPLC) vs tiempo de reaccién evaluada
para distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivada. Biotransformacion de
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). Células en reposo en anaerobiosis.

Se puede observar, tanto la estabilidad de los niveles de lactaldehido (4)pasadas las 36
horas, asi como la existencia de una tendencia por la que niveles mayores de concentracién
de metilglioxal (3) adicionado como sustrato (4 mM y 8 mM) se corresponden con niveles de
lactaldehido (4) menores y a niveles de producto objetivo mayores concordantemente con
lo descrito para la adicién en pulso de metilglioxal (3) (Figura 3.44).
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Concentracién de lactaldehido (Area HPLC) y 1,2-propanodiol (g/L) en biotransformaciones
de metilglioxal en adiciones sucesivas en presencia de glicerol/glucosa
Tiempo de reaccion 96 hs

0,80

T I 0,70
il 1 /I'

0,60

——

T /

1 / 0,50

/}/ 0‘40

/ 0,30
/ 020

0,10

Concentracion de lactaldehido (HPLC)

0,00
0,5mM 2mM 4mM 8mM

Lactaldehido == 1,2-Propanodiol

Concentracién de 1,2-propanodiol (g/L)

Figura 3.44: Biotransformacién de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6). Régimen de
células en reposo. Concentracion de lactaldehido (4) (Area HPLC) y 1,2-propanodiol (2)
(g/L) a 96 hs. Evaluacionadistintas concentraciones de metilglioxal (3)aditivadasenforma
fraccionada.

Como puede observarse en el conjunto de graficos siguiente el nivel de metilglioxal (3), se
mantiene relativamente estable y en bajo nivel a partir de las 24 horas de
biotransformacion. El hecho de que éste seria el producto que actuaria como repositorio del
lactaldehido (4) biotransformado, las tendencias observadas resultarian consistentes con el
hecho de que un mayor nivel de produccion de 1,2-propanodiol (2) se logra a expensas del
lactaldehido (4) presente en el medio.

Cuantificacion de acido lactico (11)

En términos generales se observa para niveles similares de metilglioxal (3) adicionado
menor formacién de acido lactico (11) (del orden del 50 %), cuando se compara con la
adicién de igual masa de sustratoen forma de pulso inicial.

El producto obtenido presenta un exceso enantiomérico (e.e.) del 10 % para las muestras en
las que se realiza mayor adicidon de metilglioxal (3). Un hecho interesante se encuentra al
evaluar la estereoquimica del producto con menor adicion de metilglioxal (3) que presenta
un e.e. de 60% aproximadamente. No obstante el pequefio volumen obtenido lleva a que
resulte el conjunto produccion y estereoquimica igualmente falto de atractivo.
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Acumulacion de acido lactico (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal (adiciones sucesivas) en presencia de
glicerol/glucosa en funcion de metilglioxal agregado.
_6,00
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Metilglioxal adicionado (5 x Concentracion mM)

Figura 3.45: Concentracién de acido lactico (11) (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1) /glucosa (6) en funcién de metilglioxal (3)
adicionado. Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Evaluacion a 96 horas (5
agregados).

Cuantificacion de acido férmico (13) y etanol (12)

Los resultados obtenidos son consistentes con la atenuacién en la actividad pfl (piruvato
formiato liasa) en la cepa utilizada como punto de partida en la construccién de los
biocatalizadores, pero no la anulacién de la actividad piruvato formiato liasa, que como se
discutiera anteriormente puede estar vinculada a la expresién de la a-cetobutirato formiato
liasa, tdcE.

Finalmente se presentan los resultados agrupados a tiempo final (96 hs) y el balance de
Carbono y de equivalentes de reduccién (Figuras 3.46 y 3.47).
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Concentracién de productos de reaccién (g/L)
[e)]

Biotransformacion de metilglioxal (adiciones sucesivas) en presencia
de glicerol/glucosa con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) T=96 hs
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(*) Estimado por no contar con estandar que permita su cuantificacion.
Figura 3.46: Concentracidn relativa de productos (g/L) en biotransformaciones de
metilglioxal (3) (adiciones sucesivas) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6) a 96 hs.
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Figura 3.47: Balance de Carbono y Balance de equivalentes de reduccién. Biotransformacién de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6) en

anaerobiosis, células en reposo, adicion fraccionada de metilglioxal (3).
METABOLISMO - BALANCE DE REACCIONES

wsivl55D96 BALANCE DE CARBONO
Consumido Concentracién (g/L) Voumen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C
Glicerol 0,52 1,00E-02 5,20E-03 92,09 2,89E-05 0,03 0,1
Glucosa 4,64 1,00E-02 4,64E-02 180,16 5,04E-04 0,50 3,0
Metilglioxal ** 72 0,40 1,2
Total reactivos 4,3
Producido Concentracién (g/L) Voumen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C
Acido Lactico 5,46 1,00E-02 5,46E-02 90,08 6,06E-04 0,61 1,8
Acido Acético 3,12 1,00E-02 3,12E-02 60,05 5,20E-04 0,52 1,0
Lactaldehido* 0,18 1,00E-02 1,80E-03 74,08 2,43E-05 0,02 0,1
Acido Férmico 1,23 1,00E-02 1,23E-02 46,03 2,67E-04 0,27 0,3
1,2-Propanodiol 0,69 1,00E-02 6,90E-03 76,09 9,07E-05 0,09 0,3
Etanol 0,77 1,00E-02 7,70E-03 46,07 1,67E-04 0,17 0,3
Total productos 3,8
Diferencia (%) 12
* cuantificaciones estimadas
** 0,08 106,7 microlitros a tiempo 0, 24, 36,48 y 72 horas de solucién stock de concentracion 0,75 M
5 adiciones de 0,08 mM
wsiv155D96 BALANCE DE PODER REDUCTOR
Consumido n° mMoles H disponible/mol H disponible
Glicerol 0,03 14 0,4
Glucosa 0,50 24 12,1
Metilglioxal ** 0,40 12 4,8
Total reactivos 17,3
Producido n° mMoles H disponible/mol H disponible
Acido Lactico 0,61 12 7,3
Acido Acético 0,52 8 4,2
Lactaldehido* 0,02 14 0,3
Acido Férmico 0,27 2 0,5
1,2-Propanodiol 0,09 16 1,5
Etanol 0,17 12 2,0
Total productos 15,8
Diferencia(%) 10
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3.5.5.3 Comparacion de resultados obtenidos en las diferentes modalidades de
adicion de sustrato

Para facilitar la comparacién de resultados obtenidos por uno u otro método de adicidn de
sustrato se agrupan los ensayos que presentan una misma concentracién del material de
partida, por ejemplo: una reaccidn en la que se cargd “un pulso” de metilglioxal (3) que
permite alcanzar una concentracién en el medio de reaccidon de 4 mM, serd considerada
equivalente a una reaccién en la que se haya adicionado ese nivel de sustrato a partir de 2
agregados de concentracion 2 mM, la que se identifica como 2 x 2 mM. Esta comparacién se
realiza con independencia del tiempo de muestreo por lo que se selecciona en cada pulso el
valor de mayor produccion de 1,2-propanodiol (2).

La comparacién de los resultados obtenidos puede hacerse utilizando diferentes criterios
entre los que se pueden mencionar: maximizar la concentracion obtenida de producto
objetivo, maximizar el rendimiento verificado en la reaccidén, minimizar el tiempo de
reaccion, la concentracién de productos de reaccién no deseados o combinaciones de ellos.

Desde el punto de la concentracién maxima de producto obtenido se puede afirmar que no
se observan grandes diferencias entre uno y otro método, ubicdndose la concentracién de
1,2-propanodiol (2)en el entorno de los 0,7 g/L.

Complementando este analisis con el criterio rendimiento molar y tiempo de reaccién
puede comentarse que el mejor desempeiio en las condiciones ensayadas se obtiene con
el agregado realizado en forma de pulso con una concentracion de metilglioxal (3) de 16
mM, la que, a tiempo de biotransformacion de 36 horas permite alcanzar una
acumulacién de 1,2-propanodiol (2)de aproximadamente 0,7 g/L y con un rendimiento
molar de 53 %.

Por otro lado, analizando las dificultades que podrian afrontarse en etapas de purificacion
ulteriores puede verse como mas favorable el resultado obtenido en adicién fraccionada de
metilglioxal (3) que como caracteristica general presenta un menor nivel acumulacién de
subproductos.

Un aspecto adicional a considerar lo constituye la posibilidad de continuar acumulando diol
en la modalidad adicidon fraccionada, mediante nuevos agregados de metilglioxal (3)
atendiendo a lo oportunamente observado respecto a la ausencia de maximo en la
superficie de respuesta calculada.

Cuando se realiza reposicion de glucosa (6) en las biotransformaciones la acumulaciéon del
producto 1,2-propanodiol (2) aumenta, llegando a obtenerse una concentracién de 1,1 g/L.

Un aspecto interesante lo constituye el hecho de que la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT
utilizada como control, en las condiciones descritas muestra produccion marginal (pero
observable) del producto de interés.
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Con independencia del mecanismo de adicién que se considere se puede afirmar que todas
las biotransformaciones realizadas con la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4)
acumulan niveles significativamente mayores de 1,2-propanodiol (2) a las logradas con la
cepa control.

En orden se evidencia que la disponibilidad de metilglioxal (3) es esencial para el avance de
la reaccidn, pudiendo constituir su falta de disponibilidad una restriccién al avance de la
reaccion.

Los balances de Carbono y de equivalentes de reduccién desarrollados presentan un ajuste
gue puede considerarse aceptable.

3.5.6 Efecto de la relacidn glicerol (1)/glucosa (6) en biotransformaciones de
metilglioxal (3) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) en régimen de
células en reposo

La concentracidon de glucosa (6), segun se ha sefialado anteriormente resulta relevante para
el avance de la biotransformacién.

Rendimiento molar en funcion de relacion de glucosa (G)/glicerol (g)
inicial a distintos tiempos en biotransformacion de metilglioxal (4
80 T T
mi)
70

60

50

40

G:g=1:2 G:g=1:1 G:g=2:1
t=24hs mt=36hs Bt=48 hs mt=96 hs

- - - Indica momento de la adicidn de un segundo pulso de Metilglioxal (3).
Figura 3.48: Comparacion de rendimientos molares en la produccién de 1,2-propanodiol
(2) a partir de metilglioxal (3) en funcién de la relacién de glucosa (6)/glicerol (1) y el
tiempo de reaccion.

En base a lo anterior es que se ejecuta una serie de ensayos en los que se evalua el
rendimiento molar obtenido en la produccién de 1,2-propanodiol (2) en
biotransformaciones de metilglioxal (3), 4 mM adicionado como pulso a tiempo cero con
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reiteracion del agregado a las 48 horas usando como variable la relacién glucosa (6)/glicerol
(1) inicial.

Los ensayos se llevan a cabo por triplicado con muestreos a las 24 hs, 36 hs, 48 hs y 96 hs,en
la Figura 3.48 se representa la media obtenida para cada condicién de ensayo.

Si bien existen variaciones en la tendencia verificada para cada tiempo de muestreo, la
misma es creciente con el aumento en la relacién glucosa (6)/glicerol (1) obteniéndose los
mayores niveles de conversidn para una proporcion de glucosa (6) /glicerol (1) de 2:1.

Adicionalmente, este resultado es consistente con el obtenido a partir de la gréfica siguiente
donde se observa que esa relacién glucosa (6)/glicerol (1) es la Unica que presenta
remanente de glucosa (6) a partir de las 36 horas de reaccion.

A las 96 horas, se verifica consumo total de glucosa (6) en todas las muestras ensayadas.

Concentracion de glucosa (g/L) en funcién de la relacién inicial de
glucosa (G)/glicerol (g) y tiempo de reaccion.

10,0

9,0 I

70 N\

60 N\

5,0
4,0 -\ \

10 N\ N

Concentracién de glucosa (g/L)

o~ ~—

0,0 \\=‘ ¥

t=24 hs t=36 hs t=48 hs t=96 hs

—Gig = 112 e—Gig=111 ——G:ig=2:1

Figura 3.49: Biotransformacion de metilglioxal (3) 4 mM. Concentracion de glucosa (6) en
funcién de la relacién de concentracion inicial glucosa (6)/glicerol (1) y el tiempo de
reaccidn.

3.5.7Biotransformacion de lactaldehido (4)- Produccién de 1,2-propanodiol (2)

Con la intencién de terminar de caracterizar el desempefio de la via metabdlica disefiada es
gue se enfrenta a los biocatalizadores que expresan Yprip al lactaldehido (4).
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Producciénde 1,2-propanodiol (g/L) a partir de lactaldehido con
biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT

1,60

1,40

1,20

1,00

0,80 -

0,60 -

0,40 -

Concentracién 1,2-propanodiol (g/L)

0,20 -

0,00 - . I

E. coli FMJ39- E. coli FMJ39- E. coli FMJ39 Blanco Lactaldehido
T7pol-Gm-FRT T7pol-Gm-FRT(pWS3) -T7pol-Gm-FRT(pWS4)

Figura 3.50: Biotransformacién de lactaldehido (4) en presencia de glucosa (6)/glicerol (1).
Régimen de células en reposo anaerobias con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT.

En la Figura 3.50 se observa buen nivel de produccién de 1,2-propanodiol (2) en las cepas E.
coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3) y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) alcanzando los 1.47
g/L, nivel que duplica la maxima produccion obtenida a partir de biotransformacién de
metilglioxal (3).

Estos resultados implicarian que la limitante en los niveles de producciéon de 1,2-
propanodiol (2) en los ensayos previos se ubicaria en la disponibilidad de lactaldehido (4),
pues en la medida en que este intermediario se encuentra disponible (y en condiciones de
exceso) parece posible avanzar a mayores conversiones hacia el diol.

De esta forma la evaluacidon del desempefio de cepas que expresan Yprlp reafirma la
importancia de Gre2p (enzima responsable del aporte de lactaldehido) como resultado mas
importante.

Simultaneamente se observa un nivel de produccion importante por parte de la cepa control
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT, resultado a priori inesperado.

3.5.8 Resumen de resultados obtenidos

La Tabla 3.6 resume la concentracién de 1,2-propanodiol (2) alcanzada para cada sustrato,
las condiciones en que se realiza el ensayo y el biocatalizador que presenta el mejor
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desempeiio en biotransformaciones en células en reposo con biocatalizadores de la
Estrategia 2.

Tabla 3.6: Concentraciones de 1,2-propanodiol (2) obtenidas en biotransformaciones con
células en reposo.

Entrada Sustrato (Forma de Adicion) Cepa de mejor desempefiio Concentracién (g/L)
1 Glicerol E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT(pPP8) < Limite de cuantificacion
2 Glicerol/Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3) < Limite de cuantificacion
< Limite de cuantificacién

Metilglioxal /Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4
3 glioxal / P (pPWs4) (Estimado: 0,09)
4 Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) 0,3
5 Glicerol/Glucosa/Metilgioxal No aplica 0,7

(Pulso)
Glicerol/Glucosa/Metilgioxal

6 (Adiciones sucesivas con No aplica 1,1

reposicion de Glucosa)
2 GI|cerol_/§Iucosa/Me't|Igloxal No aplica 0,7

(Adiciones sucesivas)
8 Lactaldehido E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) 1,5

3.5.9 Revisidn de la estrategia 2 e introduccidon de mejoras (Estrategia 2.5)

Los resultados obtenidos a partir de los ensayos presentados en el marco de la Estrategia 2
permiten establecer que: la produccién de 1,2-propanodiol (2) obtenida a partir de
lactaldehido (4) es mayor que la lograda a partir de metilglioxal (3), que a su vez resulta
mayor que la alcanzada a partir de glicerol (1)/glucosa (6), la que es mucho mayor que la
acumulada solamente al biotransformar solamente glicerol (1).

Estos resultados permiten afirmar que la via metabdlica disefiada de novo es funcional, no
obstante, los resultados serian consistentes con la existencia de una restriccion en el acceso
de metilglioxal (3) a la via (hecho razonable atendiendo a la toxicidad de este intermediario).

Con base en lo anterior se concluye respecto a la necesidad de recorrer el camino previsto
en el apartado 2.3 del Capitulo Estrategia y Objetivos, donde se establece este escenario
como altamente probable y para el cual se establece una posible forma de mitigarlo. La
transformacion del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) con un vector de
expresion derivado del plasmido pRSFDuet-1 incluyendo el gen que codifica la metilglioxal
(3) sintasa (mgsA) de E. coli, origina al biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4)(pWS5).

3.5.9.1 Construccion del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5)

Células electrocompetentes de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) se transforman con el
vector (pWS5) recuperandose transformantes en medio LB-Gm-Amp-Kan.

135



Bgtl
mgsA

Pstl

lacl ___Hindill
_~——Ndel
pWS5
RSFDuet-1 mgs
4251bp
\Kpnl

Xhol

—

Kn
Figura 3.51:Vector de expresion pWS5 para metilglioxal sintasa a partir de vector
pRSFDuet-1

3.5.9.2 Verificacion de actividad frente a glicerol (1) y glicerol (1)/glucosa (6) del
biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4)(pWS5)

A efectos de determinar si existen diferencias observables en los productos de
biotransformacién de glicerol (1) con las cepas E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT, E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT(pWS4) y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5) se desarrollan ensayos
comparativos de biotransformaciones de glicerol (1)/glucosa (6), en los que las dos primeras
cepas actuan como controles del desempefio del tercer biocatalizador en todas las
condiciones previamente evaluadas.

En la Figura 3.52 se observan los resultados obtenidos para el ensayo en régimen de células
en reposo donde se representa la concentracion de 1,2—propanodiol (2) obtenida en funcion
del tiempo para el conjunto de biocatalizadores evaluados en biotransformaciones de
glicerol (1) /glucosa (6). Como puede observarse, el nivel de acumulacién del producto
objetivo con el nuevo biocatalizador practicamente duplica la obtenida con la cepa
transformada utilizada como control.

Similar nivel de produccion de diol se observa en las biotransformaciones de glicerol (1)
/glucosa (6) en régimen de células en crecimiento con el nuevo biocatalizador. La diferencia
con las cepas control es ain mds marcada en estas condiciones (Figura 3.53).

