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National Collection of Microorganisms 
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climático). COSY Correlation Spectroscopy. 

csp Cantidad suficiente para. d Doblete. 
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DMF N,N,-Dimetilformamida. DMPM Bis(dimetilfosfino)metano. 
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Dirección Nacional de Energía - 
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FCC Food Chemical Codex. FID Detector de ionización de llama. 
FT Fischer Tropsch. GC Cromatografía gaseosa. 
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Espectrometría de masas. 
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GK Glicerol kinasa. GLP Gas licuado de petróleo. 
Gm Gentamicina. GSR Global Status Report.  
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Cromatografía líquida de alta precisión. 

HSQC Heteronuclear Single Quantum 
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I+D+i Investigación, desarrollo e innovación. 

IEA Agencia Internacional de Energía. 
IPCC Panel intergubernamental para el 
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IRENA International Renewable Energy 
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m Multiplete. MeO  Metoxi. 
MeOH Metanol. MM Millones. 
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3-Morfolin propano-1-ácido 
sulfónico. MS-ID 

Espectroscopía de masas - Inyección 
Directa. 

MTBE Meti tert butil éter. 
N Número de repeticiones en un ensayo. 

OCDE Organización para la Cooperación 
y el Desarrollo Económicos. 

P Presión. 

P(HB-co-
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Electroforesis de proteínas en gel de 
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Reacción en cadena de la 
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X-Gal 5-Bromo-4-Cloro-3-indolil-β-D-
galactopiranósido. 
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Resumen 

La producción de biodiésel mediante la reacción de transesterificación (único proceso 
tecnológicamente maduro a la fecha para ese propósito) genera simultáneamente como 
subproducto glicerol en relación aproximadamente 9:1 en masa. La evolución positiva que 
en los últimos años ha presentado la producción de este biocombustible a nivel global ha 
desencadenado la introducción de volúmenes inmanejables para el mercado del glicerol, 
presionando fuertemente a la baja su precio. Este hecho -de no encontrarse una solución- 
amenaza impactar en la sustentabilidad ambiental y económica del biodiésel. 

La búsqueda de alternativas a esta sobreproducción de glicerol ha sido un desafío atendido 
por la comunidad científica internacional desarrollándose múltiples estrategias (desde la 
búsqueda de nuevas aplicaciones que permitan su uso directo, el uso enproductos masivos 
que lo demanden como insumo, así como la búsqueda de síntesis de productos que 
impliquen agregado de valor a este co-producto). El presente trabajo se inscribe dentro de 
esta última alternativa proponiendo la valorización del glicerol a través de su 
biotransformación en 1,2-propanodiol enantioméricamente puro y su posterior 
derivatización obteniéndose sintones quirales con aplicación en química fina.  

Recurriendo a ingeniería metabólica en E. coli se handiseñado, construido y evaluado un 
conjunto de biocatalizadores con ese objetivo. A partir de la expresión de la metilglioxal 
sintasa (mgs) de E. coli,una metilglioxal reductasa (Gre2p) y una aldehído reductasa(Ypr1p )  
ambas de S. cerevisiae,se ha logrado obtener (R)-1,2-propanodiol enantioméricamente 
puro (con un e.e. > 99 %, en concentración de 0,45 g/L)a partir de glicerol. 

 

Este producto, además de constituir una alternativa de valorización en sí mismo es punto de 
partida para otros compuestos de elevado valor agregado,entre ellos, en el presente trabajo 
se  ha logrado la síntesis química del (R)-2-metoxi metoxi-1-propanoly de (R)-
propilencarbonato. 
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Adicionalmente para el (R)-propilencarbonato se ha completado su síntesis a partir de 
glicerol recurriendo exclusivamente a métodos biocatalíticos con lo que se logra mejorar 
notoriamente el desempeño ambiental de esta síntesis. 

La relación de precios existente entre los productos obtenidos enzimáticamente y quimio-
enzimáticamente,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 valorización 
de este subproducto, recurriendo a herramientas biocatalíticas. 

Simultáneamente 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 Ingeniería Metabólica en nuestra institución, en colaboración entre el 
Laboratorio de Biocatálisis y Biotransformaciones y el Laboratorio de Microbiología 
Molecular de la Facultad de Química de la UdelaR.  

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

 

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

A efectos de mostrar el grado de interrelación entre estas temáticas en la actualidad se 
puede recurrir, entre otros, a las más recientes publicaciones del Panel Intergubernamental 
para el Cambio Climático (IPCC)1,2ó analizar el documento que resume los acuerdos 
alcanzados a nivel internacional en la 21a sesión de la Conferencia de las Partes (COP) 
desarrollada en París en diciembre de 2015.3 

 En ambos documentos queda expresado una vez más (ya en carácter de hecho 
indiscutidamente demostrado), la existencia del cambio climático de origen antrópico y en 
particular el impacto que el abastecimiento energético ha tenido en la acumulación de  los 
GEI, así como las medidas que se requerirán adoptar tanto a efectos de alcanzar la 
mitigación de esas emisiones como para alcanzar una adaptación a un escenario cambiante 
en materia climática.  

No obstante, dado que incluso hasta el día de hoy el debate sobre el Cambio Climático está 
teñido de acusaciones sobre implicancias en las más diversas direcciones, lo más ilustrativo 
es quizá recurrir a una fuente que lejos de estar sospechada como activista ambiental, si 
está comprometida con el abastecimiento energético en los países centrales, tal el caso de 
la Agencia Internacional de la Energía (IEA) institución que asesora a la Organización para la 
Cooperación y el Desarrollo Económicos (OCDE) para los temas energéticos. Esta agencia 
internacional publica periódicamente su visión en relación al sector en la serie World Energy 
Outlook y en el volumen correspondiente al año 2012 expresa que: “Si el mundo pretende 
cumplir el objetivo de limitación del aumento de la temperatura mundial  a  2 ºC,  hasta  
2050  no se  podrá  consumir  más  de  un tercio  de  las reservas probadas de combustibles 
fósiles, a menos que se generalice el uso de la tecnología de captura y almacenamiento de 
carbono…”.4 
Este convencimiento creciente de que el Cambio Climático es una realidad del presente y 
que acompañará el desarrollo de la humanidad por al menos algunos siglos ha generado un 
ambiente propicio para la búsqueda de alternativas en aquellos sectores considerados 
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claves para su resiliencia, a saber la agricultura, la forestación, la eficiencia energética y las 
energías renovables.5–8 