El ensayo desarrollado con células en crecimiento permite visualizar por primera vez la

formacioén de producto en estas condiciones en concentraciones cuantificables, hecho que
resultaria asignable a la nueva modificacién introducida.
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Producciénde 1,2-propanodiol en biotransformacién anaerobia de
glicerol/glucosa con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5)
régimen de celulas en reposo
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Figura 3.52: Biotransformacién de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en reposo
en anaerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).>

Producciéonde 1,2-propanodiol en biotransformacién anaerobia de
glicerol/glucosa con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5)
régimen de células en crecimiento
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Figura 3.53: Biotransformacién de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en
crecimiento en anaerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).’

Por otra parte se realiza la evaluacién de desempefio del nuevo biocatalizador en régimen
de células en crecimiento en aerobiosis. Los resultados se resumen en la Figura 3.54. Es
posible observar que las cepas transformadas son las Unicas capaces de producir -aunque en
concentraciones marginales- el diol de interés- resulta apreciable la diferencia en los niveles
de produccidn a partir de una y otra construccion ensayada.

%Valores graficados para cepa control y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) a las 48 hs corresponden a estimaciones
(<Limite de Cuantificacion).

3valores graficados para cepa control y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) a las 48 hs corresponden a estimaciones
(<Limite de Cuantificacion).
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Produccion de 1,2-propanodiol en biotransformacién aerobia de
glicerol/glucosa con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5)
régimen de células en crecimiento
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Figura 3.54: Biotransformacion de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en
crecimiento en aerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).*

En ninguna de las biotransformaciones en que se recurre a glicerol (1) como Unico sustrato
se observa formacién de producto de interés.

Con los resultados previamente comentados se podria haber optado por avanzar en la
optimizacion multivariable con el biocatalizador que expresa las dos reductasas y la
metilglioxal sintasa tanto para células en crecimiento como para el régimen de células en
reposo en anaerobiosis. Sin embargo atendiendo al volumen de antecedentes acumulado en
uno y otro caso es que se resuelve realizar el disefio experimental con fines de optimizacién
para el régimen de células en reposo.

3.5.10 Optimizaciéon multivariable con cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)
(pPWS5)

El presente ensayo se desarrolla con la intencién de identificar los pardmetros que
influencian la produccion de 1,2-propanodiol (2) y en qué configuracion de dichas variables
se maximiza su produccién.

Se recurre a la aplicacion del disefio de Plackett-Burman con dos niveles para cada variable a
ser utilizados en la etapa de tamizado de variables, los niveles que adoptan las variables se
codifican como (+1) y (-1).Posteriormente se realiza en ensayo de optimizacidn recurriendo
al model de Wilson y Box con las variables seleccionadas en Plackett-Burman.

*Valores estimados (<Limite de Cuantificacion).
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Evaluacion preliminar - identificacidon de variables criticas

Considerando las caracteristicas del proceso en estudio se identifican variables relacionadas
a la preparacién del biocatalizador y variables relacionadas a las condiciones de realizacién
de la reaccion.

Las variables asociadas a la preparacion del biocatalizador seleccionadas incluyen:

i) Concentracion de IPTG (20) utilizado en la etapa de induccion. Debe
considerarse que dependiendo del aporte del inductor podria lograrse un mayor
o menor nivel de produccién de las enzimas. Particularmente para el caso de la
metilglioxal sintasa esto podria acarrear que pudiera obtenerse una mayor
concentracién de metilglioxal (3), producto que presenta segun se ha sefialado
previamente un interesante compromiso entre su toxicidad a concentraciones
relativamente bajas y por otro lado la necesidad de su produccidn para alimentar
la via metabdlica disefiada. Por lo expuesto resulta razonable su inclusion como
variable de ensayo, analizando la concentracién de IPTG (20) utilizada hasta este
momento (Nivel +1: 12 mM de IPTG (20) y Nivel -1: 36 mM).

ii) La temperatura de incubacién en la induccion. El biocatalizador a estudio
presenta 4 modificaciones genéticas que implican la inclusion de material
codificante de diferente origen. Por un lado se incluyen, segin se ha descrito
genes provenientes de S. cereviseae y por otro genes provenientes de E. coli,
siendo sensible su actividady nivel de expresién (produccién de enzima), entre
otras variables, a la temperatura de incubacién post-induccién. La preparacion
del material celular en las reacciones desarrolladas conE. coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4) se realizd estableciendo en 30 2C la Temperatura de incubacion
posterior al agregado de IPTG (20). El valor asignado a este parametro es
revisado en esta ocasién atendiendo que se pretende remover una barrera ligada
directamente a la biosintesis del metilglioxal (3) por lo que tiene interés evaluar
el desempeio del proceso global cuando la temperatura se fija en 30 2C (Nivel
+1) y en 37 oC (Nivel -1).

Paralelamente cuando se analizan las condiciones de reaccidn en régimen en células en
reposo y anaerobiosis se identifican:

i) El pH del medio. Tal como se observara en la ejecucion de reacciones en régimen
de células en reposo en anaerobiosis en Suero Fisiolégico existe una correlacion
clara entre el pH del medio y el avance de reaccién.Por ese motivo se plantea
evaluar el desempefio del sistema en dos valores de este parametro (Nivel +1:
pH=6.4 y Nivel-1 : pH 6.8).
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ii) La concentracidon del biocatalizador en el medio de reaccion.La influencia de
esta variable se ha comentado oportunamenteal desarrollar ensayos con la
finalidad de ajustar las condiciones de biotransformacién con E. coliFMJ9-T7pol-
Gm-FRT(pWS4) (Ver apartado 3.5.4). En esta instancia se evaluala concentracion
habitual de biocatalizador (utilizada normalmente en ensayos previos)y una
concentracion que la triplique. (Nivel +1: Concentracion previamente utilizada y
Nivel -1: 3 x Concentracion previamente utilizada).

iii) El compuesto como co-sustrato. En ensayos previos se ha evidenciado la
necesidad de contar con glucosa (6) como co-sustrato, no obstante atendiendo a
la posibilidad de obtener el co-sustrato de fuentes mas econdmicas resulta de
interés evaluar el desempeno de otras fuentes de Carbono que puedan jugar
este rol. En este ensayo se incluye como alternativa a la glucosa (6), el aporte de
lactosa (19). (Nivel +1: glucosa (6) y Nivel -1: lactosa(19)).

A partir de estas definiciones se disefia el siguiente ensayo siguiendo el modelo Plackett-
Burman de 32 entradas con la finalidad de segregar las variables determinantes en el
resultado de la biotransformacién de lasaccesorias. Adicionalmente su ejecucién
permiteidentificar la existencia de posibles interacciones entre las variables consideradas.
(Ver Tabla 3.7)

Para cada variable se representan los resultados obtenidos de producciéon de 1,2-

propanodiol (2) agrupados por nivel del pardmetro, se calcula la media y la desviaciéon
estandar y se representa la linea de tendencia. (Ver Figura 3.55)
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Tabla 3.7: Diseiio de ensayo segtin Plackett-Burman de 32 entradas.

Ensayo Placket Burman

Temp en Concentracion de Co-sustrato (G Concentracion
IPTG . - . . pH .
induccion biocatalizador olL) producto (g/L)
PB1 1 1 1 1 1 0,02
PB2 1 1 1 1 -1 0,00
PB3 1 1 1 -1 1 0,24
PB4 1 1 1 -1 -1 0,01
PB5 1 1 -1 1 1 0,05
PB6 1 1 -1 1 -1 0,00
PB7 1 1 -1 -1 1 0,29
PB8 1 1 -1 -1 -1 0,09
PB9 1 -1 1 1 1 0,11
PB10 1 -1 1 1 -1 0,13
PB11 1 -1 1 -1 1 0,39
PB12 1 -1 1 -1 -1 0,26
PB13 1 -1 -1 1 1 0,16
PB14 1 -1 -1 1 -1 0,09
PB15 1 -1 -1 -1 1 0,31
PB16 1 -1 -1 -1 -1 0,16
PB17 -1 1 1 1 1 0,06
PB18 -1 1 1 1 -1 0,04
PB19 -1 1 1 -1 1 0,31
PB20 -1 1 1 -1 -1 0,08
PB21 -1 1 -1 1 1 0,08
PB22 -1 1 -1 1 -1 0,04
PB23 -1 1 -1 -1 1 0,33
PB24 -1 1 -1 -1 -1 0,11
PB25 -1 -1 1 1 1 0,08
PB26 -1 -1 1 1 -1 0,04
PB27 -1 -1 1 -1 1 0,26
PB28 -1 -1 1 -1 -1 0,18
PB29 -1 -1 -1 1 1 0,09
PB30 -1 -1 -1 1 -1 0,10
PB31 -1 -1 -1 -1 1 0,42
PB32 -1 -1 -1 -1 -1 0,18

El efecto de un determinado parametro es evaluado como el cambio en la concentracidn
verificado en el rango total (2 veces la pendiente).
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Figura 3.55: Estimacion de efectos para cada parametro evaluado.

Simultaneamente con las dos poblaciones de datos (una por valor del pardmetro) se realiza
el Test de Hipdtesis con un nivel de significacion del 5 % a efectos de evaluar la probabilidad

de considerar por azar datos iguales como diferentes.
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Tabla 3.8: Andlisis de diferencia entre poblaciones en los dos niveles (a<0,05).

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

IPTG Variable 1 Variable 2 Temperatura en induccién Variable 1 Variable 2
Media 0,127 0,130 Media 0,0944 0,1625
Varianza 0,012 0,011 Varianza 0,0105 0,0103
Observaciones 16 16 Observaciones 16 16
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,855 Coeficiente de correlacion de Pearson 0,8123
Diferencia hipotética de las medias 0,000 Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 15,000 Grados de libertad 15,0000
Estadistico t -0,243 Estadistico t -4,3495
P(T<=t) una cola 0,406 P(T<=t) una cola 0,0003
Valor critico de t (una cola) 1,753 Valor critico de t (una cola) 1,7531
P(T<=t) dos colas 0,811 P(T<=t) dos colas 0,0006
Valor critico de t (dos colas) 2,131 Vaior critico de t (dos coias) 2,1314
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
Concentracién de biocatalizador Variable 1 Variable 2 Co-sustrato Variable 1 Variable 2
Media 0,120 0,137 Media 0,176 0,081
Varianza 0,012 0,012 Varianza 0,014 0,004
Observaciones 16 16 Observaciones 16 16
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,864 Coeficiente de correlacion de Pearson 0,722
Diferencia hipotética de las medias 0,000 Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000 Grados de libertad 15,000
Estadistico t -1,267 Estadistico t 4,468
P(T<=t) una cola 0,112 P(T<=t) una cola 0,000
Valor critico de t (una cola) 1,753 Valor critico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,224 P(T<=t) dos colas 0,000
Valor critico de t (dos colas) 2,131 Valor critico de t (dos colas) 2,131
Prueba t para medias de dos muestras emparejadas
pH Variable 1 Variable 2
Media 0,058 0,199
Varianza 0,002 0,011
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlacién de Pearson 0,635
Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000
Estadistico t -6,630
P(T<=t) una cola 0,000004
Valor critico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,000
Valor critico de t (dos colas) 2,131

El valor P

< 0,05 se adopta como umbral para considerar la existencia de efecto

significativo, de esta manera los valores de P obtenidos para el pH, la Temperatura en
induccion y el co-sustrato representan la confirmacién de que las diferencias observadas

anteriormente responden a la existencia de un efecto real.

A partir de la suma de los estimados calculados (2 veces el valor de la pendiente en la linea
de tendencia de los graficos de la Figura 3.55), se calcula el peso relativo de cada estimado

en el efecto total.
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Tabla 3.9: Peso relativo de los estimados de cada parametro.

Parametro Estimado %

pH 0,140 43,75
Glucosa (6) /Lactosa (19) 0,094 29,38
Temperatura 0,068 21,25
Pellet 0,016 5,00
IPTG (20) 0,002 0,63

A partir del ordenamiento en forma decreciente de los parametros se discrimina mediante
la construccién de un diagrama de Pareto aquellos pardmetros que explican al menos el 80
% de las variaciones calculadas.

Analisis de Pareto estimaciones de parametros
Plackett-Burman - %y % acumulado

% 100 /./,/l O
20 '

80 / i

70 / :

60 /

i
50 / :
40 :
30 :
w B
o | -
pH

Co-sustrato  Temperatura [Biocatalizador] [IPTG]

%

== Acumulado

Figura 3.56: Diagrama de Pareto. Peso relativo de los diferentes parametros.

Consistentemente con los resultados obtenidos a partir del valor P y de lo observado en las
graficas que resumian las estimaciones de los efectos para cada parametro se concluye que
las variables que mayor incidencia presentan sobre el nivel de producciéon de 1,2-
propanodiol (2) con el biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4)(pWS5) son -en
orden- el pH, el co-sustrato empleado y la Temperatura de incubacién en el periodo de
induccidn. Por su parte la concentracidn de biocatalizador en el vial donde se desarrolla el
ensayo en condiciones de células en reposo y la concentracion de IPTG (20) adicionada en la
induccidn del sistema no presentan incidencia significativa en el resultado final alcanzado.

A efectos de analizar las interacciones existentes entre dos pardmetros se evalia la
produccién de 1,2-propanodiol (2) obtenida para un determinado nivel de un parametro,
considerando separadamente los resultados para cada nivel del segundo parametro.

Por ejemplo, en el caso de la Figura 3.57 el primer parametro pH (presenta dos niveles 6,4 y
6,9) y para cada nivel de pH se agrupan los resultados obtenidos para cada nivel del segundo
parametro co-sustrato empleado (glucosa (6) y lactosa (19)), de esta manera se obtienen 4
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grupos de resultados (pH 6,4 y glucosa (6)), (pH 6,4 y lactosa (19)), (pH 6,9 y glucosa (6)) y
(pH 6,9 y lactosa (19)). Representando para cada combinacién el promedio de la
concentracion del diol obtenido es posible evidenciar la existencia de interacciones entre
estas variables. En este caso es posible observar que el efecto obtenido al aumentar el pH es
mayor cuando el co-sustrato es glucosa (6) que cuando la lactosa (19) es empleada como
co-sustrato. La ausencia de interaccidn se evidenciaria a través de segmentos paralelos.

InteraccidonentrepHy co-sustrato
(Glucosa /Lactosa)

03

0,25 /
02
6,8 6,9

0,15

* Glucosa

Concentracion de 1,2 propanodiol (g/L)

0,1 /
0,05 —
¢ lactosa

63 64 65 66 67
pH

Figura 3.57: Interacciones entre parametros: pH y co-sustrato.

70

A partir de este analisis se concluye la existencia de interaccidn entre los parametros pH y
co-sustrato, elemento a tener presente en futuros disefios de ensayo (cuidando que el valor
asignado al primer parametro no incida negativamente sobre el segundo).

Interaccion Temperatura Inducciény Interaccion Temperatura induccién y Concentracion de
co-sustrato (Glucosa/Lactosa) biocatalizador
0,250
_ 0,180
2 2 _2
2 200 o 2 0160 /
3 ]
S 0140
b3 ]
S 0,150 g 0120
a o "
) / + Glucosa 2 0,100 — ¢ Biocasax 1
&
s & lactosa - / .
E 0,100 g 0080 * + Biomasax3
® § 0,060
= k+}
£ 0050 H]
g — £ o040
S g
8 £ 0020
s
3

0,000

0,000
28 30 32 34 36 38

Temperaturainduccién Temperatura de induccién (°C)

Figura 3.58: Interaccion entre parametros.

Realizando un analisis similar con las restantes combinaciones de variables se identifican
como potenciales interacciones las siguientes: Temperatura en induccién y co-sustrato y
Temperatura en induccion y Concentracién de biocatalizador (Figura 3.58).

Respecto a esta ultima interaccidn, considerando que de acuerdo al resultado del test de
hipétesis los efectos obtenidos a partir de la variacién de la concentracién de biocatalizador
no responderian a un efecto real, se resuelve descartar su consideracion.

Finalmente al reiterar el andlisis la Temperatura de incubacién post-induccién y el co-
sustrato se observa la existencia de una interaccion entre estas variables, presentando en el
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caso del uso de lactosa (19) como co-sustrato un notorio mejor desempefio a 37 °C,
comparativamente al obtenido a 30 °C. No obstante, en cualquier caso el resultado es mas
magro que el verificado para el uso de glucosa (6) por lo que no altera la decisidn
previamente adoptada en relacién al uso de este segundo compuesto como co-sustrato en

futuros ensayo.
Diseio factorial

Las variables pH, concentracién de co-sustrato y temperatura de incubacion en la induccion
se seleccionan para el desarrollo del ensayo de optimizacion. Los restantes parametros se
mantienen fijos. En el caso del pardmetro co-sustrato, atendiendo al notorio bajo
desempefio presentado por lactosa (19) se resuelve ensayar diferentes niveles de relacién
glicerol (1) y glucosa (6) (sistematizando el ensayo descrito en 3.5.6).

Considerando que son tres los factores definidos para avanzar en el estudio de optimizacién
se recurre a un disefio factorial 2% (ocho puntos de evaluacién) los que graficamente pueden
visualizarse como un cubo en el que en cada vértice se ubica una condicidn a ensayar, segun
el modelo de Box y Wilson que se representa en la Figura 3.59.

Adicionalmente se incluyen en el ensayo la reiteracién del punto calculado en el ensayo de
Plakett-Burmann que permitié alcanzar el maximo valor absoluto (ensayo PB31 de la Tabla

3.9).

1:4

T=37C %

pH=7.0
rG:g=1:1

e
//\J

Relacién
glucosa:glicerol

4.1

32°C Temperatura 42°C
eninduccién

Figura 3.59: Representacion grafica de un disefio factorial 2*> modelo de Box y Wilson.

A esos 8 puntos se le agregan a efectos de lograr una mejor aproximacién acerca de la
forma en que se da el pasaje desde un punto a otro (andlisis de curvatura), 6 puntos de
ensayo adicionales (correspondientes a los centros de las caras en la representacion del
cubo) finalmente se agregara el centro del cubo en cuadriplicado. (Ver Tabla 3.10)
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Tabla 3.10: Disefio factorial 2> — modelo de Box y Wilson.