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

La participación de las  Energías Renovables en el abastecimiento energético global continúa 
siendo minoritaria (19,3 % del total) según puede observarse en el gráfico adaptado a partir 
de la información obtenida en el Global Status Report (GSR) 2016 publicado por el instituto 
Renewable Energy Policy Network for the 21st Century(REN 21). No obstante lo anterior, al 
observarlo en perspectiva en general es posible encontrar una evolución positiva en las 
tendencias de incorporación anual de cada fuente. Adicionalmente se observa que el mayor 
dinamismo lo presenta el sector eléctrico, en el que la madurez tecnológica y la consecuente 
reducción de costos de varias alternativas con destino a la generación eléctrica favorece su 
adopción por parte de los diferentes sistemas eléctricos (tal el caso de la energía eólica, 
generación a partir de biomasa y más recientemente la energía solar fotovoltaica, entre 
otras).9 

 

Figura 1.1: Participación de Energías Renovables (adaptada de GSR-REN21). 

Como contracara del escenario auspicioso anteriormente señalado la Agencia Internacional 
de Energías Renovables (IRENA), ha concluido que de todos los sectores de actividad, el que 
menor participación de energías renovables presenta es el sector transporte.10El sector 
transporte es responsable de aproximadamente el 26 % de las emisiones de GEI, siendo 
adicionalmente uno de las pocas  áreas de demanda de energía en las que se verifica un 
incremento de emisiones en el período reciente.11 

Lo anterior evidencia la necesidad de buscar alternativas que posibiliten la introducción de 
nuevas fuentes energéticas asociadas a este uso. El menú de opciones por el que se pueden 
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aportar alternativas para abastecer la demanda del sector transporte más eficientemente y 
reduciendo el impacto ambiental es muy variado e incluye, entre otras, por ejemplo el uso 
de combustibles fósiles no tradicionalmente asociados a este uso (gas natural), el desarrollo 
de vehículos y acumuladores (baterías) que permitan aprovechar picos de generación a 
partir de fuertes intermitentes (tal el caso de la energía eólica o solar), el desarrollo de 
vectores como el Hidrógeno o la profundización de las alternativas de producción de 
biocombustibles con destino automotor.12 

 

 
Figura 1.2: Biocombustibles líquidos, Materias primas y Tecnologías asociadas (imagen 

adaptada de Advanced Biofuels Association). 

Bajo la denominación de biocombustibles se engloba un conjunto variado de productos, que 
llevan a su vez asociadas diversas tecnologías.13,14 En la Figura 1.2se representan 
abreviadamente los diferentes tipos de biocombustibles líquidos obtenibles a partir de 
biomasa de diferentes orígenes, así como los procesos de transformación involucrados.15 
 
Para el caso de los combustibles utilizables en motores diésel, la producción de biodiésel  
mediante el proceso de transesterificación, resulta a la fecha ser una de las pocas, sino 
prácticamente la única alternativa renovable de aplicación suficientemente madura para su 
aplicación comercial.16 Si bien se cuenta en fase de investigación y desarrollo o en fase de 
demostración con otras opciones, la introducción de las mismas en fase comercial madura 
demandará al menos algunos lustros más (Figura 1.3).  



 
 

10 
 

 
 

 
Figura 1.3: Biocombustibles líquidos y gaseosos, madurez de la tecnología. 

 

1.2  Producción de biocombustibles – tendencia global 

La producción mundial de biocombustibles se ha multiplicado por siete desde el año 2000, 
sin embargo, a la fecha representa aproximadamente el 4 % de la demanda final de 
combustibles líquidos e involucra a 1,7 MM de puestos de trabajo.  
 
Para el biodiésel en 2016, el último año con estadísticas globales procesadas, se observó un 
2,1 % de crecimiento en la producción respecto al año anterior, alcanzando la cifra de 30.8 
billones de litros.El ranking de países productores de biodiésel está encabezado (medido en 
volumen) por Estados Unidos, Brasil, Alemania, Argentina, e Indonesia.17 

A nivel global menos de 20 países han fijado metas de % de mezcla de biodiésel en 
combustible diésel de origen  fósil. Los compromisos oscilan entre el 1 y 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 evolución futura del sector. El análisis de la tendencia 
mundial en materia de inversiones asociadas a biodiésel, alcanza su máximo en el año 2007 
declinando continuamente a partir de ese momento, lo que resulta un claro indicador de las 
dificultades que esta alternativa tecnológica continua presentando, incluso hoy, para su 
desarrollo. Consecuentemente se encuentra en revisión la proyección de mezcla a futuro.18 
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Figura 1.4: Meta de mezcla (%) de biodiésel por país. 

1.3  Producción de biocombustibles – contexto local 

Lejos de resultar ajeno al proceso de incorporación de fuentes renovables Uruguay tiene un 
rol muy activo en la incorporación de estos recursos, teniendo metas para el corto plazo que 
pueden calificarse como muy ambiciosas en general y en particular en el área de los 
biocombustibles.19,20 

La meta insignia de la Política Energética vigente, establece alcanzar una participación de al 
menos el 50% de energías renovables en su matriz primaria de abastecimiento de energía a 
partir de, entre otras, las siguientes medidas:  

i) inclusión de al menos 25 % de fuentes renovables no convencionales en la matriz 
eléctrica de generación (eólica, solar fotovoltaica, generación a partir de biomasa, 
etc.). 
 

ii)   reducción en al menos un 15 % de la dependencia de combustibles fósiles en el sector 
transporte a partir de sustitución de fuentes y medidas de eficiencia energética en el 
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sector. En particular, para los biocombustibles se ha establecido con la aprobación 
de la Ley N° 18.195 en el año 2007 metas para el corto plazo fijando un mínimo de 
incorporación de 5 % de Etanol en las gasolinas y un mínimo de 5% de biodiésel en el 
combustible diésel a ser alcanzados en el año 2015.21 

 

 

Figura 1.5: Producción de biodiésel en Uruguay (a partir del BEN 2010-2017). 
 

1.4  Desafíos aún existentes asociados a la producción de biodiésel en 
Uruguay 

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

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

pueda representar la expansión de su producción.22–24 

Este aspecto ha tomado relevancia a partir de mediados del lustro pasado en que 
el incipiente desarrollo del mercado de los biocombustibles evidenció el inicio de 
competencia por recursos tradicionalmente utilizados en la producción de 
alimentos, pudiéndose citar dentro de estos recursos tanto a las materias primas 
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directas, tal el caso de los granos oleaginosos, así como, en forma indirecta, el 
uso de la tierra necesaria para su producción.  
En ese sentido, se pueden mencionar como reacción de la industria a esos 
cuestionamientos  el desarrollo de nuevas alternativas tecnológicas para la 
producción de biocombustibles a partir de materias primas diferentes a las 
utilizadas en la manufactura de alimentos (también llamados biocombustibles de 
segunda y tercera generación) así como la valoración de indicadores de 
sustentabilidad en los que se incluyen estos aspectos.25,26 
 

ii) el escaso nivel de desacople a la evolución de precios de los “comodities 
energéticos” (en particular del petróleo).  
En las gráficassiguientes semuestra la evolución que han verificado las 
transacciones de materias primas más estrechamente vinculadas a la producción 
de biodiésel (Soja-grano, aceite de soja y canola).27–30 
 

 

Figura 1.6: Evolución internacional de precios materias primas biodiésel y Petróleo Brent. 
 
Si se compara la referida evolución con la verificada en el producto que, a partir 
de su manufactura se pretende desplazar (petróleo y derivados), se puede 
observar una clara correlación entre ambos. Lo anterior, quedó en evidencia a 
mediados del año 2008, ocasión en la que se verificó el pico histórico del precio 
del petróleo superando los 140 USD/barril. El paradigma imperante hasta ese 
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momento señalaba que éste era precisamente el escenario más favorable para 
lograr la penetración del biodiésel.  No obstante, el arrastre de precios 
verificados en toda la cadena productiva, y especialmente en el precio de los 
insumos para la producción (en el caso Uruguay mayormente soja y sebo vacuno) 
llevó no solo a que no se concretara el esperado incremento de la participación 
de dichos combustibles, sino que incluso se cristalizara un retroceso en la misma. 
Esta “paradoja de los biocombustibles”, condujo en el ámbito local a que de la 
totalidad de las plantas de producción privada que se encontraban operativas a 
inicio de 2008 sólo una mantuviera actividad a finales de ese año.  
 

iii) la saturación del mercado de la glicerina principal subproducto obtenible en la 
reacción de transesterificación31–35 
La estequiometría de la reacción de transesterificación, representada en la 
Figura1.7 permite calcular que en masa la producción del glicerol corresponde a 
aproximadamente un décimo de la producción del producto objetivo, el valor 
exacto queda definido por la composición del aceite de partida, descrito en la 
ecuación donde R1, R2 y R3 representan cadenas hidrocarbonadas entre 15 y 21 
unidades de Carbono.  

 

Figura 1.7: Reacción de transesterificación. Producción 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, 
química y farmacéutica entre otras) es un hecho asumido por los principales actores 
del sector que estas industrias no están en condiciones de absorber la creciente 
sobreproducción de este producto como subproducto de la industria de 
biodiésel.36,37 

Se ha descrito que, en el año 2013 el 66,2 % de la glicerina producida a nivel global 
se ha obtenido como subproducto de este proceso.38Resulta por tanto fácilmente 
comprensible que en el período 2000 – 2012, al tiempo que la producción global de 
biodiésel se multiplicó por 29, el precio del subproducto se haya desplomado 
alcanzando valores históricamente no pensables.39,40 

 



 

Figura 1.8: Usos tradicionales del glicerol.

Paralelamente, según se muestra en la Figura 1.9 se ha 
mitad del precio del producto 
crudo.41,42 Johnson y colaboradores ya en 2007 advertían sobre l
de glicerina y las escasas opciones con que contaban en ese m
productores de biodiésel para evitar que el principal co
transformarse en fuente de ingreso demandara recursos adicionales para ser tratado 
como efluente.32 

Figura 1.9: Producción (total) y precios de glicerina refinada y cruda.  
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1.5 La valorización del glicerol como una oportunidad 

El glicerol, a partir de las alternativas de derivatización hacia productos de elevado valor 
agregado ha sido incluido, en el año 2004 por el Departamento de Estado (DoE) de Estados 
Unidos en la lista “Top Value Added Chemicals from Biomass”.43 

Es así que, el producto al que se aspira valorizar en el presente trabajo junto con los 1,4-
diácidos (succínico, fumárico y málico), el ácido 2,5-furan dicarboxílico, el ácido 3-hidroxi 
propiónico, el ácido aspártico, el ácido glucárico, el ácidoglutámico, el ácido itacónico, el 
ácido levulínico, la 3-hidroxibutirolactona, el sorbitol y el xilitol/arabinitol, han sido  
identificados como los bloques de construcción más prometedores en síntesis, obtenibles a 
partir de recursos renovables. A su vez, en la revisión de compuestos realizadas en 2010 se 
ratifica la inclusión del glicerol en la lista de los 10 compuestos que reúnen los siguientes 
criterios: es un producto de interés para la bibliografía científica reciente, presenta 
aplicabilidad multi-producto, el producto presenta posibilidad de sustitución directa de 
productos similares de origen fósil, existe disponibilidad de tecnología para procesar 
elevados vólumenes 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 
comercialización, los compuestos pueden actuar como  bloques de síntesis en biorrefinerías 
y la producción comercial de este producto a partir de recursos renovables se encuentra 
desarrollada.44 

Múltiples acciones se vienen desarrollando desde la comunidad científica a nivel 
internacional, tratando de dar respuesta a las problemáticas descritas, y en particular para 
el caso del glicerol. Estas actividades se encuentran alineadas e impulsadas por el concepto 
de economía circular acuñado a fines del siglo pasado y que ha comenzado a emerger 
recientemente a nivel internacional. Este modelo que refiere a aquella“economía industrial 

que es restaurativa o regenerativa por intención y diseño” 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.45–48 