Temp. p/Induc. pH Glucosa/glicerol Punto en mf)delo de Box
yWilson
OPT1 32 6,8 4al A vértice
OPT2 32 6,8 la4 D vértice
OPT3 32 7,0 lal M centro de cara
OPT4 32 7,2 4al B vértice
OPT5 32 7,2 la4d C vértice
OPT6 42 6,8 4al E vértice
OPT?7 42 6,8 la4 H vértice
OPTS8 42 7,0 lal N centro de cara
OPT9 42 7,2 4al F vértice
OPT10 42 7,2 lad G vértice
37 6,8 lal L centro de cara
37 7,0 4al | centro de cara
37 7,0 la4d K centro de cara
37 7,0 lal N punto centralcuadriplicado
37 7,0 lal O punto central cuadriplicado
37 7,0 lal P punto central cuadriplicado
37 7,0 lal Q punto central cuadriplicado
37 7,2 lal J centro de cara

El desarrollo de las reacciones en las condiciones previamente definidas permite obtener la
serie de valores de concentracién de 1,2-propanodiol (2), con los que resolver el polinomio
de segundo grado que modela el desarrollo de la biotransformacion. Para ello se recurre al

Programa estadistico JMP.>®?

C1,2-propanodiol (2) (8/L)= 0.2501 — 0.0450 = T — 0.0051 * Gg + 0.0017 * pH + 0.0175 +« Gg *

Tabla 3.11: Niveles definidos para cada parametro.

Niveles de los parametros

pH

Glucosa (6) /glicerol (1)
Temperatura en induccién

-1 0
6,8 7,0
4a1l lal
32°C 37°C

42°C

T — 0.0202 * pH * Gg — 0.0183 * pH * T — 0.0857 x Gg* — 0.1836 x T2—0.1150 * pH?

En la Tabla 3.12 se presentan los valores obtenidos experimentalmente y el apartamiento

(en valor absoluto) entre el valor experimental y el resultado del modelado.
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Tabla 3.12: Ajuste del modelo a los datos experimentales en optimizacidn.

cl,ZpropanodioI (g/L) I Amedido—calculadol
OoPT1 0,11 0,02
OPT2 0,16 0,09
OPT3 0,12 0,00
OPT4 0,07 0,07
OPT5 0,04 0,04
OPT6 0,00 0,00
OPT7 0,00 0,00
OPT8 0,00 0,00
OPT9 0,00 0,00
OPT10 0,00 0,00
0,04 0,02
0,22 0,05
0,23 0,08
0,27 0,02
0,20 0,05
0,21 0,04
0,20 0,05
0,25 0,02

El ajuste obtenido permite afirmar que el ajuste de segundo orden es significativo,
presentando un R*= 0.9714.

Superficie de Respuesta - Concentracién de 1,2-Propanodiol (g/L)
en funcidn de relacion Glucosa:glicerol y Temperatura en induccion.

0,20-0,25

0,15-0,20

Concentracién de 1,2-Propanodiol (g/L)

#0,10-0,15

®0,05-0,10

¥ 0,00-0,05

1 T ———
0,75
05 025

025 05 g5

Temperaturaen induccién 1

Figura 3.60: Superficie de respuesta Relacion glucosa (6):glicerol (1) y temperatura en
induccién.
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En las Figura 3.60 a 3.62 se representan las superficies de respuesta obtenidas al combinar
dos variables fijando el restante parametro en nivel 0.

Superficie de Respuesta - Concentracion de 1,2-Propanodiol (g/L) en
funcionde Relacion glucosa:gliceroly pH

diol (g/L)

0,20-0,25

0,15-0,20

#0,10-0,15

6nde 1,2-P

0,05-0,10

™ 0,00-0,05

Figura 3.61: Superficie de respuesta Relacion glucosa (6):glicerol (1) y pH.

Superficie de Respuesta - Concentracién de 1,2-Propanodiol (g/L)
en funcién de pH y Temperatura en induccion
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Figura 3.62: Superficie de respuesta Relacion Temperatura en induccién y pH.
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La optimizacion multivariable de la produccién de 1,2-propanodiol (2) permite determinar
que las condiciones que maximizan su produccion son: pH=7.0, Relacidon glucosa (6) /glicerol
(1) en rango 1:1 a 4:1 y Temperatura en induccién de 37 °C.

El valor de concentracién de 1,2-propanodiol alcanzado en esas condiciones asciende a Cy .
propanodiol= 0.27 g/L.

No obstante lo anterior, en el proceso se alcanzé un valor puntual de 0,42 g/L (Ver Tabla
3.7, entrada PB31).

Lo anterior podria explicarse o bien porque el sistema presenta un comportamiento que no
estd siendo modelado adecuadamente (comportamiento multimodal), lo cual parece
dificilconsiderando lo préoximo que esas condiciones se encuentran del punto central
ensayado por cuadriplicado, o bien que, al descartar los dos pardmetros menos relevantes
se pierden mas efectos que los previstos o visualizados en el andlisis de Pareto.

Para concluir en este tema resultaria necesario reiterar el analisis estadistico reubicando los
puntos en el modelo de Wilson y Cox o recurrir -seglin se recomienda en la bibliografia a un
disefio escalonado que permita obtener la direccién del gradiente en la cual se ubica el
maximo hasta alcanzar una solucién en la que el maximo puntual y el obtenido a partir del
modelo converjan.

A los efectos del presente trabajo se define continuar produciendo el diol con las siguientes
condiciones Temperatura en induccion: 37°C, pH: 6,8; Co-sustrato: glucosa (6) en relacion 1
a 1 con glicerol (1).

Estas condiciones permiten su produccién a razén de Cy 2-propanodiol (2) =0,42 g/L.
3.6 Caracterizacion del producto de biotransformacion

Una confirmacién inicial de la identidad del producto obtenido en las biotransformaciones
se realiza mediante la co-inyeccién de la muestra obtenida con estdndar comercial de 1,2-
propanodiol (2). (Método que permitié descartar en ensayos con cepa E. coli
BL21(DE3)AyghEfalsos positivos a partir de la obtencion de productos con tiempos de
retencion en andlisis por HPLC iguales a los del 1,2-propanodiol (2)).

Sobre muestras que co-inyectan con el 1,2-propanodiol (2) se realizan sucesivas corridas
semipreparativas en HPLC colectando las fracciones correspondientes a los tiempos de
elucién del diol. Las muestras se liofilizan a efectos de remover la fase acuosa presente. El
producto obtenido se analiza mediante Espectrometria de Masas por Inyeccion Directa.

Del andlisis MS-ID se obtiene como resultado una total coincidencia tanto en la corriente
idnica como en los perfiles de fragmentacion observados para el producto aislado por HPLC
semipreparativo y el estandar comercial de 1,2-propanodiol (2) utilizado como referencia.
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Figura 3.63: Espectrometria de Masas — Inyeccidn Directa para producto obtenido de
biotransformacidén y estandar de 1,2-propanodiol (2) comercial.

En relacion al resultado obtenido se debe sefialar que comparando el perfil de
fragmentacion del producto de biotransformacién con el obtenido a partir el estandar
comercial -en idénticas condiciones experimentales de ionizacidn-, resulta concluyente la
identidad del producto obtenido en la biotransformacion como 1,2-propanodiol(2).

Simultdaneamente el patrén obtenido difiere parcialmente del descrito en bibliografia, en la
que los fragmentos caracteristicos descritos son m/z= 45(100), m/z= 43 (35), m/z= 31 (22),
m/z=27 (18), m/z= 29 (16), m/z= 61 (15), m/z= 44 (14), m/z= 57 (10), m/z= 46 (10) y m/z=
28 (10).3%

Lo anterior a la vez que confirma la importancia de las condiciones experimentales al
momento de reportar los resultados restringe la posibilidad de avanzar en la caracterizacion
de los restantes productos intervinientes en la via metabdlica de los que no se dispone del
producto comercial para ser utilizado como referencia en las condiciones de ensayo.

3.7 Estereoquimica del Producto obtenido

Como se sefialara en diversos apartados de este trabajo la estrategia de valorizacién a la
gue se apuesta pasa por la sintesis de moléculas con estereoisomeria definida. Sobre esa
base resulta necesario verificar la caracteristica del producto obtenido como resultado de
este proceso.
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Figura 3.64: GC-quiral-inyeccidon del producto de biotransformacion con estandares
comerciales (R)-1,2-propanodiol (2a) y (S)-1,2-propanodiol (2b).

Para este objetivo se recurre a Cromatografia Gaseosa Quiral, ensayando en una primera
instancia sobre el extracto del producto directo racémico, sin que fuera posible identificar
condiciones que permitieran la separacion de enantidmeros (Rs<<1). Sobre la base de este
resultado se recurre a la acetilacién e inyeccion del producto derivatizado verificandose
buena resolucion cromatografica (Rs=2.8)

Ajustadas las condiciones de andlisis se inyecta el producto de reaccidn de derivatizacién de
la muestra de biotransformacion (fraccidn liofilizada de la alicuota obtenida en HPLC semi-
preparativa recuperada en solvente), confirmandose en primera instancia por comparacién
con los estandares y posteriormente mediante co-inyeccidn la identidad del producto de
biotransformacion como (R)-1,2-propanodiol (2a) con exceso enantiomérico superior a 99
% (Ver Figura 3.64).

3.8 Biotransformacion con E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) en régimen de
células en reposo de glicerina obtenida en proceso industrial

Una vez verificada la funcionalidad de la via metabdlica disefiada y caracterizado el producto
obtenido en la reaccidon se procede a evaluar el desempefio del biocatalizador cuando se lo
enfrenta no a glicerol (1) PPA (utilizado hasta el momento en todas las etapas previas) sino
a glicerina (21) obtenida de proceso productivo al que se pretende aportar.
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Se utiliza con este fin glicerina cruda (21a) y glicerina splitting (21b) (obtenida del proceso
de purificacion por el que se separa oleina de glicerina), ambos insumos provistos por la
firma ALUR S.A.(ver caracterizacion analitica en apartado 5.4.13).

Se evalua la biotransformacion de glicerina cruda (21a), glicerina splitting (21b) y glicerol (1)
PPA con el biocatalizador E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)en régimen de células en reposo
en condicion de anaerobiosis, evaluando los resultados a las 48 horas, cuando se utiliza el
glicerol (1) como sustrato sélo y con glucosa (6) como co-sustrato.

En las biotransformacién a partir de glicerina si bien se observa formacion de producto la
concentracion de 1,2-propanodiol (2) se ubica por debajo del limite de cuantificacién.

Bioconversion de glicerina de proceso a 1,2-propanodiol
(respecto a glicerol PPA)
100
80 |
60 |
40 |
20
0
Glicerol PPA Glicerinasplitting ALUR Glicerina Cruda ALUR
(70 % - 80%) (50%-65%)

Figura 3.65: Biotransformacién de glicerina cruda (21a) y splitting (21b)/glucosa (6)
respecto a glicerol (1) PPA/ glucosa (6). Células en reposo con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4).

Seguidamente, se ensaya la biotransformacién de los mismos tres productos con glucosa (6)
como co-sustrato obteniéndose los resultados que se incluyen en la Figura 3.65. En estas
condiciones se calculan niveles de bioconversion (corregida por la pureza de glicerol (1) en
los sustratos) del 77 % cuando se recurre a glicerina splitting y del 48 % cuando se utiliza
glicerina cruda tomando como referencia la obtenida con glicerol (1) PPA. Se concluye que
no existiria barrera que impida avanzar a futuro en el ajuste de las condiciones del proceso
para utilizar glicerina obtenida como subproducto de la industria de biodiésel.

En relacidn a las alternativas glicerinasplitting (21b) y glicerinacruda (21a), si bien con este
ultimo producto se obtendria una menor concentracion del diol, corresponderia evaluar el
impacto que por un lado pudiera presentar la etapa de purificacidn sobre el costo contra el
incremento en el rendimiento obtenible. En principio se considera que podria no ameritar
una instancia de purificacién previa a la biotransformacidon por lo que se considera
razonable mantener ambos productos como potenciales sustratos.
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En cualquier caso, el resultado mas importante de estos ensayos es cualitativo, pudiendo
resumirse que frente a ambos productos de origen industrial la via metabdlica disefiada es
funcional segun lo previsto.

3.9 Sintesis de productos de interés a partir de (R)-1,2-propanodiol (2a)

La sintesis de productos derivados de 1,2-propanodiol (2) se realiza en el marco de una
colaboracién con la Dra. Carmela Molinaro del Dipartimento di Chimica e Tecnologie del
Farmaco Sapienza Universita di Roma (Italia), en el marco de su pasantia realizada en el
Departamento de Quimica Organica de la Facultad de Quimica de la Universidad de la
Republica quien ajusté las condiciones de reaccidon quimica con el sustrato racémico vy
posteriormente con el reactivo dpticamente puro.

Sintesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)

La busqueda de las mejores condiciones de reaccidn para la sintesis de 2-metoximetoxi-1-
propanol (8) se realiza a partir de propilenglicol siguiendo las etapas de reaccién que se
detallan a continuacién:

i) Proteccion del alcohol primario para la cual se recurre a cloruro de tert-butil
dimetil silano (22) y alternativamente a trifluorometanosulfonato de tert-butil
dimetil silano (triflato de tert-butil dimetil silano) (24) segin se describe en los
Esquemas 3.1y 3.2.

HsC Cl CH OH CH
OH N/ 3 4DMAP (34) CHs| CHs
N _on+ Si CHy —— > ol
/ Imidazol (35) H,C Si CHj;
H,C CH, CH,Cl, |
CHs
2 22 23

Esquema 3.1: Sintesis de 2-metoximetoxi-1-propanol - proteccion del alcohol primario.

F CHs OH CH
3
)Oi/ F>kﬂ o CHy | CHs Et;N (36) )\/ (ljl-ﬂ<CH3
OH + SO _ > 0
F ﬁ Si' s oy, H,C Ny CH,
O  CH, 0°C, 5 min L
3
2 24 23

Esquema 3.2: Sintesis de 2-metoximetoxi-1-propanol — método de proteccidn alternativo.
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ii) Reaccién del 1,2-propanodiol (2)con el alcohol primario protegido (23) con Cloro-
metil-metil éter (25) seguin se describe en las Esquema 3.3.

/\/C

OH CHs
CHs| _CHj DIPEA (37) CH CH3
Ny + o~ ————
H3C S|| CH3 Cl O CH2C|2 H3C
CHs CH3
23 25 26

Esquema 3.3: Reaccion de 1-((tert-butildimetilsilil)oxy)propan-2-ol (23) con cloro-metil-
metil éter (25).

iii) Desproteccion del alcohol primario para la cual se recurre a TBAF/THF y
alternativamente a AcOH:THF:H,0 segun se describe en los Esquemas 3.4y 3.5.

CH CH,
0~ ° CH, oo

/J\\v/, CT/LiCHa TBAF(39), THF(39) _ /J\\//OH
H5C | CHs 0°C,5min =™ ta,7hs H3C
CHy
26 8
Esquema 3.4: Reaccion de desproteccion de tert-butil(2-metoximetoxi
propoxi)dimetilsilano (26) y obtencidon de 2-metoximetoxi-1-propanol (8).

CH CHs
00" CH, 00"
/J\\//o ?H3 CHs AcOH (10): THF(38):H,0 4:2:2 //L\V/OH
HaC \Sli CHy 0°C,5min —=ta,7hs HsC
CHs
26 8

Esquema 3.5: Desproteccion de tert-butil(2-metoximetoxi propoxi)dimetilsilano (26) y
obtencidn alternativa de 2-metoximetoxi-1-propanol (8).

En la Tabla 3.13 se resumen los rendimientos obtenidos en cada etapa de reaccion. Las
condiciones seleccionadas para la reaccién con el reactivo quiral son las establecidas en
entradas 1, 3y 6 para cada etapa de reaccion.
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Tabla 3.13: Resultados obtenidos en sintesis de 2-metoximetoxi-1-propanol.

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento

4-DMAP / imidazol / CH,Cl, seco 70%

1 . OH CHs
/l\/cm ta., 2hs )\/o CIH}kcm
HaC ”‘“sli CHs3

) Et;N / CH,Cl, seco 66%
0°C, 5 min EH3
cH
s OH CHs MOMCI / DIPEA / CH,Cl, seco 00" ° CH, 58%
)\/O ci|-|;I<cH3 0°C,1h-ta., 12 hs )\/o L?I-ﬂ<CH3
HaC i CHs HaC ~si CHj
4 | MOMCI / DIPEA I 43%
CHs 0°C,1h-ta., 12 hs ks
P TBAF/THF CH
5 O CH; oo 3 Muy bajo
/]»\/O "-TH/s}<CH3 0°C,5min-t.a., 7hs
.
HaC Si CH3 . . - )\/OH
. | ACOH:THF:H,0 (4:2:2) H,C 20%
CHs t.a., 20 hs

En base a los resultados obtenidos previamente la reaccidon de (R)-2-metoximetoxi-1-
propanol (8a) se realiza siguiendo los mismos pasos segun se describe en los Esquemas 3.6 a
3.8.

TBDMSICI (22) oH

)Oi/ 4-DNMAP (34) /bo
OH + > ]
Imidazol (35) H,C ~TBDMSi

CH,Cl,
2a 23a
Esquema 3.6: Sintesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8), proteccién del alcohol
primario.
CHjy

OH o o~
DIPEA (37)

/'\/O ' t ooy /'\/O

HaC ~TBDMSi cI” o CHCl,  HsC ~TBDMSi
23a 5 26a

Esquema 3.7: Reaccion de (R)-1-((tert-butil dimetil silil)oxy)propan-2-ol (23a) con
cloro-metil-metil éter (5).

CH CH
O/\O/ 3 O/\O/ 3

TBAF(39), THF(38)
(ONQ > OH
HsC TBDMSi HsC

0°C,5min— ta.,7hs

26a 8a
Esquema 3.8: Desproteccion de (R)-tert-butil(2-metoximetoxi propoxi)dimetil silano (26a)
y obtencion de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a).
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Tabla 3.14: Resultados obtenidos en sintesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a).

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento
OH
OH o
4-DMAP / imidazol / CH,Cl, seco '
. O . %
! )\\/OH ta., 2hs HSC/\//' ~TBDMSi 0%
OH o g

MOMCI (5) / DIPEA / CH,Cl, seco

2 ! o, = /'\
H,c™ " ~TBDMSi 0°C,1h-ta,12hs ;

o 96%
H.c™ ™~ TTBDMSi

O/"MO/CHS N /CH3

oo

AcOH:THF:H,0 (4:2:2)

3 /'\ o t.a., 20 hs /k OH 70%
H.C~ ™" T TBDMSi H4C "

3

En Tabla 3.14 se resumen los resultados obtenidos en esas reacciones.