1.6 Antecedentes relacionados a la valorización de glicerol 

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

Impureza Tratamiento Referencias 

MeOH  y otros 
Alcoholes 

Autoclavado T > 65 °C                                                          
Evaporación a vacío T > 65 °C 

49,50  
 

Jabones 
Precipitación de Ácidos Grasos Libres (por ajuste de pH)  

Dilución para ajustar viscosidad.                       
Centrifugación 

51 
 

Sólidos Centrifugación 
49 
 

Sodio 
Cristalización.                                                                

Precipitación de Hidroxiapatita con H3PO4 e 
Hidróxido/Óxido de Ca 

52 
 

Se entiende necesario aclarar que, el procesamiento orientado a la separación y 
purificación53 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 prácticas de 
purificación habituales con las que se alcanza pureza en el rango 80 a 88 % (ver Tabla 1.1).54  
Adicionalmente, recurriendo a operaciones más complejas se alcanzan purezas superiores  a 
99.5 % (USP y USP/FCC-Kosher).55 

1.6.1 Uso directo como forma de valorización 

El uso de glicerol como  aditivo en productos de construcción y su acondicionamiento como 
combustible quizá constituyan dos de los destinos más 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 síntesis química y su aplicación como suplemento en la alimentación 
animal.  

Uso en la industria alimentaria – Uso en Ración animal 

El uso de glicerol en la dieta de no rumiantes ha sido evaluado a partir de que presenta alta 
tasa de absorción y su condición de buena fuente energética. Una vez absorbido puede ser 
convertido en glucosa a nivel hepático por acción de la enzima glicerol kinasa. La 
suplementación de glicerol crudo en alimentación 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 afectación en la calidad de carnes o 
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huevos. Por su parte en alimentación 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 alimentación 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).56,57 

Utilización en la industria de construcción 

En la industria de la construcción el uso de polioles en general y del glicerol en particular se 
encuentra descrita como agentes auxiliares en molienda lo que permite una sustancial 
reducción del consumo energético del proceso, tiene descrito efecto positivo en la 
reducción de grietas, como mejorador de la resistencia a la compresión del cemento, como 
impermeabilizante así como lubricante y anticorrosivo.58–61 

Uso como combustible en motores de ignición 

El uso de la glicerina como combustible en motores de ignición por compresión 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 sería posible desarrollar la combustión en este tipo 
de motores, dando lugar a registro de invenciones en el área y a la identificación de este 
producto como “el combustible diésel ideal”.Más allá de lo anterior la preocupación 
ambiental, fundamentalmente asociada a la producción de acroleína como producto de la 
descomposición térmica del glicerol a baja temperatura permanece presente, sumada a la 
emisión de material particulado (debida principalmente a la presencia de restos de 
catalizador) y de volátiles orgánicos. 62–66 

Aplicación como solvente 

El uso de agua como solvente en síntesis orgánica buscando por un lado aportar soluciones 
ambientalmente amigables y por otro recurriendo a su capacidad de aumentar la velocidad 
de reacción 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 
adición de catalizador. En la mayoría de los casos exhibiendo eficiencias y selectividades 
similares o incluso mayores a las alcanzadas en solventes convencionales. Como contracara 
se ha descrito la limitación que presenta el agua cuando se enfrenta a sustratos altamente 
hidrofóbicos. La búsqueda de alternativas que permita mantener las ventajas minimizando 
las restricciones ha conducido a la búsqueda de solventes alternativos entre los que el 
glicerol, aún crudo, presenta interesantes características.67–69 
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Uso en celdas de combustibles 

El glicerol presenta características que lo convierten como candidato atractivo para su uso 
en celdas de combustible (abundante, no tóxico, no volátil, 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 disminución de la 
densidad energética neta.70 

Diferente resulta, el desempeño que se obtiene en celdas de combustibles enzimáticas, que 
basan su funcionamiento en enzimas alcohol deshidrogenasa y aldehído deshidrogenasa a 
nivel del bio-ánodo.El uso de glicerol presentaría mejoras en la densidad energética, cuando 
se compara su desempeño con etanol a partir de la posibilidad de oxidar más 
completamente el combustible.71 

1.6.2 Valorización orientada a la obtención de nuevos productos 

En este apartado se ubica el mayor número de iniciativas desarrolladas, las que resultan 
inabarcables en su totalidad (hecho entendible si se considera que solo en el último año se 
registran más de 2.500 publicaciones en esta temática, según las búsquedas realizadas en 
base de datos a las que se ha tenido acceso).72 

A efectos de organizar la presente sesión se divide el análisis en dos áreas, atendiendo al 
tipo de tecnología utilizada para lograr el objetivo: i) síntesis química, ii) biotecnología. 

1.6.2.1 Productos obtenidos por síntesis química 

Se ha descrito para los bloques de construcción derivados de fuentes renovables que, 
mientras su obtención corresponde mayoritariamente a procesos biológicos, en la 
transformación posterior o derivatizaciones la conversión química resulta predominante.43 

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 descripción por razones de espacio y extensión productos que 
clásicamente han tenido su origen en el glicerol, tal el caso de:  

i) la nitroglicerina, el glicidil nitrato y el poliglicidil nitrato.62,73–75 
ii) los ácidos glicérico, tartrónico, mesoxálico e hidroxipirúvico.76–80 
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Figura 1.10: Productos obtenibles a partir de glicerol por síntesis química. 

 

Igual criterio se adopta para productos que si bien pueden resultar más novedosos, no 
resulta clara su identificación aún como productos que permitan valorizar el glicerol, o la 
forma en que aporta a la valorización se encuentra más distante al alcance del presente 
trabajo tal el caso de: 

i) los productos de telomerización de glicerol.81,82 
ii) los productos de dimerización y polimerización del glicerol.83–87 
iii) los productos de polimerización obtenidos a partir de ácidos derivados del 

glicerol (tartrónico, mesoxálico, etc.).88 
iv) productos de oxidación como 1,3-dihidroxiacetona o 2,3-dihidroxipropanal 

(gliceraldehído).89,90 

 

Producción de acroleína, acrilonitrilo y ácido acrílico 

La acroleína es un intermediario de interés para la obtención de un conjunto interesante de 
productos (entre los que se pueden mencionar el ácido acrílico, el glutaraldehído, 
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lametionina, quinolina, poliuretano, poliésters, etc.). Históricamente su síntesis se ha 
basado en reacciones de condensación aldólica y en la oxidación de propileno.  

Recientemente, se ha incursionado como método sintético alternativo la deshidratación del 
glicerol. Los métodos disponibles para su síntesis incluyen entre otros la reacción iónica 
(medio ácido) y la reacción radicalaria, en fase gaseosa, sobre catalizadores (zeolitas, 
bentonitas, carbón activado así como sobre óxidos mixtos metálicos).91 

 

 
Figura 1.11: a) Producción radicalaria de acroleína, b) Producción iónica de acroleína. 

 

El acrilonitrilo es el nitrilo con mayor nivel de produccióna nivel global siendo utilizado como 
monómero en la producción de poliacrilonitrilo con destino a su aplicación en fibras 
acrílicas. Su fabricación tradicional recurre a la amoxidación de propileno, reacción en la que 
la acroleína  es un intermediario. La adición de amonio en la reacción en la que el glicerol se 
convierte a acroleína aporta a orientar los productos hacia nitrilos, minimizando reacciones 
laterales.69,92 

Para la obtención de ácido acrílico se recurre a una reacción tándem térmicamente 
balanceada de oxi-deshidratación (endotérmica) en presencia de Oxígeno molecular, 
seguida de una oxidación aeróbica (exotérmica) de la acroleína obtenida.93 

Formación de éteres, ésteres y carbonatos a partir de glicerol 

La formación de éteres alquílicos de glicerol puede lograrse a partir de la reacción de glicerol 
y alquenos (el que presenta un uso más expandido es el isobutileno) en presencia de 
catalizador ácido a relativamente bajas temperaturas.94,95 



 
 

22 
 

 
Figura 1.12: Productos de tert-butilación de glicerol. 

Los productos superiores di-tert-butilgliceroles (DTBG) y tri-tert-butilglicerol (TTBG) 
obtenidos en estas reacciones presentan potencial aplicacióncomo aditivo oxigenado en 
combustibles diésel en la búsqueda de reducir la contaminación de aire, (desempeñando un 
papel similar al que el MTBE y el ETBE juegan como aditivo en gasolinas) y mejorando el 
desempeño en frío de los métil ésteres en su utilización como combustible.96 

El uso de DTBG y TTBG si bien presenta muchas ventajas, está limitado por la disponibilidad 
de isobuteno. En la búsqueda de alternativas que permitan lograr productos con las mismas 
prestaciones pero removiendo esta restricción es que se ha recurrido a esterificar el glicerol 
con ácido acético o a su transesterificación con metil acetato para rendir triacetín. Este 
producto, utilizado como aditivo del biodiésel mejora su viscosidad  y desempeño en frío. 
Adicionalmente el triacetín es utilizado como antidetonante en gasolinas.97 

 
Figura 1.13: Productos de esterificación del glicerol. 

La obtención de ésteres puede realizarse, por esterificación de ácidos carboxílicos con 
alcoholes en presencia de catalizadores o bien recurriendo a catalizadores heterogéneos 
ácidos tales como Amberlyst-15, zeolitas y heteropoliácidos soportados en sílica.98 

Otro producto que se ha derivado del glicerol es el glicerol carbonato, es un líquido incoloro 
polar, no tóxico, con alto punto de ebullición, características estas que lo convierten en un 
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solvente útil para plásticos y resinas tales como el acetato de celulosa, nylon, nitrocelulosay 
poli-acrilonitrilo. Simultáneamente, su adhesión a superficies metálicas y resistencia a la 
oxidación, hidrólisis y presión lo convierte en un buen candidato como lubricante.62 

Su obtención puede realizarse haciendo reaccionar cantidades equi-moleculares de urea y 
glicerol usando como catalizador ZnSO4, alternativamente, más recientemente se ha 
descrito un nuevo método el que partiendo del alcohol y dimetilcarbonato recurre al uso de 
tamices moleculares sin necesidad de adición de solvente.99–101 

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

El glicerol carbonato es, adicionalmente un intermediario de interés hacia otros productos. 
Reacciona rápidamente con fenoles, alcoholes, amidas, y ácidos carboxílicos para formar 
éteres o ésteres de glicerol, incluyendo polímeros tales como poliésteres, policarbonatos, 
poliamidas y poliuretanos.62 

La reacción por la cual se contrae el anillo de 5 miembros para dar un anillo de 3 unidades 
con una unidad epoxi conduce a la obtención de glicidol (compuesto líquido, levemente 
viscoso) que presenta múltiples aplicaciones en revestimiento de superficies, agente de 
gelación, propelente, estabilizante de aceites naturales y polímeros 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.87,102 

Producción de epiclorhidrina 

La epiclorohidrina es un producto altamente demandado a partir de su uso en las 
denominadas resinas epoxi.103Tradicionalmente este producto requiere de una ruta 
sintética que involucra múltiples pasos de reacción (reacción de propileno con Cloro para 
obtener el cloruro, seguido de una nueva instancia de clorinación (hipoclorinación) 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 Química Verde 
presenta como principales falencias por un lado una bajísima eficiencia atómica para el 
Cloro (solo ¼ de los átomos de Cloro aportados como sustrato termina finalmente en el 
producto de síntesis) y por otro el requerimiento de esfuerzo adicional para disponer los 
productos no deseados en que terminan los restantes ¾ átomos de Cloro aportados. Los 
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métodos de síntesis alterativos describen la obtención de epiclorhidrina a partir de glicerol 
en una reacción de dos pasos, (hidroclorinación de glicerol con HCl, seguida de reacción con 
una base) según se muestra en la Figura 1.15, y comienzan a ser rentables a partir de la 
reducción del costo verificado para el glicerol.  