El rendimiento global de la conversién de (R)-1,2-propanol (2a) a (R)-2-metoximetoxi-1-
propanol (8a) asciende a 61 %.

La caracterizacion del producto obtenido se realiza mediante RMN, GC quiral y
determinacién de rotacién dptica.

GC quiral tR (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)~ 30.233 min

O('DZO(R)—Z—metoximetoxi-l—propanoI (8a) = -33.23 min (32 g/100 ml—; CHCI3)

Sintesis de (R)-propilencarbonato (7a)

La busqueda de las mejores condiciones de reaccién para la sintesis de (R)-
propilencarbonato (7a) se realiza a partir de propilenglicol siguiendo la reaccién en un paso
gue se detalla en el Esquema 3.9.

OH 0 o
. o DIPEA (37) 0//<
on ., men
cl 07 ¢ a CH,Cl,
2 26 7

Esquema 3.9: Sintesis de propilencarbonato (7).
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Tabla 3.15: Resultados obtenidos en sintesis de propilencarbonato (7).

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento
NaHCO, / H,0 / CHCI; seco 0 .
1 No reacciona.
OH C,Cl,0, (8),t.a.,, 3 hs D’K
. W C,C1,0, (8) DIPEA / CH2CI2 seco /f\/o
2 66%
t.a., 5hs

La sintesis de (R)-propilencarbonato (7a) se realiza seglin las condiciones ensayadas en la
entrada 2 de la Tabla 3.15, reemplazando el uso de difésgeno (26)por trifésgeno (27) segin
se describe en el Esquema 3.10.

o
OH Cl 0O Cl J{
)\/OH * /‘\ )K /}\ DIPEA (37) 7 o)
HaC Cma o Ot cho, C/K/
3
2a 27 7a

Esquema 3.10: Sintesis de (R)-propilencarbonato (7a).
El rendimiento obtenido en la sintesis de (R)-propilencarbonato (7a) asciende a 94 %.

La confirmacién de identidad del producto obtenido se realiza mediante RMN vy la pureza
enantiomérica a través de GC-Quiral.

GC quiraI tR(R)—propiIencarbonato (7a)~ 23.85 min

€.e.(7a)> 99%

Sintesis enzimatica de (R)-propilencarbonato (7a)

Los resultados obtenidos en la sintesis quimica de (R)-propilencarbonato (7a) permiten
confirmar que se ha logrado un muy buen rendimiento en la sintesis, y que el producto
obtenido presenta un exceso enantiomérico superior al 99 %.

Simultdneamente es posible calcular para el elemento Cloro una eficiencia atémica igual a
cero (de los 6 atomos por mol presentes en el reactivo trifésgeno (27) ninguno termina
siendo incorporado en el producto de sintesis).Por otra parte, de alguna manera cuestiona
el esfuerzo realizado en la obtencién del sustrato (R)-1,2-propanodiol (2a) en forma
amigable con el medio ambiente para luegohacerlo reaccionar con un producto cuya
principal referencia es su condicién de gas asfixiante.

Por ese motivo se decide ensayar la sintesis enzimatica del (R)-propilencarbonato (7a),
recurriéndose para ello a la lipasa B inmovilizada sobre resina acrilica de Candida
antarctica(CAL B - Novozyme 435).
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La actividad de esta lipasa se evalia en las siguientes reacciones en que el (R)- 1,2-
propanodiol (2a) reacciona con dimetilcarbonato (29) y con dietilcarbonato (30) segun se
describe en los Esquemas3.12 y 3.13.

0

OH 9 0J<
o v oA e S e

THF(38), 60°C

2a 29 7a 31

Esquema 3.11: Sintesis enzimatica de (R)-propilencarbonato (7a) - reaccién con
dimetilcarbonato (29).

OH 0 OJ<

CALB o ~_-OH
OH + )J\ > +
/'\/ 07 07N THE38), 60°C /‘\/

2a 30 7a 12

Esquema 3.12: Sintesis enzimatica de (R)-propilencarbonato (7a) - reaccién con
dietilcarbonato (30).

El andlisis de los resultados obtenidos confirma la obtencién enzimatica de (R)-
propilencarbonato (7a) enantioméricamente puro (e.e. > 99 %) a partir de ambos sustratos
con conversiones de 5,2 % y 14,8 % a partir de dietilcarbonato (30) y dimetilcarbonato (29)
respectivamente.

La asignacion de la estereoisomeria se realiza utilizando el propilencarbonato (7) racémico y
al (R)-propilencarbonato (7a) obtenido en la sintesis quimica como estandares (ver Figura
3.66).

Si bien resulta necesario afinar las condiciones de reaccién a efectos de mejorar los
rendimientos, este resultado preliminar permite afirmar que se ha completado la sintesis de
(R)-propilencarbonato (7a) a partir de glicerol (1) recurriendo exclusivamente a
biocatalisis.
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0.0
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T
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Figura 3.66: GC-quiral - Estandar comercial de propilencarbonato (7) racémico,(R)-
propilencarbonato (7a) sintesis quimica y (R)-propilencarbonato (7a) obtenido
enzimaticamente.

3.10 Sintesis de lactaldehido (4)

Este producto se encuentra comercialmente disponible desde hace relativamente poco

tiempo. Al momento de su utilizacién segin se describe en los apartados 3.5.5.1 y 5.4.8 no

resulta posible su adquisicion hecho éste que motiva su sintesis, la que fue desarrollada por

la via quimio-enzimatica. Por otra parte, para la actividad descrita 3.5.7 se recurre a la

sintesis quimica del sustrato.
3.10.1 Sintesis quimio-enzimatica de lactaldehido (4)

Para la sintesis quimio-enzimatica de lactaldehido (4)se recurre a la siguiente estrategia:

i) Reduccién enzimatica de metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32), con posterior

hidrélisis del acetal (33) para obtener el lactaldehido (4).

i) Reduccidon enzimatica de metilglioxal (3) obteniéndose potencialmente los

siguientes tres productos: lactaldehido (4), acetol (14) y 1,2-propanodiol (2).
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0 Baker Yeast / OH
Daucus carota
)J\/o\ - )H/O\
O\ o\
Metilglioxal 1,1-Dimetil Acetal Lactaldehido Dimetil Acetal
32 33
Dowex 50/H*
A\l
. OH
Producto comun a )
)\?O Lactaldehido
ambas reducciones 4
0] Baker Yeast / 0
)J\¢O Daucus carota )J\/OH Acetol
14
Metilglioxal
3 OH
)\/OH 1,2-propanodiol
2

Figura 3.67: Productos de biorreducciones de metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) y de
metilglioxal (3) con S. cerevisiae y Daucus carota.

Las reacciones i) y ii) se realizan paralelamente usando como biocatalizadores levadura de
369,384-386

panificacién (S. cereviseae) y zanahoria (D.carota) (ver Figura 3.67).
Como resultado de ambas biorreducciones es posible asignar el tg del lactaldehido (4) en los
cromatogramas de seguimiento de reacciones mediante HPLC. No obstante lo anterior, la
concentracion de producto obtenido no permite su aislamiento con fines de cuantificacion.

3.10.2 Sintesis quimica de lactaldehido (4)

La reaccidn de sintesis se realiza reduciendo con NaBH, el dimetil acetal del piruvaldehido (o

metilglioxal 1,1-dimetil acetal) (32), seguida de la desprotecciéon del lactaldehido

dimetilacetal (33) por incubacion con resina Dowex 50-X8 H*.*®’

O NaBH O D 50/H* OH
abH, owex
)S/O\ (40) ’ )\(O\ > )\¢O
O\ o\
32 33 4

Figura 3.68: Sintesis de DL-lactaldehido (4).
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Se confirma la identidad del producto obtenido en esta reaccion como lactaldehido (4) a
través de '*H RMN y GC-MS.

Los resultados obtenidos a partir de la sintesis quimica permiten adicionalmente validar las
conclusiones a que se arribara a partir de la sintesis quimio-enzimatica.

3.11 Valorizacion obtenida en las biotransformaciones realizadas

En la Tabla 3.16 se incluyen los costos de la glicerina splitting (80 %) y de los productos
obtenidos en el marco del presente trabajo. Se debe sefialar la dificultad que presenta
identificar en el actual contexto, en el mercado local, un valor para la glicerina cruda (a nivel
internacional se obtienen ofertas en el rango 80-200 USD/ton).

Tabla 3.16 Costos unitarios glicerina splitting (21b) y productos obtenidos.’

Producto Costo unitario
Glicerina 80 % 350 USD/ton
(R)-1,2-Propanodiol 29,5 USD/g
(R )-Propilen carbonato 37,1 USD/g
(R )-2-(Metoxi-metoxi) -1-propanol 86,6 USD/g

Por su parte, en la Figura 3.69 se representa la valorizacidn potencial calculada a partir de
los costos unitarios de los productos.

Valorizacién potencial obtenible respecto a precio de glicerina splitting

300.000

250.000

200.000

150.000

100.000

Relacién de costos (producto/glicerina)

50.000

Glicerina 80 % (R)-1,2-Propanodiol (R)-Propilen (R)-2- (Metoxi-metoxi)
carbonato -1-propanol

Figura 3.69: Valorizacion obtenida en el marco del presente trabajo.

® Valores tomados de catalogos comerciales en octubre de 2017.
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Capitulo 4

Conclusiones y perspectivas
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4.1 Conclusiones

La ejecucién del presente trabajo ha permitido el aporte de una alternativa innovadora
tendiente a lograr la valorizacion de glicerol (1) obtenido como subproducto de la industria
del biodiésel, enmarcada en los conceptos de biorrefineria, quimica verde y de economia
circular.

A partir del disefio racional de una via metabdlica de novo se ha concretado su ejecuciéon y
evaluado su funcionalidad.

Para el conjunto de biocatalizadores desarrollados (once hasta el momento) se ha evaluado
su funcionalidad enfrentandolos a glicerol (1), glicerol (1) -glucosa (6), metilglioxal (3) en
presencia de glicerol (1)-glucosa (6) y lactaldehido (4) en presencia de glicerol (1)-glucosa (6)
en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis, en régimen de células en crecimiento y de
células en reposo. Concluyéndose que la via metabdlica resulta funcional.

Los sistemas disefiados presentan un comportamiento que se diferencia del observado en la
cepa control. Los biocatalizadores en los que se expresa una de las reductasas presentan
comportamiento intermedio entre el observado para la cepa control y para los
biocatalizadores que co-expresan ambas reductasas, en los que es posible observar
comportamiento sinérgico en el accionar conjunto de ambas enzimas.

Se observa un mejor desempefio para las cepas derivadas de E. coli FMJ39 (doble mutante
lactato deshidrogenasa-piruvato formiato liasa), que para la serie construida a partir de E.
coli BL21(DE3), lo cual a priori se considera razonable, atendiendo a que precisamente la
afectacion de vias competitivas en la regeneracién de equivalentes de reduccién ha sido la
caracteristica que ha motivado su seleccidn para el presente trabajo.

Para arribar a las conclusiones anteriores ha sido necesario alcanzar la incorporacion a nivel
del cromosoma de E. coli FMJ39 de la T7 RNA polimerasa regulada por el promotor lacUV5,
inducible por IPTG (20), modificacion que da lugar a la cepa que es punto de partida de una
nueva serie de biocatalizadores la E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.

En relacidn a la serie de biocatalizadores obtenida a partir de esta cepa ha sido motivo de
preocupacion el hecho de observar volimenes no despreciables de lactato (11) y formiato
(13) en las biotransformaciones. Para este resultado experimental se han ensayado diversas
explicaciones, dependiendo del producto que se considere. La presencia de acido lactico
(11), puede asignarse a la existencia de otras posibles vias que permitieran su sintesis como
producto de detoxificacion de metilglioxal (3), por ejemplo mediante el by-pass del S-
lactoilglutation o a través de la dismutacién del lactaldehido (4). Por su parte, la presencia
del acido férmico (13) estaria justificada por la accion de la a-cetobutirato formiato-liasa
(codificada por el gen tdcE). Esta enzima presenta, en condiciones de crecimiento anaerobio
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a partir de glucosa (6),actividad piruvato formiato-liasa aceptando como sustrato al piruvato

(17) con igual eficiencia que al a-cetobutirato (18) .>"">"°

Realizada la evaluacién preliminar de desempefio se ha introducido una mejora al sistema
inicialmente disefiado con la finalidad de favorecer el acceso de metilglioxal (3) a la via
metabdlica y remover de esa forma larestriccion mas importante identificada para el
funcionamiento del sistema. La expresion de la metilglioxal sintasa de E. coli ha permitido
mejorar -aunque solo parcialmente- el rendimiento en la biotransformacién de glicerol (1)-
glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5). Al respecto se concluye que esta
actividad en E. coli se encuentra fuertemente regulada atendiendo a que el producto de su
actividad es un compuesto altamente tdxico para el microorganismo hospedero.

Adicionalmente, para el biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4), se ha evaluado
su desempenfio al enfrentarlo al producto obtenido en la produccién industrial de biodiésel,
alcanzandose rendimientos mds que razonables para la biotransformaciéon de glicerina
splitting y glicerina cruda al compararlo con el glicerol (1) PPA (77 % y 48 %
respectivamente). A partir de lo anteriormente expuesto es posible concluir que, a priori el
uso de glicerina cruda como sustrato constituye una alternativa pasible de ser considerada
en etapas futuras para la obtencién del diol.

Tabla 4.1: Comparativo de resultados de biotransformaciones a (R)-1,2-propanodiol (2a).

Produccién de (R )-1,2-propanodiol

Microorganismo ., Concentracion .
. . Sustrato Referencia Observaciones
(Ingenieria metabélica) (/L)
S. cerevisiae Glucosa Hoffman, 1999 0,52 mgs y gld de E.coli
E. coli AG1 Glucosa Altaras, et al., 1999 0,49 mgs vy gld de E.coli
E. coli FMJ9-T7pol -Gm- ) ) mgs de E.coli, GRE2 e
Gl 1/Gl Este trab 0,45
FRT-(pWS4)(pWS5) =il ste trabajo ! YPR1 de S. cereviseae
E. coli AG1 Glucosa Cameron, et. al., 1998 0,34 dhaD
HE A LT Glicerol/Glucosa Este trabajo 0,33 GREZ e.YPR1 el
FRT-(pWS4) S. cereviseae
de Clostidi
E. coli BL21(DE3) Fructosa Huang, et al. , 1999 0,30 mgs de OS_’ um'y
gld de E.coli
E. coli FMJ9-T7pol-Gm- Glicerina splitting/ . GRE2 e YPR1 de
Este trab 0,26
FRT-(pWS4) Glucosa ste trabajo ! S. cereviseae
E. coli AG1 Glucosa Altaras, et al. , 1999 0,26 mgs de E.coli
S. cerevisiae Glucosa Hoffman, 1999 0,24 mgs de E.coli
E. coli FMJ9-T7pol-Gm-  Glicerina cruda/ Este trabajo 0,17 GRE2 e'YPRl de
FRT-(pWS4) Glucosa S. cereviseae
E. coli AG1 Glucosa Cameron, et. al., 1998 0,15 gld de E. coli

Desde el punto de vista cuantitativo se ha obtenido enzimaticamente el producto (R)-1,2-
propanodiol (2a) enantioméricamente puro y en niveles de concentracién que si bien se
ubican distantes de los maximos obtenidos con T. thermosaccharolyticum en procesos
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continuos se posicionan razonablemente bien dentro del rango descrito en la bibliografia,
para microorganismos genéticamente modificados en sistemas batch (Ver Tabla 4.1).

Por otra parte, al realizar la comparacién con biotransformaciones de glicerol (1) se
observan dos grupos de reacciones, las que no reportan la estereoquimica del producto
obtenido (asumidas en principio como racémicas o con excesos enantioméricos bajos) y las
gue permiten la obtencidn de producto enantioméricamente puro (ver Tabla 4.2).

Tabla4.2:Comparativoresultados biotransformacionesdeglicerol (1)al,2-propanodiol (2)

Uso de glicerol como

sustrato
Microorganismo Sustrato Referencia Conc(e:/t:)a cion Estereoquimica Observaciones
. mgs, gldA e yghD de E.coli,
MG1655 AackA-pta AldhA . Clomburg, .g. @ . ¥ .
dh feld h Glicerol 2011 5,60 Nd dihidroxiacetona kinasa de C.
AdhaK (pTHKLcfgldAmgsAyqhD) freundii
S. cerevisiae Glicerol Jung, 2011 2,19 Nd migs y5id de Eeol, gdb de Plchla
angusta
E. coli FMJ9-T7pol -Gm-FRT-
P Glicerol/Glucosa  Este trabajo 0,33 (R),99 % ee GRE2 e YPR1 deS. cereviseae
(pWS4)(pWS5)
E. coli FMJ9-T7pol -Gm-FRT- liceri
. p ) G lcerina Este trabajo 0,26 (R),99 % ee GRE2 e YPR1 de S. cereviseae
nA/CAV mAICE) enlittina/Glucoca
{pWS2}HpWS5) splitting/Glucosa
E. coli FMJ9-T7pol -Gm-FRT- Glicerina
E j 17 R 9 RE2 e YPR1 b i
(PWS4)(pWSS5) cruda/Glucosa ste trabajo 0, (R),99%ee G e de S. cereviseae

En otro orden, ha sido posible alcanzar la sintesis quimio-enzimatica de (R)-2-metoxi metoxi-
1-propanol y de (R)-propilencarbonato (7a) alcanzando rendimientos globales por encima
del 60 % y 90 % respectivamente. Los productos obtenidos son en ambos casos
enantioméricamente puros (e.e. > 99 %).

Complementariamente, se ha demostrado la posibilidad de lograr la sintesis biocatalitica del
(R)-propilencarbonato (7a), catalizando la reaccion de transesterificacion entre el (R)-1,2-
propanodiol (2a) y el dietilcarbonato (30) 6 el dimetilcarbonato (29) con la lipasa
inmovilizada CAL-B de Candida antarctica, (logrando bioconversiones de aproximadamente
5%y 15 % respectivamente y e.e. > 99 %).