Debe señalarse que la relación de productos intermediarios se da en una proporción 40:1 
para el compuesto clorado en posición 1,3 frente al producto diclorado en posiciones 1,2. 
Adicionalmente la reacción se desarrolla a partir de un insumo renovable y con una 
eficiencia atómica para los átomos de Cloro que duplica la de la síntesis de referencia.62,104–

106 

 

Figura 1.15: Síntesis de epiclorhidrina a partir de glicerol. 

Producción de gas de síntesis y metanol renovable 

Una interesante aplicación para el glicerol es su conversión a gas de síntesis permitiendo, a 
partir de ese punto, la producción de una variada gama de productos químicos. Quizá una 
de las alternativas más atractivas para la industria de biodiésel lo constituye la producción 
de metanol (producto tradicionalmente obtenido a partir de fuentes fósiles), generando la 
posibilidad de la obtención de biodiésel exclusivamente a partir de insumos renovables en 
línea con lo postulado en la denominada “economía del metanol”.107,108 

 
Figura 1.16: Producción de gas de síntesis y metanol renovable. 
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El gas de síntesis puede orientarse hacia reacciones Fischer-Tropsch con la ventaja de que la 
mezcla CO/H2 se encuentra libre de impurezas de oxígeno tornando la ecuación más 
fácilmente manejable.109 
Para la preparación de gas de síntesis a partir de glicerol se puede recurrir al reformado en 
vapor, reformado en fase acuosa y a la gasificación en agua supercrítica. 

El reformado con vapor de glicerol produce CO e H2 según se describe en la siguiente 
ecuación. La proporción H2/CO puede aumentarse al reaccionar el CO con agua, 
obteniéndose como producto total una relación 7:3 de H2:CO2. Las condiciones de reacción 
son presión atmosférica y temperaturas superiores a 400 °C sobre catalizadores de Platino, 
Rutenio y Renio aplicado sobre carbono u Óxido de Ytrio.110 

Reformado: C3H8O3 3 CO + 4 H2

Reacción agua - gas: 3 CO + 3 H2O 3 CO2 + 3 H2O

Reacción total: C3H8O3 + 3 H2O 3 CO2 + 7 H2  

Figura 1.17: Reformado del glicerol. 

Como variante del proceso descrito se recurre al reformado en fase acuosa (APR), reacción 
que sigue la misma ecuación pero en condiciones que aseguren la permanencia del glicerol 
en  fase líquida, 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 Níquel- 
Estaño.111 

Finalmente, la gasificación en agua supercrítica (SCWG) permite la conversión de glicerol a 
CO  e H2 aún en ausencia de catalizador si bien la presencia de metales de transición 
redunda en mejora de rendimiento (Rutenio u Óxido de Titanio). Las condiciones de 
reacción varían entre 450 °C y 700 °C (a mayor temperatura mayor conversión y mayor 
concentración  de H2 en la mezcla de reacción).112 

 

Producción de 1,3-propanodiol 

El 1,3-propanodiol se obtiene tradicionalmente a partir de fuentes fósiles (óxido de etileno), 
mediante la ruta conocida como Ruta Shell por utilizarse el catalizador desarrollado por esta 
firma. 113 

La hidroformilación del óxido de etileno involucra las siguientes 2 etapas, en una primera 
instancia el óxido de etileno reacciona con CO y en presencia de un catalizador 
organometálico de Cobalto produce el hidroxialdehído, intermediario que en una segunda 
etapa es reducido para formar el diol mediante hidrogenación con Cu/CrO3.114 
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Figura 1.18: Síntesis clásica de 1,3-propanodiol a partir de óxido de etileno. 

 
 

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

 
En 2003 se propone una nueva vía sintética que recurre a glicerol como material de partida 
y consta de 3 etapas. En la primer etapa se acetila el glicerol con benzaldehído con el 
propósito de proteger a los hidroxilos ubicados en C1 y C3. El siguiente paso de la 
conversión consiste en la tosilación del hidroxilo desprotegido para transformarlo en un 
buen grupo saliente. El paso final consiste en la remoción del grupo protector de los 
hidroxilos 1 y 3 y en la detosilación, ocasión en que se remueve el grupo tosilato del 
Carbono y, reacción que se desarrolla con H2 molecular en presencia de un metal de 
transición.115 

Producción 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 así como productos sustitutos 
del etilenglicol en sus usos como anticongelante y como descongelante en aeronaves.  

Considerando la relación de precios entre el propilenglicol obtenido por métodos clásicos a 
partir de óxido de propileno y del obtenido a partir de la hidrogenación selectiva de glicerol 
queda claramente establecida la causalidad por la cual hoy este último proceso resulte el 
comercialmente adoptado para la obtención tanto del propilenglicol industrial como el de 
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grado farmacéutico. La reacción transcurre vía acetol (hidroxiacetona) por medio de 2 pasos 
en condiciones relativamente suaves de reacción. 116,117 

 

Figura 1.20: Síntesis de propilenglicol a partir de glicerol. 

Adicionalmente al método de producción descrito, se han desarrollado otros alternativos, 
entre los que se pueden mencionar el proceso de hidrogenación de glicerol en fase vapor 
sobre  catalizador heterogéneo de Cobre (o método Davy), la conversión de glicerol a 1,2-
propanodiol  bajo hidrogenólisis de solución acuosa de glicerol bajo 300 bar a partir de 
syngas a 200 °C en condiciones de catálisis homogénea con complejo de Rhodio 
[Rh(CO)2(acac)] y ácido tungsténico, produciendo 1,3-propanodiol y 1,2-propanodiol en 
rendimientos de 20 % y 23 % respectivamente.118–121 

Más recientemente se han descrito trabajos que refieren a la hidrogenólisis usando Ru-C y 
Rd-SiO2 complementado con resina de intercambio iónico (Amberlyst) a 120 °C en 
atmósfera de H2 a 80 bar. Estos procesos presentan aún cuellos de botella (baja selectividad, 
escasa eficiencia energética y necesidad de aporte de sustrato diluido), para avanzar a 
procesos comerciales.122,123 

 

1.6.2.2  Productos obtenidos biotecnológicamente 

En el caso del glicerol la gama de productos obtenidos enzimáticamente es igualmente vasta 
a la previamente descrita, con la dificultad adicional, al momento de sistematizar su 
descripción que múltiples microorganismos pueden presentar interés en la obtención de un 
mismo producto.Señalada esta doble dificultad a continuación se describirá abreviadamente 
el conjunto de productos y microorganismos que mayormente atraen la atención de la 
comunidad científica del área en el intento de buscar alternativas a la valorización del 
glicerol. 

En la Figura 1.21 se representa un esquema general de posibles productos obtenibles a 
partir de glicerol recurriendo a la síntesis con microorganismos enteros y/o enzimas 
aisladas.124 

En la descripción que sigue, inicialmente se presentan productos obtenidos 
biotecnológicamente que presentan mayor distancia respecto a actividades desarrolladas en 
el presente trabajo, a continuación 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 biológicamente a partir de glicerol.  

1.6.2.2.1 Productos biotecnológicos varios 

Bajo esta denominación es posible identificar aplicaciones tan diversas como la producción 
a partir de glicerol de pigmentos,125–130la obtención de glucósidos,131–133 así como también la 
utilización de glicerol en celdas de combustible enzimática.62,134,135 Como casos más 
representativos se desarrollan abreviadamente la obtención de lípidos, de proteína 
unicelular y de polímeros.  

Producción de lípidos 

El glicerol ha sido descrito como fuente de Carbono en la producción de lípidos, productos 
que pueden ser empleados en la elaboración de biodiésel, retornando así al proceso que lo 
origina. Entre otros microorganismos que puede desarrollar este proceso se encuentran 
Schizochytrium limacinum SR21 and Cryptococcus curvatus.42,136 

En el caso de la microalga S. limacinum en proceso batch el mejor desempeño se verifica  a 
partir de soluciones conteniendo 35 g/L de glicerol, condición en la que se logra 
acumulación lipídica celular del 73.3%. Es de señalar que en estas condiciones se ha 
reportado inhibición del crecimiento celular.137 
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Por otra parte con la levadura C. curvatus, el proceso que mejor resultado presenta es fed-
batch. El contenido máximo de lípidos alcanza el  52 % de conversión (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.138 

Paralelamente se ha descrito el uso de la levadura Rhodotorula glutinis TISTR 5159, para 
producir lípidos y carotenoides a partir de medio conteniendo glicerol crudo. En 
fermentaciones desarrolladas en proceso fed-batch se obtiene la concentración máxima de 
contenido lipídico de 10 g/L, que se corresponden con una bioconversión del 60.7 % y de 
carotenoides de 6 g/L. Adicionalmente se ha descrito que Chlorella protothecoides convierte 
glicerol crudo en lípidos 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 máxima 
productividad de lípidos verificada asciende a 3 g/L por día en un proceso de operación fed-
batch.139,140 

De los resultados obtenidos con microorganismos eucariotas se concluye que la 
acumulación en levaduras de lípidos es limitada (alcanzando niveles de bioconversión de 
hasta aproximadamente 22 %, en el caso de Rhodotorula sp.), por el contrario, en el caso de 
los hongos se obtienen mayores niveles de acumulación de lípidos en el micelio ubicándose 
los resultados en el rango comprendido por 18 % y 43 %, % en base biomasa seca). A estos 
efectos,las levaduras, Yarrowia lipolytica, Pichia membranifaciens así como el hongo 
filamentoso Thamnidium elegans resultan ser los microorganismos más prometedores.141,142 

Producción de proteína celular 

Con esta denominación se conoce a la biomasa obtenida a partir de microorganismos 
cultivados utilizando residuos industriales o agrícolas. La producción de biomasa microbiana 
puede lograrse ya sea a través de procesos de fermentación en estado sólido o 
líquido,procediéndose luego de la fermentación a su cosecha y eventualmente procesos de 
lavado, extracción y purificación.143Esta práctica 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 abastecían de ese cultivo.144 

Algas, hongos y bacterias pueden utilizarse con este propósito, siendo las levaduras y dentro 
de ellas Saccharomyces y Candida las más promisorias atendiendo a su naturaleza no tóxica 
y elevada productividad.145 

Una multiplicidad de sustratos ha sido empleada a este fin entre los que se pueden 
mencionar: maíz (grano y mazorca), tallos de algodón, hidrolizado de sorgo, hidrolizado de 
almidón, residuos de celulosa, lignina, melaza, almidón, bagazo de caña, papel, suero de 
leche, metanol, etc..143 
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La utilización de glicerol obtenido como subproducto en la industria de biodiésel ha sido 
ensayada obteniéndose composiciones de aminoácidos esenciales con un perfil similar o 
comparable en términos generales a los obtenidos a partir de harina de soja o harina de 
pescado.145,146 

Producción de polímeros: Polihidroxialcanoatos (PHAs) 

El primer reporte respecto a este producto data de comienzos del siglo XX y refiere a la 
observación de una inclusión con aspecto aceitoso y soluble en cloroformo en Azotobacter 
chroococcum. La composición de inclusiones similares en Bacillus megaterium fue 
posteriormente confirmada como poli (3-hidroxibutirato).147 

 
Figura 1.22: PHAs estructura y denominación. 

Hoy los polihidroxialcanoatos han sido identificados en más de 300 especies de bacterias 
Gram-positivas y Gram-negativas así como en un amplio rango de archeas.148 

Avanzada la segunda mitad del siglo pasado ya existía suficiente evidencia para caracterizar 
a los polihidroxialcanoatos (PHAs) como poliésteres de hidroxialcanoatos sintetizados por 
numerosas bacterias como reserva intracelular (a nivel citoplasmático) de Carbono y 
energía.147,149

 

La denominación de PHAs engloba no un producto único sino una gama de productos según 
puede observarse en la Figura 1.22.150,151 

Una variada gama de bacterias incluyendo Alcaligenes, Pseudomonas, E. coli recombinante 
y bacterias metilótrofas han sido descritas como productoras de estos compuestos. 
Adicionalmente la búsqueda de reducir el costo de obtención del producto ha permitido 
que más recientemente haya sido demostrada la factibilidad técnica de obtener PHA en 
plantas transgénicas.147 

Una de las principales apuestas asociada al desarrollo de microorganismos productores de 
PHA es la búsqueda de alternativas biodegradables a los plásticos de origen fósil.152 