De esta forma se ha logrado completar la produccién de (R)-propilencarbonato (7a) a partir
de glicerol (1) recurriendo exclusivamente a técnicas biocataliticas (hecho éste que
habilitaria el reemplazo de reactivos como el difésgeno (26) y el trifésgeno (27) que
presentan cuestionamientos tanto desde el punto de vista ambiental como desde el punto
de vista de la seguridad laboral).

Se ha evaluado la valorizaciéon econémica potencial que estas derivatizaciones del (R)-1,2-
propanodiol (2a) obtenido permitirian alcanzar, concluyéndose que, la relaciéon de precios
entre estos productos vy el glicerol (1) obtenido en el proceso industrial, permitiria iniciar el
analisis de pre-factibilidad econémica de su produccién.
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4.2 Perspectivas

Las lineas identificadas para dar continuidad a este trabajo pueden clasificarse en: posibles
mejoras a introducir a los biocatalizadores disefiados, trabajos necesarios de cara a un
potencial escalado del proceso y revisién de las condiciones de sintesis de productos
derivados de interés.

En relacién a la construccién de los biocatalizadores, a futuro corresponderia ensayar la
mejora introducida que permite la expresion de la metilglioxal sintasa de E. coli en los
biocatalizadores derivados de E.coli BL21(DE3) y de E.coli BL21(DE3)AyghE, reevaluando su
desempeiio.

Una linea de trabajo a desarrollar a futuro podria estar integrada por lograr la expresion de
los vectores construidos en cepas de E. coli que presenten deleciones de los genes pfl y tdcE.
Asimismo, modificaciones genéticas adicionales podrian considerarse afectando las vias
metabdlicas competitivas por ejemplo la obtencion de lactato (11) a partir de metilglioxal
(3) mediante el by-pass del S-lactoilglutatién.

En esa misma linea podria evaluarse la expresidon de la enzima glicerol deshidrogenasa
(g/dA) con la finalidad de favorecer la formacién de dihidroxiacetona (DHA), sustrato de la
mgsA y/o la delecidn del gen que codifica para la triosa-fosfato-isomerasa-1 (tpil) a efectos
de evitar la demanda competente de DHA hacia gliceraldehido 3-fosfato, dejando como
Unica posibilidad su transformacion en metilglioxal (3).

En relacién al escalado del proceso se entiende necesario evaluar el desempefio de la via
metabdlica en biotransformaciones en régimen continuo.

A partir de la optimizacion multivariable desarrollada en condiciones batch se ha
identificado como variables con incidencia predominante en el resultado de Ia
biotransformacién el pH, la temperatura de incubaciéon en la etapa posterior a la induccioén,
y la relacidn glicerol (1):glucosa (6). Corresponderia desarrollar el analisis de la influencia de
las variables no incluidas a partir del andlisis de Pareto en régimen continuo, durante el
escalado del proceso.La obtencidn en régimen continuo del producto genera nuevos
desafios a ser considerados, entre los que se pueden mencionar las actividades de
extraccion y purificacion del producto.

Corresponderia, analizar alternativas que permitan reducir el volumen de antibidticos
demandado como presidn positiva por parte de los biocatalizadores,a la vez que, buscar
alternativas econdmicas a medios de cultivo de cara a su posible uso en fase comercial.

En otro orden, respecto a la revisién de las condiciones de sintesis de productos derivados
de interés se propone profundizar en el ajuste de las condiciones de reaccién a efectos de
incrementar los rendimientos obtenidospreliminarmente en la sintesis enzimatica de (R)-
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propilencarbonato (7a). Adicionalmente, se prevé evaluar el desempefio de otros
biocatalizadores(lipasas y microorganismos que las expresan) de la coleccion del Laboratorio
de Biocatdlisis y Biotransformaciones de la Facultad de Quimica - UdelaR.

En forma andloga se plantea explorar alternativas que permitan aplicar este mismo
concepto a la sintesis del (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8), recurriendo a herramientas
biocataliticas, en la busqueda de completar su obtencidn a partir de glicerol (1) mediante
técnicas de quimica verde ambientalmente amigables.

Finalmente, la identificacion de nuevos derivados de (R)-1,2-propanodiol (2a) a ser
sintetizados podria abordarse con igual criterio.

4.3 Comentarios finales

La obtencién -hasta donde se tiene conocimiento- del primer microorganismo desarrollado
por ingenieria metabdlica en la Catedra de Microbiologia y el Laboratorio de Biocatalisis y
Biotransformaciones de la Facultad de Quimica de la UdelaR, representa un hito en si
mismo.

A su vez el conocimiento acufiado a lo largo de este proceso puede constituir una base
solida para el desarrollo de futuras actividades que, o bien avancen segin se ha descrito
hacia el desarrollo comercial de los productos referidos, o bien permitan desencadenar
nuevas lineas de investigacién en temas similares.

En sintesis, existen posibilidades para continuar avanzando sobre la base de los resultados
aqui expuestos en el desarrollo de esta alternativa que pretende aportar a la sostenibilidad
de la produccién de biodiésel, contribuyendo a la remocién -en forma ambientalmente
amigable- de la restriccién mas importante identificada a la fecha para la produccion de este
biocombustible, su balance econdmico.
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5.1 Materiales y métodos microbioldgicos
5.1.1 Secuencias de genes de interés

GRE2:Systematic Name: YOL151W, SGD ID: SO00005511.
YPR1:Systematic Name: YDR368W, SGD ID: S000002776.
mgsA:Alternate Gene Symbols:yccG, ID: EG12307.

5.1.2 Vectores utilizados y construidos
En la Tabla 5.1 se incluyen los vectores utilizados en el presente trabajo.

Tabla 5.1: Vectores utilizados

Caracteristica

Vector Seleccion Origen utilizada /uso Referencia
pETDuet-1 Amp EMD Biosciences Vector de expresion e
pACYCDuet-1 Cm Novagen Vector de expresion *
pPSRG14 Ura Dra. Sonia Rodriguez Molde YPR1 320
pPSRG41 Leu Dra. Sonia Rodriguez Molde GRE2 20
pTZ57R/T Amp Thermo Fisher Scientific ~ Vector de clonado 30
pCR™2.1-TOPO®TA  Amp/Kan Invitrogen Vector de clonado -
pPGEMTeasy Amp Promega Vector de clonado 392
pBT20-Abla Gm Dr. Tung T. Hoang. Transposon Mariner 7

En la Tabla 5.2 se listan los vectores construidos en el marco del presente trabajo.
Tabla 5.2: Vectores construidos

Vector Seleccion Descripcion
pWs1 Amp YPR1 en pGEM Teasy Vector System
pWS2 Amp GRE2 en pCR™ 2.1-TOPO® TA vector
pWS3 Amp YPR1 en pETDuet-1
pWwWs4 Amp GRE2 e YPR1 en pETDuet-1
pWS5 Kan mgsA en pRSFDuet-1
pPP8 Cm GRE2 en pACYCDuet-1
pPP9 Amp GRE2 en pETDuet-1
pSRG13 Gm YPR1 en pACYCDuet-1
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5.1.3 Secuencias de oligonucleétidos utilizados

En la Tabla 5.3 se incluyen los oligonucleétidos utilizados en el marco del presente trabajo
(obtenidos de Operon o Macrogen).
Tabla 5.3: Primers utilizados

Secuencia (5°- 3")cuando corresponde, subrayado

Identificacion del . c : > Enzima de
Oligonucleétido sitio de actuacion enzima de restriccion TGN
ws1GRE2f GCT CAT ATG TCA GTT TTC GTT TCA GG Ndel
ws1GRE2r GCG GGT ACC TTA TAT TCT GCC CTC AAA TT Kpnl

ws1YPR1f GTC GGT CTC TCA TGC CTG CTA CGT TAA AGA ATT Bsal

ws1YPR1r CAC CTG CAG TCA TTG GAA AAT TGG GAA GG Pst|
wsYPR1for300 GGC TTG GAT TAT GTT GAC N/A
wsGRE2for342 CGCCGC TGA TTC TGT AG N/A
M13forward TGT AAA ACG ACG GCC AGT N/A
M13reverse CAG GAA ACA GCT ATG AC N/A
PET Upstream
Primer #69214-3 ATG CGT CCG GCG TAG A N/A
DuetUP2
Primer #71180-3 TTG TAC ACG GCC GCA TAA TC N/A
DuetDOWN1
Primer #71179-3 CTA ATA CGC CGG CAC ATG TT N/A
T7 Terminator
Primer #69337-3 CCG CTG AGC AAT AAC TAG C N/A
ACYCDuetUP1
Primer #71178-3 GGA TCT CGA CGC TCT ccc T N/A

5.1.4 Cepas utilizadas y construidas en el presente trabajo

En la Tabla 5.4 y 5.5 se incluyen las cepas utilizadas y construidas respectivamente en el
marco del presente trabajo.
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Identificacion

E. coli BL21(DE3)

E. coliBL21(DE3)
AyqhE

E. coliFMJ39

E. coli JIM109

E. coli XL1

E. coli Top10

E. coli IM105(pKTS3)

E. coli (HPS1-mob-
Aasd-pir116)

E. coliDH10B

E. coli

Tabla 5.4: Cepas utilizadas
Caracteristicas relevantes

str. BF ompT gal decm lon hsdSg(rg mg )A(DE3 [lacl lacUV5-T7p07 °ind1°
sam?7 nin5]) [malB*.12(\°)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg ) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1°sam7 nin5]) [malB*k.12(A%) AyghE

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pflB1, IdhA9, rfbC1,
rpsL175(strR), thiEl

endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (r., m’), relAl, supE44, A( lac-proAB),
[F" traD36, proAB, lagl®ZAM15]

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB laclq ZAM15
Tn10 (Tet")]

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139
A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

F' traD36 laclqA(lacZ)M15 proA+B+/thi rpsL (Str") endA sbcB15 sbcC
hsdR4 (ri—mg") A(lac-proAB) (pKTS3)

el4- (mcrA) recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1A(lac-
proAB) rif zxx::miniTn5Lac4 (lacl®lacZAM15) Aasd::FRT uidA::pir116 zdg-
232::Tn10

FendA1 deoR" recA1 galE15 galK16 nupG rpsl A(lac)X74$80lacZ
AM15araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Strf A~

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg ) A(DE3 [lacl lacUV5-

BL21(DE3)AyqhE(pPP4) T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*1x.12(X°) AyghE (pPP4)
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Tabla 5.5: Cepas construidas

Identificacion

Caracteristicas relevantes

E. coli BL21(DE3)(pWS3)

E. coli BL21(DE3)(pPP8)

E. coli BL21(DE3)(pWS4)

E. coli BL21(DE3)
AyqhE(pWS3)

E. coli BL21(DE3)
AyqhE(pPP8)

E. coli BL21(DE3)
AyqhE(pWS4)

E. coli BL21(DE3)
AyqhE(pWS3)(pPP8)

E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT

E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS3)

E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pPP8)

E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS4)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs ms~) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*k.12(A%) (pWS3)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg ) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*1k.12(A°) (pPP8)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg~) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malBk.12(A°) (pWS4)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg ) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malBk.12(A°) AyghE (pWS3)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg~) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB k.12(A°) AyghE (pPP8)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg ) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB k.12(A°) AyghE (pWS4)

str. BF ompT gal dcm lon hsdSg(rs mg~) A(DE3 [lacl lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB k.12(A°) AyghE (pWS3)(pPP8)

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pfIB1,
IdhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pflB1,
IdhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT (pWS3)

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pfIB1,
IdhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT (pPP8)

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pfIB1,
IdhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT (pWS4)
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E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS5)

E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT
(pPWS4) (pWS5)

E. coli JIM109 (pWS1)

E. coli IM109 (pWS2)

E. coli XL1 (pWS1)

E. coli XL1 (pWS2)

E. coli Top10 (pPP8)

E. coli Top10 (pPP9)

E. coli Top10 (pSRG13)

E. coli DH10B(pWS4)

E. coli (HPS1-mob-Aasd-
pirl16) (pBT20-Abla T7pol)

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pfIB1,
IdhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT (pWS5)

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, ginX44(AS), pflB1, IdhA9,
rfbC1, rpsL175(strR), thiEl, T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5)

endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (ri_, my'), relAl, supE44,
A( lac-proAB), [F* traD36, proAB, lagl®ZAM15](pWS1)

endA1l, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (ri_, my'), relAl, supE44,
A( lac-proAB), [F* traD36, proAB, laql®ZAM15] (pWS2)

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
laclg ZAM15 Tn10 (Tet")] (pWS1)

recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
laclqg ZAM15 Tn10 (Tet" )] (pWS2)

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15AlacX74°recAl®
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG(pPP8)

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15AlacX74°recAl®
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG(pPP9)

F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/lacZAM15AlacX74°recAl®
araD139 A(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG
(pSRG13)

F~ endA1 deoR" recAl galE15 galK16 nupG rpsL A(lac)X74
$80/acZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Stri A” (pWS4)

el4- (mcrA) recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supEA4
relA1A(lac-proAB) rif zxx::miniTn5Lac4 (lacl’lacZAM15)
Aasd::FRT uidA::pir116 zdg-232::Tn10(pBT20-Abla T7pol)
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5.1.5 Enzimas
Enzimas de restriccion utilizadas

En la siguiente tabla se listan las principales enzimas de restriccidon a las que se recurrié en
diferentes instancias en el presente trabajo. Las enzimas utilizadas fueron provistas por
Fermentas o Invitrogen y aplicadas siguiendo las recomendaciones del proveedor.

Tabla 5.6: Enzimas de restriccion utilizadas

Enzimas de restriccion

Bsal Eco31l EcoRl
EcoRV Haelll Hindlll
Kpnl Ncol Ndel
Pstl Xbal Xhol

5.1.6 Otros insumos microbioldgicos

En las reacciones de PCR se recurre al uso de polimerasas Taq (Invitrogen).
La ADN T4 ligasa utilizada en las construcciones de vectores se adquiere a Invitrogen.

Para la extraccion de ADN gendémico bacteriano se utiliza el kit comercial PureLink™

Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).
Para la extraccion de ADN plasmidico se utiliza el kit comercial de Quiagen™.
En las reacciones de PCR se usan los dNTPs de New England Biolabs.

En las corridas electroforéticas se utiliza agarosa (Sigma-Aldrich) y se emplea buffer Tris-
Borato-EDTA (TBE) 0.5X. Los geles se tifien con Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich).

Como marcador de peso molecular y como estandar en la cuantificacion de ADN se emplea
Gene Ruler 1Kb DNA LADDER (Fermentas®).

La tRNA utilizada en la co-precipitacién del productode ligacion previo a su transformacion
por electroporacidn, segun lo descrito por Zhu y colaboradores se adquiere a BioBasic Inc.>”*
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5.1.7 Medios de cultivo

Medio para biotransformacion en aerobiosis/anaerobiosis células en crecimiento

Tabla 5.7: Medio cultivo aerobiosis/anaerobiosis

Producto m (g)/L
Acetato de Potasio 1,0
Extracto de Levadura 5,0
Cloruro de Sodio 5,0
Cloruro de Potasio 1,5
Cloruro de Amonio 1,0
Cloruro de Magnesio 0,2
Sulfato de Sodio 0,07
Cloruro Ferroso 0,005
Fuente de C (solucién 20 %)* 1mL
Buffer MOPS** ajuste a pH=6,8
Agua destilada csp 1000 mL

* Glucosa (6) /glicerol (1) (0,5 mL/0,5 mL)
** Esterilizado por filtracion MOPS pH= 6,8 corresponde a
aproximadamente a: 10,0 g MOPSvy 13,3 g NaHCO;

Buffer para reaccién en régimen de células en reposo

Tabla 5.8: Buffer MOPS (15) /Bicarbonato

Producto m (g)/L
Buffer MOPS (15) 10,0
Bicarbonato de Sodio 13,3

* Se esteriliza por filtracion a vacio

Medio simil M9 con acetato (10)
Tabla 5.9: Medio simil M9 con acetato (10)

Producto m (g)/L
Fosfato dibasico de Sodio 6,0
Fosfato monobasico de Potasio 3,0
Cloruro de Sodio 0,5
Cloruro de Amonio 1,0
Acetato de Sodio 1,0
Agua destilada csp 950 mL

Autoclavar y una vez termostatizado alicuotar en viales de 9,5 mL.
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En cada vial agregar 0,5 mL de la siguiente solucion:

Cloruro de Calcio (1M) 100 pL
Vitamina B1 500 uL
Sulftato de Magnesio hexa hidratado (1M) 1mL
Glucosa (6) (8 %) csp 50 mL

Medio simil M9 para biotransformacién de glicerol (1)
Tabla 5.10: Medio simil M9 para biotransformacidn de Glicerol (1)

Producto m (g)/L
Acetato de Sodio 1,0
Extracto de Levadura 5,0
Cloruro de Sodio 0,5
Cloruro de Amonio 1,0
Agua destilada csp 800 mL
Autoclavar y una vez termostatizado agregar:
Vitamina B1 50 pL
Cloruro de Calcio (1M) 100 uL
Glucosa (6) (20 %) /glicerol (1) (20 %) 20,0 mL
Sulftato de Magnesio hexa hidratado (1M) 1mL
Buffer MOPS o PIPES* ajuste a pH=6,8

* Esterilizado por filtracién

5.1.8 Mantenimiento de cepas

Se utilizan técnicas estandar de microbiologia para el manejo de todas las cepas. Para el
cultivo de las cepas de E. coli se utiliza el medio Luria Bertani (LB) en forma sdlida
(adicionado de agar bacteriolégico al 1,5 %) o en caldo.

Tabla 5.11: Dosificacion de antibioticos en medios de cultivo

Antibiodtico Concentracion (ug/mL)
Ampicilina 50
Cloranfenicol 100
Kanamicina 50
Gentamicina 50

En el caso de las cepas que presentan resistencia a antibiético (ya sea por haber sido
incorporado a su genoma cromosomico o por portar pldasmidos que la codifican) se realiza el
agregado del antibidtico correspondiente al medio previamente autoclavado, las
concentraciones utilizadas se incluyen en la Tabla 5.11. El mantenimiento de corto plazo de
las cepas se realiza mediante cultivos en placa, las que se mantienen selladas con Parafilm®
y almacenadas a 4 °C. El mantenimiento de largo plazo se realiza almacenando las cepas a -
70 °C en caldo LB con glicerol (1) al 15 %.
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5.1.9 Métodos de biologia molecular

Salvo en los casos en que se explicite otra condicién, se utilizan técnicas estdndar de
biologia molecular.>*

5.1.10 Condiciones de PCR

Se utiliza en todos los casos el ciclo de PCR que se muestra en la Figura 5.1.

| |
| i
| |
94°C | 94°C i
' |
o | o
5 min i 1 min 72°C | 72°C
| 1
| |
| . 3min | 10 min
; 54°C |
| |
| |
i 2 min i
: 25 ciclos | 4°C
15 min

Figura 5.1: Ciclo de PCR utilizado en amplificacion de ADN gendmico de E. coli.

La verificacion de la integridad, asi como la cuantificacién de ADN obtenido de los productos
de amplificacion se realiza mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8% p/v) en buffer
TBE 0.5X, tefiido con Bromuro de Etidio (5 pg/uL).

En paralelo se corre un marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb DNA Ladder,
Fermentas®) de forma de estimar el tamafio de los amplicones obtenidos asi como poder
valorar la concentracién de ADN. Se fotografia bajo luz UV con cdmara digital Kodak DC120
(Kodak Digital Science) y convirtiendo a archivo de imagen usando el Sistema de Anélisis y
Documentacién de Electroforesis 120 de Kodak (Eastman Kodak Company, Rochester, NY,
USA).

5.1.11 Secuenciado de los genes

En aquellos vectores construidos que requieren de secuenciado a efectos de confirmar su
identidad, se recurre al servicio de secuenciado de la empresaMacrogen Corporation Seoul,
Korea (Secuenciador automatico ABI 3730XL Applied Biosystems).

5.1.12 Gel de proteinas

Se sigue la técnica para SDS-PAGE sobre las fracciones solubles e insolubles del producto de
extraccion obtenido por ultrasonido en buffer de pH 8,0.
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5.1.13Condiciones de conjugacion

El ensayo de conjugacion se desarrolla de acuerdo el siguiente procedimiento adaptado de
Kang y colaboradores:*’? A partir de cultivos en fase exponencial tanto del donor como del
receptor, en este caso las cepas E. coli (HPS1-mob-Aasd-pir116) (pBT20-Abla T7pol) y E. coli
FMJ39 respectivamente, se toman 0,7 mL de cada cultivo y se mezclan en un tubo
eppendorf. Se centrifuga a 9.000 x g durante 1 minuto. Se toman 30 pL del sobrenadante, se
descarta el resto del sobrenadante y se suspende el centrifugado en los 30 pL del
sobrenadante separados anteriormente. Se coloca un filtro (Acetato de celulosa) sobre una
placa con LB. Se incuba a 37 °C durante 6 hs. Se retira el filtro y se coloca en un tubo
eppendorf que contiene 1 mL de medio LB-broth sin agregado de DAP(16) (para prevenir el
crecimiento de los donantes). Se agita en vortex durante 1 min y se siembran placas de LB-
Gm (repartiendo la totalidad del medio en tantas placas como sea necesario). Se incuba a 37
°C. Se recuperan los conjugantes a las 24 hs.

5.2 Materiales y métodos biocataliticos

5.2.1 Sustratos y reactivos

En la tabla 5.12 se detallan los sustratos y reactivos empleados en las biotransformaciones

Tabla 5.12: Sustratos y reactivos utilizados en Biotransformaciones

Producto N° CAS % Pureza Proveedor
a-Etil acetoacetato de etilo (5) 78-98-8 90% Sigma-Aldrich®
Metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) 6342-56-9 97% Sigma-Aldrich®
Glicerol (1) 56-81-5 >99 9% J.T.Baker®
Glucosa (6) 50-99-7 >99 % Oxoid®
Metilglioxal (3) 78-98-8 40% Sigma-Aldrich®
1,2-Propanodiol (2) 504-63-2 99,5% Sigma-Aldrich®
(R)-1,2-Propanodiol (2a) 4254-14-2 96% Sigma-Aldrich®
(S)-1,2-Propanodiol (2b) 4254-15-3 96 % Sigma-Aldrich®
DL-Lactaldehido (4) 598-35-6 No cuantificado Sintesis propia
Glicerina splitting (21b) N/A (70-80) % ALUR
Glicerina cruda (21a) N/A (50- 65) % ALUR
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5.2.2 Biotransformaciones en régimen de células en crecimiento en aerobiosis

Se toma asépticamente una muestra del stock de la cepa mantenida en freezer a -70 °C con
la cual se inocula una placa de LB-agar/Ant (Ant: antibidtico requerido para mantener
presion selectiva segun la cepa). Se incuba durante 24 hs a 37 °C. Se toma una colonia
aislada y se siembra en 5 mL de LB/Ant.

El precultivo se incuba a 37 °C en un agitador orbital a 200 rom durante 16 a 24 horas,
momento en el que se adiciona la glucosa (6), glicerol (1) o una combinaciéon de ambas
segun el ensayo que se esté ejecutando. Se toman 200 pL del cultivo y se inoculan 20mL de
LB/Ant conteniendo igual composicion de azlcares que la del precultivo, en matraces de
100mL.Se monitorea el crecimiento incubando a 37 °C y 200 rpm en agitador orbital hasta
alcanzar una DOggonm= 0,5. En ese momento se induce el sistema mediante la adicion de 24
pL de IPTG (20) 800 mM vy se adiciona el sustrato en estudio hasta alcanzar una
concentracién final de 10 mM.

Las biotransformaciones a partir del punto de induccién se desarrollan, salvo que se indique
lo contrario a 30 °C. Alternativamente a LB/Ant se recurre a otros medios de cultivos (por
ejemplo variantes de medio minimo M9) manteniendo el resto de las condiciones de
ensayo.

5.2.3 Biotransformaciones en régimen de células en crecimiento en anaerobiosis

Las biotransformaciones en anaerobiosis en régimen de células en crecimiento se
desarrollan utilizando como inéculo las células cosechadas en las biotransformaciones en
régimen de células en crecimiento aerobio. Las células asi obtenidas se lavan y se utilizan
para inocular un vial preparado para asegurar condicién anaerobia (medio hervido, gaseado
bajo corriente de N,, vial con septo y sellado, etc.).

Al momento de inocular el vial se reitera la adicion de IPTG (20) manteniendo las
proporciones previamente descritas. Los ensayos en condiciones de anaerobiosis se
desarrollan utilizando Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6éxido) incorporada al
medio de cultivo como indicador de potencial redox.

La incubacidén se desarrolla en estufa a 37 °C.

5.2.4 Biotransformaciones en régimen de células en reposo en anaerobiosis

Se toma asépticamente una muestra del stock de la cepa mantenida en freezer a -70 °C con
el cual se inocula una placa de LB-agar/Ant (Ant: antibidtico requerido para mantener
presion selectiva segln la cepa).Se incuba durante 24 hs a 37 °C. Se toma una colonia
aislada y se siembra en 5 mL de LB/Ant.
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Cada cultivo se incuba a 37 °C en un agitador orbital a 200 rpm durante 16 a 24 horas. Se
toman 2mL del cultivo y se inoculan 200 mL de medio LB/Ant, en matraces de 1000mL, se
monitorea el crecimiento incubando a 372Cy 200 rpm en agitador orbital hasta alcanzar una
DOgoonm= 0,5 momento en que se induce el sistema mediante la adicidn de 240 pL de IPTG
(20) 800 mM vy se baja la temperatura a 30 °C, incubando por 16 horas adicionales.

Cumplido ese tiempo se procede a centrifugar el cultivo a 5000 rpm durante 15 minutos a 4
°C, se lava con suero fisioldgico a 30 °C y centrifuga nuevamente. El proceso de lavado se
reitera en dos ocasiones y finalmente el centrifugado se suspende en 15 mL de buffer MOPS
(15) -bicarbonato (3-Morfolin propano-1-acido sulfénico).

La reaccién se desarrolla, -salvo que se indique otra cosa en un medio- de composicién 6:3:1
Buffer MOPS (15) -bicarbonato:biomasa:glucosa (6) -glicerol (1), adicionando sobre esta
base el resto de los sustratos que se deseen ensayar.

La mezcla de reaccién se coloca en jarra anaerobia generando atmésfera anaerobia a través
del uso de AnaeroGen® de Oxoid o similar el que es descartado y repuesto en ocasién de
cada muestreo. Se incuba, salvo que se indique otra condicidn a 37 °C durante el periodo de
evaluacidn del ensayo.

5.2.5 Muestreo de Biotransformaciones

De las reacciones de Biotransformacion se extraen muestras periddicamente, para el caso
de analisis mediante Cromatografia Gaseosa (GC) se toman 400 uL de mezcla de reaccioén las
que se extraen con 800 pL de Acetato de Etilo.

Se agita en vértex durante 1 minuto y se separan las fases mediante centrifugacién. Los
extractos organicos se separan, se secan con Na,SOzanhidro y se guardan en freezer a —20
°C hasta el momento de su inyeccion en GC.

En el caso de ensayo mediante Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC), se toma una
muestra de 1000 pL, se filtra sobre acetato de celulosa de 0,45 pum (Sartorius Stedium
Biotech o equivalente) y se mantiene a -20 °C hasta el momento de su inyeccion en HPLC.

Para ensayos de expresion de proteina mediante andlisis de electroforesis de proteinas en
geles con matriz de poliacrilamida, se extraen 1500 pL de muestra que se mantienen a -20
°C hasta el momento de su procesamiento.

5.3 Materiales y métodos de sintesis organica
5.3.1 Solventes y reactivos

Los solventes utilizados se destilan previamente a su uso y se secan siguiendo las
recomendaciones de la literatura especializada.394
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Se utilizan los siguientes solventes acetato de etilo, metanol, etanol, éter de petrdleo,
cloroformo y diclorometano. Los mismos fueron destilados previos a su uso. Para las micro-
extracciones de seguimiento de reaccién se utilizoé acetato de etilo calidad HPLC, controlado
previamente por GC.

5.3.2 Procedimientos generales

Los reactivos comerciales se obtienen de Sigma-Aldrich y se usan, salvo que se especifique
lo contrario, sin mayor purificacion posterior. Las reacciones, cuando se requieren
condiciones anhidras, se desarrollan en material de vidrio previamente secado por
aplicacion de calor, en atmésfera de nitrégeno o argdn y utilizando solventes secos.

En general el seguimiento de las reacciones se desarrolla por TLC segun lo descrito en el
apartado 5.4.1.

Los productos de reaccidn, salvo que se explicite lo contrario se purifican por cromatografia
flash usando silica gel (Kieselgel 60, EM Reagents, 230-400 mesh).

La caracterizacion de los productos se realiza por MS-ID, GC-MS, GC-MS con SPME, H v 3¢
RMN vy rotacion Optica de ser aplicable, seglin lo descrito en los apartados 5.4.4 a 5.4.7 y
5.4.10

5.3.3 Sintesis de 2-metoximetoxi-1-propanol (8)
Proteccidn del alcohol primario

En un baldén de dos bocas 500 mg (6.57 mmol) de 1,2-propanodiol (2), 80.26 mg (0.657
mmol) de 4-Dimetilaminopiridina (34), 630.27 mg (9.2637 mmol) de Imidazol (35) y 1.050 g
(9.96 mmol) de Tert-butildimetilsililcloruro (22) se mezclan en CH,Cl, seco a temperatura
ambiente durante dos horas. La mezcla de reaccidn se diluye en éter con HCI 1N acuoso y se
seca sobre Na,S0;,.

La reaccidn se sigue a través de TLC (utilizando como fase movil Eter de Petréleo / Acetato
de Etilo 8:1, Rf=0,2-0,3 revelador p-anisaldehido. La purificacion se realiza mediante
cromatografia en columna flash usando como solvente de elucién Eter de Petréleo / Acetato
de Etilo 10:1. El producto de reaccién (23) es un aceite. (70 %).

Alternativamente se realiza la reaccion en las siguientes condiciones: El 1,2-propanodiol (2)
500 mg (6.57 mmol) se agrega a CH,Cl, seco, la mezcla se enfria por debajo de 0 °C,
alcanzada esa temperatura 997.2 mg (9.855 mmol) de Trietilamina (36) se adicionan a la
mezcla y se agita durante 20 min. Seguidamente 1.736 g (6.57 mmol) de Triflato del TBDMSi
(Ter-butil-dimetil-silil-tri-fluoruro-metan-sulfonato) (24) se agrega mediante goteo
lentamente. La reaccién se detiene a los 15 minutos.

La mezcla de reaccién se diluye en CH,Cl,y se lava con solucidn de NaHCOs saturada y se
extrae con CH,Cl,. Se seca con Na,SO, y se filtra. La purificacién se desarrolla seglin se ha
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descrito anteriormente,se eluye con Eter de Petréleo / Acetato de Etilo 10:1. El producto
obtenido (23) es un aceite. (66 %).

Reaccion sobre alcohol secundario

En un balén de dos bocas, en bafio de hielo se mezclan 500 mg (2.64 mmol) del producto
(23), 3.412 g (26.4 mmol) de N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) (37), 19 mL de CH,Cl, secoy
2.124 g (26.4 mmol) de Cloro-metil-metil-eter (MOMCI) (25). La mezcla se agita durante una
hora a 0 °C y posteriormente se mantiene agitacion a Temperatura ambiente durante 12
horas. Se neutraliza el exceso de DIPEA (37) con HCI 1N (26.4 mL). Se extrae con CH,Cl,y se
seca sobre Na,SO,. Se elimina el solvente y se purifica en columna flash eluyendo el
producto con Eter de Petrdleo:Acetato de Etilo 10:1. El seguimiento de la reaccidn se
desarrolla en TLC con Eter de Petréleo:Acetato de Etilo 8:1. Esta reaccién da lugar al
producto de reaccién (26). (58 %).

Alternativamente, la reaccion se desarrolla en un balén seco de dos bocas en bafio de hielo
recurriendo a la mezcla de 374 mg (1.975 mmol) del producto (23) con MOMCI (25) 1.652 g
(20.54 mmol) usando DIPEA (37) como solvente (14 mL). La mezcla se agita durante una
hora a 0 °C y posteriormente se mantiene agitaciéon a Temperatura ambiente durante 12
horas. La neutralizaciéon de DIPEA (37) se realiza con HCI 1N (aproximadamente 84.7 mL). El
resto de las condiciones se mantiene incambiada respecto a lo descrito anteriormente
obteniéndose (26). (43%).

Desproteccidon del alcohol primario

En un balén de dos bocas en bafio de hielo a 180 mg de (26), disueltos en 3 mL de THF (38)
se adiciona TBAF (36.55 mg, 1.538 mmol) (39). La mezcla se agita inicialmente durante 5
minutos a 0 °C y posteriormente a temperatura ambiente por 7 horas. El seguimiento de la
reaccion se realiza en TLC usando CH,Cl,:CH30H 96:4, Rf: 0.4. La purificacion del producto
se desarrolla mediante cromatografia flash. Se empaca la columna con EP/AcOEt 7:3 vy se
eluye en etapas, iniciando en EP/AcOEt =7:3, luego EP/AcOEt 6:4 y finalmente EP/AcOEt 5:5.
Se obtiene el producto final 2-metoximetoxi-1-propanol (8). (Muy bajorendimiento).

Alternativamente la reaccion se desarrolla en baldn agregando el producto (26) (118 mg,
0,504 mmol) a una mezcla de AcOH:THF:H,0 4:2:2 (2 mL) a temperatura ambiente durante
20 hs.

El producto de reaccién se neutraliza con solucién saturada de NaHCOs3, se lava con H,O y se
extrae con CH,Cl,. Se seca sobre Na,SQ,. El seguimiento de la reaccion se realiza en TLC
usando CH,Cl,:CH30H 96:4, Rf: 0.4. La purificacion de (8) se desarrolla mediante
cromatografia flash en columna empacada con CH,Cl,:CH30H 98:2 se eluye en dos etapas,
con CH,Cl;:CH30H 98:2 y luego CH,Cl;:CH30OH 96:4. Se obtiene el producto final 2-
metoximetoxi-1-propanol (7). (20 %).
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5.3.4 Sintesis de (R)-2-metoxi metoxi-1-propanol (8a)

Se reiteran las reacciones anteriormente descritas, que mejor desempefio presentan
recurriendo como reactivo a (R)-1,2-propanodiol (2a). Se obtienen los productos
intermediarios (23a) y (26a), para finalmente conducir a la obtencién del producto final (8a).
(61 %).

5.3.5 Sintesis de propilencarbonato (7)

En un balén de dos bocas seco 50 mg (0.657 mmol) de 1,2-propanodiol (2), y 170 mg (1.314
mmol) de DIPEA (37) se agregan en 1 mL deCH,Cl, seco. Finalmente, en bafio de hielo, 130
mg (0.657 mmol) de Difésgeno (26) es agregado por goteo muy lentamente. La reaccion se
deja avanzar por 5 horas a temperatura ambiente. El DIPEA (37) presente en la mezcla de
reaccion se neutraliza con HCl 1 N previo a desarrollar extraccién con CH,Cl,de (7). El
extracto se seca con Na,SO4. El seguimiento de la reaccién se realiza con TLC usando
CHCI3/CH30H 95:5. (66 %).

5.3.6 Sintesis de (R)-propilencarbonato (7a)

Andlogamente a lo previamente descrito se realiza la sintesis de (R)-propilencarbonato (7a)
con los siguientes ajustes, se reemplaza el Propilenglicol (2) por el (R)-1,2-propanodiol (2a) y
se utiliza Trifésgeno (27) en vez de Difdsgeno (26) (reduciendo la dosificacion de manera de
mantener los equivalentes de fdsgeno a reaccionar) (94 %).

5.3.7 Sintesis enzimatica de (R)-propilencarbonato (7a)

En un balén de 100 mL equipado con agitacién magnética, condensador y termémetro se
colocan (R)-1,2-propanodiol (2a) (0.46 mL, 6 mmol) y dimetil carbonato (29) (0.54 g, 6
mmol). Se disuelven en 12 mL de THF (38). En la mezcla de reaccién se adiciona lipasa de C.
antarctica (Novozyme 435, 0.30 g) como biocatalizador y tamices moleculares de 5 A (2.0 g)
como sumidero del metanol (31) formado en la reaccion de transesterificacion. La reaccién
se lleva a cabo a 60 °C por 24 hs. Monitoreando la reaccién por TLC usando como fase mavil
CHCl3/CH30H 95:5. (15 %)

Una vez finalizada la reaccién se centrifuga a 2000 rpm surante 10 min para remocién de
lipasa y tamices moleculares. El sobrenadante se evapora bajo presién reducida para
obtener un aceite incoloro- amarillento (7a). La identidad del producto obtenido se
confirma por RMN (Ver Anexo lll) y la pureza enantiomérica del se verifica mediante GC
quiral.
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5.3.8 Sintesis quimio-enzimatica de lactaldehido(4) a partir de metilglioxal 1,1-
dimetilacetal (32)

Reduccion de metilglioxal 1,1-dimetilacetal (32) con Saccharomyces cerevisiae

En 100 mL de agua se disuelve metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) (500 pL, 4,13 mmol) y
sacarosa (10 g). En esa solucién se suspenden 10 g de levadura de panificacion
(Saccharomyces cerevisiae). Se realizan en simultdneo dos controles (blanco levadura y blanco
sustrato). Se incuba a 30 °C en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos
de reaccién 0, 24 y 48 hs. A las 48 hs se filtra la solucidn y se continda la reaccién con el
sobrenadanteconteniendo (33).

Reduccion de metilglioxal 1,1-dimetilacetal (32) con Daucus carota

En 100 mL de solucion acuosa de metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) (500 uL, 4,13 mmol) se
suspenden 25 g de zanahoria (D. carota) finamente picada en cubos de aproximadamente
0,3 mm de lado. Se realizan en simultdneo dos controles (blanco zanahoria y blanco
sustrato). Se incuba a 30 °C en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos
de reaccién 0, 24 y 48 hs. A las 48 hs se filtra la solucién y se continda la reaccién con el
sobrenadante conteniendo (33).

Desproteccion del dimetilacetal (33)

La desproteccion del dimetil acetal (33) obtenido en las etapas anteriores se realiza
mediante incubacién con 2 mL de resina Dowex 50W-X8 H* durante 24 horas a temperatura
ambiente obteniéndose una solucidn conteniendo lactaldehido (4).

5.3.9 Sintesis enzimatica de lactaldehido (4) a partir de metilglioxal (3)
Reduccion de metilglioxal (3) con Saccharomyces cerevisiae

En 100 mL de agua se disuelve metilglioxal (3) (1000 uL, 16,2 mmol) y sacarosa (10 g). En esa
solucion se suspenden 10 g de levadura de panificacion (Saccharomyces cerevisiae). Se
realizan en simultdneo dos controles (blanco levadura y blanco sustrato). Se incuba a 30 °C
en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos de reaccién 0, 24 y 48 hs. A
las 48 horas se interrumpe la reaccidon ensayandose la soluciéon conteniendo los productos
de reduccidén del carbonilo primario, el acetol (14),del carbonilo secundario, el lactaldehido
(4)y el producto de reduccién de ambos carbonilos, el 1,2-propanodiol (2).

Reduccion de metilglioxal (3) con Daucus carota

En 100 mL de solucién acuosa de metilglioxal (3) (1000 uL, 16,2 mmol) se suspenden 25 g de
zanahoria (D. carota) finamente picada en cubos de aproximadamente 0,3 mm de lado. Se
realizan en simultaneo dos controles (blanco zanahoria y blanco sustrato). Se incuba a 30 °C
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en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos de reaccién 0, 24 y 48 hs. A
las 48 horas se interrumpe la reacciéon ensaydndose la solucidon conteniendo los productos
de reduccién del carbonilo primario,el acetol (14), del carbonilo secundario,el lactaldehido
(4) y el producto de reduccién de ambos carbonilos, el 1,2-propanodiol (2).

5.3.10 Sintesis quimica de DL-lactaldehido (4)

La sintesis de DL-lactaldehido (4) se realiza siguiendo la técnica descrita por Grochowski y
colaboradores con modificaciones.>*

Reduccion del carbonilo

El metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) (1,18 g, 10 mmol) se disuelve en 1 mL de CH3OH (31).
Se agregan lentamente (en 10 minutos) 0,4 g de NaBH; (40) manteniendo agitada la
solucion sobre bafio de hielo. La solucién resultante se agita por 1 hora a temperatura
ambiente, se centrifuga para separar el exceso de sélido y la capa metandlica se evapora
con corriente de nitrégeno. El producto resultante DL-lactaldehido dimetil acetal (33) se
disuelve en 4 mL de CH,Cl, y se lava con 2 mL de solucién de NaHCOs.

Se separan las fases y la capa organica se separa y se seca con Na,SO, obteniéndose (33)
bajo la forma de un aceite incoloro.

Desproteccidon del acetal

La desproteccion del dimetil acetal (33) obtenido en la etapa anterior se realiza mediante
incubacién con 2 mL de resina Dowex 50W-X8 H* (200 a 400 mesh) durante 18 horas a
temperatura ambiente obteniéndose la solucidon de DL-Lactaldehido (4).

5.3.11 Datos de espectroscopia y rotacion dptica
1-(tert-butildimetilsilil)oxi-2 propanol (23)

'H RMN: (CDCl3, 400 MHz), & (ppm): 3.58 (dd,J1,=1.6 Hz J»3=1.9 Hz, 1H, CH3-CH-0), 3.56 (m,
J»3=1.9 Hz, 1H, CH-CH»-0), 3.35 (m,J23=1.9 Hz, 1H, CH-CH»-0), 2.52 (s, 1H, C-OH), 1.11 (d, J;=
1.6 Hz, CH3-CH), 0.90 (s, 9H, C-(CHs)s), 0.07 (s, 6H, Si-(CHs),). *C RMN (CDCls, 400 MHz) &
(ppm): 68.95 (CH-CH,-0),68.30 (CH3-CH-0), 26.23 (C-(CHs)3), 18.51 (CH3-C), -5.02 (Si-(CHs),).

tert-butil(2-metoximetoxipropoxi)dimetilsilano(26)

'H RMN: (CDCl3, 400 MHz), & (ppm): 4.55 (m, 2H, O-CH»-0), 3.60 (m, 1H, CH3-CH-O), 3.47
(m, 1H, CH-CH,-0), 3.35 (m, 1H, CH-CH»-0), 3.23 (s, 1H, C-OH), 3.44 (s, 3H, O-CHs), 0.99 (d,
J=2.6 Hz, 3H, CHs-CH), 0.75 (s, 9H, C-(CHs)3), -0.07 (s, 6H, Si-(CHs),). *C RMN (CDCls, 400
MHz) & (ppm): 95.74 (O-CH,»-0), 69.67 (CH3-CH-0), 67.51 (CH-CH,-0), 55.29 (O-CH3), 26.05
(C-(CHs)3), 17.57 (CH3-C),-0.07 (Si-(CHs)y).
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(R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)

'H RMN: (CDCl3, 400 MHz), § (ppm): 4.73 (m, 2H, O-CH,-0), 3.73 (dd, J1,=4 Hz J53=3 Hz, 1H,
CH3-CH-0), 3.71 (s, 1H, C-OH), 3,64 (m, J1,=4 Hz, 1H, CH-CH,-0), 3,52 (m, J,3=3 Hz, 1H, CH-
CH,-0), 3.44 (s, 3H, O-CHs), 1.18 (d, J,3=4 Hz, 3H, CHs-CH). 3C RMN (CDCls, 400 MHz) &
(ppm): 95.94 (O-CH,-0), 74.34 (CH3-CH-0), 67.69 (CH-CH,-0), 55.54 (O-CH3), 17.67 (CHs-C).
[a]Dyo: (R)=-33.23. Tr en GC quiral (R): 30.233 min.

(R)-propilencarbonato (7a)

'H RMN, (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 4.86 (ddd, Jen-cus=8 Hz, Jen.cno=8 Hz, 1H, CH3-CH-CH2),
4.57 (dd, Jena-cv=8 Hz, Jeha-ch2=8 Hz, 1H, CH-CH,-0), 4.04 (dd, Jcha-ch= 8Hz, JcHa-ch2=8 Hz, 1H,
CH-CH,-0), 1.50 (d, Jeu.cvz=8 Hz, 3H,CHs). **C RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 155.1 (C=0),
73.54 (CH3-CH-0), 70.66 (CH-CH»-0), 19.11 (CHs-C). tr(R)-propilencarbonato (7a) = 23.85 min
(GC quiral), e.e. > 99%.

Lactaldehido (4)

'H RMN, (D0, 400 MHz) & (ppm): 1.27 (d, Jeu-cus=4 Hz, 3H, CH3-CH-OH), 2.58 (s, 1H, CH3-CH-
OH), 4.28 (m (parcialmente cubierto por sefial del D,0), Jeno.ch=4 Hz, 1H, CH3-CH-OH), 9.49
(s, 1H,COH-CO-H). GC-MS-SPME: m/z= 45(100), m/z= 31 (20), m/z= 74 (15), m/z=45 (10),
m/z=58 (5), m/z= 55 (5), m/z= 39 (5).

5.4 Técnicas analiticas
5.4.1Cromatografia en capa fina

Las cromatografias en capa fina (TLC) fueron llevadas a cabo en placas de silica gel 60F-254
Mallinckrodt y visualizadas con luz UV (254 nm) y/o reveladas primeramente en cdmara de
Yodo y posteriormente con Anisaldehido-H,S04-Etanol o Acido Fosfomolibdico.

5.4.2 Cromatografia gaseosa

Los ensayos de seguimiento de reacciones desarrollados mediante Cromatografia Gaseosa
se realizaron en Cromatdgrafos Shimadzu, con diferentes columnas y condiciones de
reaccion segun se describe en la Tabla 5.13

En todos los casos se inyecta 1 uL del extracto obtenido en disolvente organico. El gas
carrier empleado en todos los ensayos es H, (3 mL/min), el sistema de inyeccién es Split
1:50 y se utiliza un detector FID.

Los datos se analizan con el software GC Solution.
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Derivatizaciones para cromatografia gaseosa quiral - acetilacion

Las derivatizaciones de los productos de Biotransformacién para ensayo en Cromatografia
Gaseosa Quiral de 1,2-propanodiol (2) se realizan adicionando a 100 pL de muestra obtenida
de HPLC preparativa previamente liofilizada, 5 pL de Trietilamina (36) y 10 uL de Anhidrido
Acético (41).

Se agita 10 veces por inversidon y se deja reposar 10 minutos previo a la inyeccién del
producto acetilado.

Similar procedimiento se realiza para los estdndares (R)-1,2-propanodiol (2a) y (S)-1,2-
Propanodiol (2b).

Tabla 5.13: Condiciones utilizadas en ensayos por Cromatografia Gaseosa.

Descripcion de

re s Sustrato Columna Programa de Temperatura
analisis
No quiral Carbowax 20 60 °C (5 min) - 8 °C/min hasta 140 °C -
i o-Etil Acetato L=30m, 25 °C/min hasta 240 °C - 240 °C (5 min).
Cromatadgrafo de Etilo (5) D= 025 mm: i lacion 1: . °
Shimazdu 2014 int= 0, ; Split (relacion 1:50) con Tspi: 220 °C.
0,25 um Trp=240°C

Mega - Dex DAC f3 ) .
40 °C (10 min) - 2 °C/min hasta 100 °C -

Quiral L=25m, A . o et o
! 1,2-Propanodiol (2)® D= 025 mm: 100 °C (1 min) - 25 °C/min hasta 210 °C —
Cromatégrafo . . " . (b) =6 z 210 °C (5 mi
Shimadzu 2010 Acido Lactico (11) T..5=230 °C, (5 min).
Imadzu ID#: 14768 Split (relacién 1:50) con Tsyii: 250 °C.
TFID= 250 OC
Carbowax 20
No quiral , L=30m, 40 °C (5 min) - 5 °C/min hasta 150 °C -
GC-MS LaCta'SdPe,\:'Edo (@) D= 0,25 mm; 15 °C/min hasta 240 °C — 240 °C (5 min).
Shimazdu ( ) EF=0,4 um Split (relacion 1:50) con Tsy;e: 101 °C.
=250 °C, Trip= 250 °C?

R e L

iral E i ia:
Quira Propanol (8) ase estacionaria: 4 o /in hasta 150 °C - 150 °C (5 min).
Cromatagrafo Dietil t-butil silil 3-

Propil lit (relacion 1: Tspit: 220 °C.
Shimadzu 2010 ropilencarbonato ciclodextrina. Split (relacion 1:50) con Tsyie: 220

7 Tro= 250 °C?
@) Temp. Max: 2302C AP

60 °C (5 min) -0, 5 °C/min hasta 80 °C

@producto de acetilacion, ® producto de metilacidn, © Método base, se ensayan variantes sobre esta base.

Derivatizacion para cromatografia gaseosa quiral — formacion de metilésteres

La derivatizacién de muestras de biotransformaciones destinadas a ensayo en
Cromatografia Gaseosa Quiral de acido lactico (11) se realiza adicionando a una solucion de
concentracién aproximada de 10 umol/mL en H,0; 0,1 mL de H,SO4 y 1,0 mL de metanol
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(31). La mezcla asi obtenida se mantiene o bien 20 horas a temperatura ambiente o durante
5 minutos a 100 °C (alternativa mayormente utilizada en el presente trabajo). Una vez
terminada la reaccidon se realiza una extraccion con 200 mL de CH,Cl,, se agita en vortex
durante 1 minuto y se centrifuga. La fraccidn organica se separa para inyecciéon en GC-quiral.

Se realiza el procedimiento descrito para el producto racémico b/L-(+/-)-acido lactico (11a) y
para el L-(+)-acido lactico (11b), procediendo a asignar en el cromatograma por diferencia el
pico correspondiente al obtenido para el b-(-)-Acido Léctico (11a) . Se procede de esta forma
al no ser posible obtener estandar comercial de D-(-)-acido lactico (11a).

5.4.3 Cromatografia liquida

Los ensayos de HPLC se llevan a cabo inicialmente en el cromatégrafo Waters 590-Millipore
y posteriormente en el Cromatégrafo Shimadzu LC-20AT, con columna Supelcogel® 610H
(30 cm, 7.8 mm, ID59304-U).

Fase Moévil: H,SO4 0.005 N 6 CH,0, 25 mM. Flujo: 0.5 mL/min. Temperatura de columna: 35
°C. Detector: indice de refraccién RID-10A. Volumen de inyeccién: 20 pL.

La preparacion de la fase movil en analisis de muestras de HPLC se realiza con H,SO,
concentrado (95 — 98) %, provisto por J.T. Baker® disuelto en agua Milli-Q hasta alcanzar la
concentracion deseada.

La preparacién de acido féormico (13) como fase movil se realiza con CH,0, adquirido a
Sigma Aldrich®, disuelto en agua Milli-Q hasta alcanzar la concentracion deseada.

Por defecto la fase movil utilizada es H,SO4, se recurre a CH,0, como fase mévil cuando se
requiere resolver los picos asignados a acido lactico (11) vy glicerol (1) que no presentan
buena resolucion en fase movil H,SO,.

Los ensayos de HPLC quiral se realizaron en las columnas Daicel Chiralcel OD y de la columna
Phenomenex (Cellulose tris(3-chloro-4-methylphenylcarbamate) no lograndose resultados
concluyentes en muestras de acido lactico (11) .

5.4.4 Espectrometria de masas (MS-ID)

Los ensayos de Espectrometria de Masas mediante Inyeccién Directa se realizan en el
equipo GCMS-QP2010 sobre muestras obtenidas de HPLC semi-preparativas previamente
liofilizadas.

El programa de temperatura utilizado consiste en Temperatura inicial = 50 °C (2 min), 20
°C/min; hasta Temperatura final= 350 °C (2 min). Los resultados se analizan usando el
software GC Solution y la base de datos de Shimadzu.
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5.4.5 Cromatografia gaseosa - espectrometria de masas (GC-MS)

Los ensayos de Cromatografia Gaseosa - Espectrometria de Masas se realizan en equipo
GCMS - QP2010. Se utiliza el siguiente programa de temperatura: Temperatura inicial = 60
°C (5 min), 8 °C/min; hasta 140 °C y 25 °C/min hasta 240 °C (5 min). Gas carrier: Helio (3
mL/min). Inyector: Split (relacién 1:50) con Tspir: 220 °C. Volumen inyectado: 1plL de la
muestra extraida.EI-MS (electron ionization-MS) se obtiene en modo scan en el rango
m/z 40 a 350.Los resultados se analizan usando el software GC Solution y la base de datos
de Shimadzu.

5.4.6 Cromatografia gaseosa- espectrometria de masas con SPME (Solid Phase
Micro Extraction)

Para la confirmacion de identidad de productos de sintesis volatil (caso del lactaldehido (4)
sintetizado) se recurre a cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS) a partir de muestra extraida en fase sélida (SPME). El ensayo se realiza en las siguientes
condiciones:

Fibra SPME, Sigma-Aldrich.

Fibra: Poli dimetilsiloxane (PDMS), pH= 2-10, (Fibra roja).

Condiciones de acondicionamiento: Tacondicionamiento= 250 °C, t =30 min.

Condiciones de adsorcion: 30 °C, 30 min.

Condiciones cromatograficas: 40 °C (5 min); 5 °C/min hasta 150 °C; 15 °C/min hasta 240 °C;
240 °C (5 min).

Registro en MS: t > 1 min.

Inyector: Split (relacidn 1:50) Tinyector= 150 °C.

5.4.7 Resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN se realizan en un espectrémetro Bruker Avance DPX-400. Los
desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por milldén (ppm) utilizando
Tetrametilsilano (42) como referencia. Las constantes de acoplamiento (J) estan expresadas
en Hertz.

5.4.8 Asignacion de compuestos en cromatogramas de HPLC

La asignacion inicial de los compuestos en los cromatogramas de HPLC obtenidos a partir de
ensayos de muestras de biotransformaciones se realiza en primer término, a partir de la co-
inyeccion con estandares comerciales para aquellos productos disponibles comercialmente
y a partir de productos de sintesis en el caso del lactaldehido (4).
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Tiempos de retencion asignados en las condiciones de cromatografia usadas enHPLC

En la Tabla 5.14 se resumen los tiempos de retencién asignados para cada compuesto de
interés en base a la metodologia descrita con anterioridad.

Si bien estos tiempos de retencidn presentan pequefias variacionesa lo largo del tiempo (en
comparacion interdiaria) el perfil de elucidén se mantiene inalterado.

La asignacion de tiempos de retencién tabulada anteriormente resulta valida solamente
para las condiciones de ensayos descritas en el apartado 5.4.3 “Cromatografia liquida” en
cromatdgrafo Shimadzu LC-20AT.

Tabla 5.14: Tiempos de retencidon asignados para compuestos relevantes en
biotransformaciones de glicerol (1) /glucosa (6) en las condiciones de ensayo descritas.

Compuesto Tiempo de
retencion (min)
Glucosa (6) 12.95
Metilglioxal (3) 16.37
Lactaldehido (4) 17.23
Lactato (11) 17.36
Glicerol (1) 18.07
Formiato (13) 19,12
Acetato (10) 20.53
1,2-Propanodiol (2) 22.22
Hidroxiacetona (14) 23.42
Etanol (12) 27.40
MOPS (15) 28.84

5.4.9 Asignacion de compuestos en cromatografia gaseosa
Analisis de la bio-reduccion de a-etil acetoacetato de etilo (5)

La asignacion de los picos obtenidos en los cromatogramas de GC a diferentes tiempos de
retencion se realiza en base a los resultados obtenidos con cepas con actividad descrita. Los
compuestos anti (25, 3S) y syn (2R, 3S) se obtienen de la reduccidén de este sustrato
mediante E. coli BL21(DE3)AyghE(pPP4) vy E. coli IM105(pKTS3) de acuerdo a lo descrito en la

bibliografia.>3%37¢
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Tabla 5.15: Tiempos de retencion asignados para a-Etil acetoacetato de etilo (5) y los
posibles alcoholes productos de biorreduccidn en las condiciones de ensayo descritas.

Compuesto Tiempo de retencién (min)
a-etil acetoacetato de etilo 14.5
anti (25-3S)-a-etil-B-hidroxibutirato de etilo (43) 16.5
syn (2R-3S)-a-etil-B-hidroxibutirato de etilo (44) 17.4

Los estandares utilizados para identificar los productos de reduccion de a—Etil acetoacetato
de etilo (5) se obtuvieron mediante:

- Reduccion con NaBH,(40) en Etanol (12), para la obtencidn de los cuatro alcoholes
posibles. Aportados por la Dra. Paola Panizza.?”

- Biotransformacién mediante la cepa E.coliBL21(DE3)AyghE(pPP4),con esta cepa se
obtiene como producto mayoritario el isémeroanti (25-3S)-a-etil-B-hidroxibutirato
de etilo (43).37>37¢

- Biotransformacién mediante la cepa E.coliJM105(pKTS3).En esta biotransformacion
se obtiene como Unico producto el alcohol con configuracidonsyn (2R-3S)-a-etil-3-
hidroxibutirato de etilo (44).>*

5.4.10 Determinacion de rotacion dptica

La medida de rotacién dptica se realiza en un polarimetro Kruss OPtronic GmbH P8000 en
una celda de 0.5 dm (concentracidén expresada en g/100 mL). Las soluciones se preparan en
CHCls.

5.4.11 Separacion e identificacidon de productos de biotransformacion

La separaciéon de productos de biotransformaciéon con fines de identificacion o de
confirmacién de identidad se realiza colectando las diferentes fracciones eluidas en el
puerto de salida del detector IR.

Atendiendo a la dilucién de las muestras se reitera esta operaciéon sobre multiples
reiteraciones de una misma muestra. Con la finalidad de favorecer la separacién completa y
facilitar la colecta de los diferentes productos se reduce la presién en la bomba del HPLC,
con la consecuente disminucion del flujo y ensanche de la base de cada pico con la finalidad
de facilitar su colecta. El seguimiento se realiza a través de la observacién de la sefial en
monitor en tiempo real.
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Pico 3: 36 min

i)Separacién de fracciones
(X n corridas).

ii)Liofilizado.

=P jii\Recuperacién en MeOH.

Pico 8: 59 min
Pico 1: 26 min

)

Pico 5:

Pico 2: 42 min
33 min . /5\ Pico 7:55 min

A

Pico4: Pico 6:
38min [ .| 44min

Figura 5.2: Fracciones colectadas para identificacion por MS-ID.

La verificacién de una adecuada separacién se realiza a través de la reinyeccion de una
alicuota de una de las fracciones separadas confirmando presencia Unicamente del
producto esperado. Las muestras se liofilizan a efectos de remover la fase acuosa presente
previo a su andlisis mediante Espectrometria de Masas por Inyeccién Directa.

5.4.12 Parametros utilizados para caracterizar las biotransformaciones a partir de
las areas obtenidas en los cromatogramas.

% Conversion=100 * ),(area productos)/ Y.(area sustratos + area productos)

% Exceso diasteromérico = 100 * ((&7€Qy may - AT€A 4min)/( ATEA 4oy + ATEA 4 i)

d may: Diasterémero mayoritario d min: Diasterémero minoritario

Relacién de Area= 4rea producto i / 4rea producto de referenciapyfrer mops (15))

196



5.4.13 Certificados de ensayo y especificaciones técnicas de glicerina obtenida en
proceso productivo de biodiésel

NANALUR
ESPECIFICACION DE MATERIAL
23/03/2015
Ing. Andrés Pena

CODIGO PRODUCTO: ND
DESCRIPCION: Glicerina de splitting
1- CARACTERISTICAS TECNICAS
CARACTERISTICA ESPECIFICACION UNIDAD METODO DE ENSAYO
Punto de Inflamacion 40 - 60 °C ASTM D9307
Contenido de Agua (Karl Fischer) <12 Y% (m/m) UNIT ISO - 12937
Viscosidad a 25°C 0,047 Pa.s ASTM D445
Densidad a 20°C 1,20-1,25 g/ml ASTM D4052
Cenizas <7 %(m/m) ASTM D5468-95
PCl base seca 14.200 kJ/kg ASTM D5468-95
Contenido de glicerol 70-80 Y% (m/m) USP 32 Glycerin
Materia grasa <1 %(m/m) AOAC Met14019
pH 5-7 - Dilucién 1/10

Medida indirecta con
Contenido de metanol <5 % (m/m) Flash Point
Cloruros <3 % (m/m) BS5711-12:1979
2- CARACTERISTICAS GENERALES
Subproducto de la produccion de biodiesel.
Elaborada a partir de: aceite de canola, de soja, de girasol, sebo vacuno y aceite usado de fritura. Catalizador:
metilato de potasio.
Glicerina purificada con HCI.
3- EMBALAJE
Entrega a granel en camion cisterna. Opcional en isotanque, IBC y/o tambores.
4- VALIDACION DE CALIDAD
El producto se entrega con certificado de analisis que puede incluir los siguientes ensayos: Punto de
inflamacion, contenido de agua y densidad a 20°C. En caso de ser necesario se determina contenido de glicerol
y materia grasa.
Se requiere la validacion de la carga, previo al envio, mediante los ensayos de contenido de agua y Punto de
Inflamacion.

Figura 5.3: Especificacion glicerina de splitting ALUR.
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ISyVALUR

ALCOHOLES DEL URUGUAY

CcepESIEI-ASIARN RE MATEDIAL
=l =il 1 A WY Pl VI T TR
19/03/2015

N° ESPECIFICACION: 006 Ing. Andrés Pena
CODIGO PRODUCTO: 60020704
DESCRIPCION: Glicerina Cruda
1- CARACTERISTICAS TECNICAS
CARACTERISTICA ESPECIFICACION UNIDAD METODO DE ENSAYO
Punto de Inflamacion 38-60 °c ASTM D307
Contenido de Agua (Karl Fischer) 2,0-60 %o(mim) UNIT 1SO - 12937
Viscosidad a 20°C () 350-550 cSt ASTM D445
Densidad a 20°C({*) 1,05-123 a/ml ASTM D4052
Cenizas 30-70 %{msm) ASTM D5468-85
“falor Calorifico Bruto 4100 - 4800 kcal/kg ASTM D5468-95
Contenido de glicerol 50 -65 %{mim) USP 32 Glycerin
Materia grasa 15-35 %Yo{mim) AOAC Met14018
pH 9-12 - Dilucién 1410

Medida indirecta con
Contenido de metanol 3-8 % (mim) Flash Paint

2- CARACTERISTICAS GENERALES

Subproducto de la produccién de biodiesel.
Elaborada a partir de: aceite de canola, de soja, de girasol, sebo vacuno y aceite usado de fritura. Catalizador:
metilato de potasio.

3- EMBALAJE

Entrega a granel en camién cisterna. Opcional en isotanque, IBC y/o tam bores.

4-VALIDACION DE CALIDAD

El producto se entrega con cenificado de analisis que puede incluir los siguientes ensayos: Punto de
inflamacion, contenido de agua y densidad a 20°C. En caso de ser necesario se determina contenido de glicerol
y materia grasa.

Se requiere la validacion de la carga, previo al envio. mediante los ensayos de contenido de agua y Punto de
Inflamacién.

Figura 5.4: Especificacion glicerina cruda ALUR.
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Curvas de calibracion
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A partir de estdndares comerciales de los diferentes productos se preparan soluciones de
concentracién conocidas. Se correlacionan las concentraciones en g/L de las diferentes
soluciones y el drea obtenida en los diferentes cromatogramas en HPLC en las condiciones
de ensayo utilizadas en el seguimiento de biotransformaciones.

1,2-propanodiol (2)

C (g/L) 1,2-propanodiol (2)= 4E-06 x (Area HPLC) -0,031

Curva de calibracion: 1,2-propanodiol

(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.1: Curva de calibracién de 1,2-propanodiol (2) para cuantificacion en HPLC.

Concentracion de 1,2-propanodiol (g/L)
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Glicerol (1)
C (8/L) giicerol (1) = 3E-06 x (Area HPLC) + 0,010

Curva de calibracion: glicerol
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.2: Curva de calibracion de glicerol (1) para cuantificacion en HPLC.

Glucosa (6)
C (8/L)glucosa (s) = 5E-06 x (Area HPLC) + 0,165
Curva de calibracion: glucosa
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.3: Curva de calibracion de glucosa (6) para cuantificacion en HPLC.
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Metilglioxal (3)
C (8/L)metiigiioxal (3= SE-06 x (Area HPLC) — 0,020

Curva de calibracion: metilglioxal
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.4: Curva de calibracion de metilglioxal (3) para cuantificacion en HPLC.

Acido Lactico (11)
C (g/L) 4cido lactico (11) = 7E-06 x (Area HPLC) —-0,039

Curva de calibracién: acido lactico
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.5: Curva de calibracion de acido lactico (11) para cuantificacion en HPLC.
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Acido Férmico (13)
C (g/L) acido férmico (13) = 1E-05 x (Area HPLC) —-0,064

Curva de calibracion: acido formico
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.6: Curva de calibracion de acido férmico (13) para cuantificacion en HPLC.

Acetato (10)
C (8/L) acetato (10) = 2E-05 x (Area HPLC) + 0,089
Curva de calibracion: acetato
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura Al.7: Curva de calibracidn de acetato (10) para cuantificacion en HPLC.
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Etanol (12)
C (8/L) etanol (12) = 9E-06 x (Area HPLC) + 0,204

Curva calibracion: etanol
(g/L) vs (Area HPLC)
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Figura AlL.8: Curva de calibracion de etanol (12) para cuantificacion en HPLC.
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Anexo Il

Lactaldehido (4) como intermediario de
biotransformaciones de
metilglioxal (3)/glicerol (1)/glucosa (6)
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1: Estandar de lactaldehido (4) (sintesis quimica).
2: Biotransformacién de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT.
3: Biotransformacién de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS3).
4: Biotransformacion de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4).
Figura All.1: CG-Quiral de lactaldehido (4) estandar y muestras de biotransformacion de

metilglioxal (3)/glicerol (1)/glucosa (6).
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Figura All.2: RMN "H de lactaldehido (4).
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Anexo Il
RMN - Sintesis enzimadtica de

(R)-propilencarbonato (7a)
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Figura Alll.1: RNM “3C de producto de reaccién y blanco (sin lipasa).
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Figura Alll.2: RNM H de producto de reaccién y blanco (sin lipasa).
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Anexo IV

Estimacion de incertidumbre en las
determinaciones cuantitativas en HPLC
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Estimacion de incertidumbre en las determinaciones cuantitativas

Estimacidon de incertidumbres en repeticiones

Una misma muestra se inyecta 16 veces en HPLC en las mismas condiciones en el transcurso
de un mismo dia por parte de un mismo operador. Se integra y se asignan 8 de los 13 picos
integrados en base a determinaciones previas.

Para 6 de esos 8 productos se dispone de curvas de calibraciéon con las que se calcula la
concentracién (expresada en g/L). En los casos en que no se cuenta con curva de calibracién
a efectos de una adecuada representacion se divide el valor por un factor que permita
alcanzar el mismo orden que el resto de los productos (1 E+6).

Se calcula para cada producto la media, el valor maximo, el valor minimo, la desviacién
estandar asi como la relacion existente entre la desviacién estandar y el valor medio de las
medidas obtenidas para cada producto (en g/L o en drea dependiendo de los productos).
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i3
. 8
fl1 2 /14 5 6 7
i
1: glucosa 3: glicerol 5: acetato 7: etanol o
2: lactaldehido 4: formiato 6: 1,2-propanodiol 8: MOPS

Figura AIV.1: Cromatograma en HPLC tipico en fase moévil H,SO,,

Tabla AlV.1: Concentracién obtenida para cada reactivo y producto de reaccién en cada
repeticionde medida, Valores maximo, minimo, media y desviacion estandar.

Concentracién de Producto (g/L) *

Glucosa Lactaldehido Glicerol Formiato  Acetato 1,2-Propanodiol  Etanol MOPS

tr (min) 12,979 17,144 18,096 19,071 20,636 22,155 27,212 28,656
Repeticion 1 2,30 0,74 4,45 1,48 4,15 0,18 0,92 1,05
Repeticion 2 2,36 0,75 4,57 1,52 4,26 0,18 0,93 1,08
Repeticion 3 2,08 0,66 3,99 1,31 3,71 0,15 0,84 0,94
Repeticion 4 2,29 0,74 4,44 1,49 4,14 0,18 0,91 1,04
Repeticion 5 2,55 0,83 4,95 1,65 4,59 0,19 1,01 1,20
Repeticion 6 2,26 0,73 4,37 1,48 4,10 0,17 0,92 1,05
Repeticion 7 2,25 0,72 4,35 1,46 4,06 0,17 0,89 1,02
Repeticion 8 2,25 0,76 4,33 1,34 3,68 0,15 0,89 1,04
Repeticion 9 2,09 0,67 4,00 1,38 3,93 0,19 0,86 0,96
Repeticion 10 2,21 0,71 4,25 1,43 4,02 0,17 0,88 1,02
Repeticion 11 2,02 0,64 3,85 1,29 3,65 0,15 0,82 0,93
Repeticion 12 1,94 0,62 3,69 1,23 3,50 0,14 0,78 0,89
Repeticion 13 2,22 0,72 4,28 1,44 4,03 0,17 0,86 1,03
Repeticion 14 1,93 0,61 3,67 1,22 3,46 0,14 0,76 0,88
Repeticion 15 2,04 0,65 3,89 1,31 3,68 0,15 0,79 0,93
Repeticion 16 1,82 0,58 3,45 1,18 3,39 0,16 0,69 0,81
Max 2,55 0,83 4,95 1,65 4,59 0,19 1,01 1,20
min 1,82 0,58 3,45 1,18 3,39 0,14 0,69 0,81
media 2,16 0,70 4,16 1,39 3,90 0,16 0,86 0,99
Desv est. 0,19 0,07 0,39 0,13 0,33 0,02 0,08 0,09
(Incertidumbre /., , 2,4 2,3 2,3 21 2,5 2,2 2,4

Media)*100

*En el caso del producto lactaldehido (4) y el buffer MOPS (15) se representa Area * 1E-6.

A continuacién se

representa

la Concentracion media y rango calculado segun:

(Concentracion maxima — Concentracion minima) y por otro lado Concentracion media y

rango calculado segun: (Media + 3*Desviacidén Estandar, Media — 3*Desviacidn Estandar).
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Concentraciones mediasy rangos de valores Maximo y minimo (g/L)
(N=16)
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Figura AlIV.2: Concentraciones medias y rangos valor maximo, valor minimo (g/L) para
sustratos y productos en repeticiones.
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Figura AlIV.3: Concentraciones medias (g/L) y rangos * 3 x Desviaciéon Esta’ndar/(161/2)

para sustratos y productos en repeticiones.
*Para lactaldehido (4) y MOPS (15) se representa Area x 1 E-6.

En las representaciones de biotransformaciones salvo que se indique otra condicién se
representa como barra de error el 5 % del valor medio. Este valor segun surge de la Tabla
AlV.1 cubre es la cota maxima de las incertidumbres obtenidas a partir de la estimacion de
la desviacion estdndar con 16 repeticiones.
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Estimacidon de incertidumbres en réplicas

A partir de datos de concentracién de 1,2-propanodiol (2) obtenidos de 3 ensayos diferentes
y realizados espaciados en el tiempo (por triplicado) con muestreos a las 24 hs y 48 hs se
obtiene un conjunto de datos sobre el que se realiza el andlisis de incertidumbre asociada a
las réplicas.

Tabla AlIV.2: Desviacion estandar en triplicados de réplicas—Muestras a 24 hs y 48 hs.

Tiempo de muestreo 24 horas
Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo 3

Media + Desv. Est. 0,106 0,096 0,100
Media - Desv. Est. 0,079 0,081 0,093
Media 0,092 0,088 0,096

Desv. Est. 0,014 0,007 0,004

Tiempo de muestreo 48 horas
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Media + Desv. Est. 0,197 0,223 0,358
Media - Desv. Est. 0,159 0,209 0,290
Media 0,178 0,216 0,324

Desv. Est. 0,019 0,007 0,034

Se representa la media obtenida en las determinaciones y el rango calculado segln 2 veces
la desviacion estandar (tomada como aproximacidn del error aleatorio) en cada ensayo para

cada tiempo de evaluacion.

Réplicasen ensayos1a3-48 hs
Determinaciones de 1,2-Propanodiol (g/L)
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Figura AIV.4: Determinacion de 1,2-propanodiol (2). Estimacidon de incertidumbres en
réplicas en 3 ensayos diferentes realizados por triplicado, 24 y 48 hs, media * 2*desviacion
estandar.

En caso de desear representarse resultados de réplicas se representan con una barra de
error estimada a partir del 10 % del valor medio.
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...pero hoy lo haria.

Liber Falco

(1906-1955)
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