Comparativamente, con los polímeros biodegradables químicamente sintetizados 
(derivados de los ácidos glicólico, láctico, ó del polivinil alcohol, o del óxido de etileno) y los 
plásticos biodegradables basados en almidón (por ejemplo almidón-polietileno), los PHAs  
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presentan ventajas tanto en las propiedades mecánicas de los compuestos como en la 
ausencia de componentes recalcitrantes en sus residuos.149 

Adicionalmente, el uso en materiales de aplicación terapéutica ha sido propuesto para PHAs 
hidrosolubles, entre ellos el desarrollo de materiales para tejidos y sistema de liberación 
controlada de drogas se han descrito como las más promisorias.148,153 

Las materias primas descritas como fuente de Carbono en los ensayos de producción de 
PHAs son variadas e incluyen entre otras a: glucosa, fructosa, melaza, ácido oléico, ácido 
mirístico, ácido láurico, octanoato, gluconato, propionato, aceite de castor, aceite palma, 
metanol, pentanol, ácido 4-hidroxibutírico,-butirolactona, 1,4-butanodiol,1,5-
pentanodiol,1,6-hexanodiol.147,154 

No obstante los esfuerzos y desarrollos realizados el reemplazo de los plásticos fósiles se ha 
visto ralentizado a partir de los mayores costos de las alternativas. En años recientes la 
investigación ha focalizado en el desarrollo de procesos alternativos para la obtención de 
PHAs, incluyendo el uso de residuos y cultivos microbianos mixtos con ese propósito.155 

En ese contexto se ha descrito el uso de glicerol crudo como sustrato llegando incluso a ser 
catalogado como el sustrato más apropiado para este propósito.156,15754 

Con cultivo microbiano mixto, en condiciones aerobias se ha utilizado glicerol crudo 
acumulando poli-3-hidroxibutirato (PHB) a razón 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 relación a la posibilidad de alcanzar una 
reducción de costos significativa.158 

Paralelamente, con Bacillusmegaterium aislado de lodos de plantas de tratamiento de aguas 
servidas municipales se observó la biosíntesis del polímero polihidroxibutirato (PHB) y del 
copolímero polihidroxibutirato-co-hidrovalerato P(HB-co-HV)  sin adición de precursor en el 
medio de fermentación. 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.157 

En una línea de trabajo diferente el uso de Tereftalato de Sodio obtenido a partir de la 
pirólisis 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 concentración de 2.61 g/L la que se 
incrementa hasta aproximadamente 5.7 g/L al aportar al medio glicerol. El PHA  obtenido 
está formado mayormente por monómeros de ácido 3-hidroxidecanóico.159 

Los poli hidroxialcanoatos constituyen el caso icónico de síntesis in vivo de biopolímeros. 
Este hecho ha atraído la atención de la ingeniería metabólica en la búsqueda, tanto de 
mejorar las condiciones de producción de los monómeros como en la producción de los 



 
 

32 
 

biopolímeros en microorganismos descritos como naturalmente productores de PHA como 
sobre E. coli.160–162 

1.6.2.2.2 Productos obtenidos en fermentaciones microbianas 

A partir de fermentaciones microbianas es posible obtener una vasta gama de productos 
que incluyen compuestos tan variados como ácido glicérico,163,164 ácido propiónico165–167, 
ácido docosahexaenóico 51,57,136,137,168–171 y ácido kójico.172–177Como casos más 
representativos dentro de este subgrupo de aplicaciones se describe la obtención de etanol, 
butanol, ácidos succínico, cítrico y láctico, dihidroxiacetona, 3-hidroxipropionaldehído y 1,3-
propanodiol. 

Producción de etanol 

La producción de etanol a partir de glicerol presenta interés por varias razones, por un lado 
su utilización como biocombustible, en línea con el uso más extendido de este 
compuesto.33,178 

Adicionalmente, la obtención de este producto presenta la posibilidad de reinserción del 
alcohol en el mismo proceso productivo que origina el desecho a valorizar (si bien no se 
trata del alcohol más extendido en su uso en la reacción de transesterificación).179 

Finalmente, la posibilidad de obtención de polímeros particularmente polietileno a partir de 
bioetanol constituye una de las apuestas importantes en los mercados en que este 
biocombustible ha logrado penetración.180 

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 continuación.  

La producción de etanol y ácido fórmico se ha descrito a partir de glicerol, así como en la co-
fermentación de glucosa/glicerol recurriendo a cultivos mixtos.181 

La síntesis 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  fermentación anaerobia de glicerol puro con concentración 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 anaeróbicamente glicerol crudo a 
Hidrógeno y etanol con un rendimiento de 0.85 mol/mol glicerol.183 

Por otra parte, el uso de E. aerogenes en la producción conjunta de etanol e Hidrógeno en 
reactor bio-electroquímico con tionina como mediador exógeno de electrones en 
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condiciones anaeróbicas ha sido descrita. En este sistema la tionina se reduce por parte de 
E. aerogenes, y es posteriormente re-oxidada por aplicación de +0.2 V en electrodo de 
referencia Ag/AgCl con un potenciostato.184 

La inmovilización de Enterobacter aerogenesen alginato y su aplicación a la conversión de 
glicerol a etanol en un reactor continuo agitado ha sido reportada. En esas condiciones se ha 
optimizado la producción de etanol alcanzando los 5.38 g/L y 0.96 mol-etanol/mol-glicerol 
con glicerol puro y en  5.29 g/L y 0.91 mol-etanol/mol glicerol con glicerol crudo.185 

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 
fermentación es realizada en condiciones de microaerobiosis.186 

La producción equimolecular de etanol y formiato se ha observado en la fermentación 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 fermentación significativa del glicerol.187 

Finalmente, mediante irradiación con rayos se ha logrado obtener una cepa de Klebsiella 
pneumoniae, que a la vez que ha visto afectada la capacidad de producción aquellos 
metabolitos obtenidos en las vías reductivas se logra incrementar el nivel de los metabolitos 
obtenidos en vías oxidativas. Consecuentemente mientras la producción de 1,3-propanediol  
y ácido 3-hidroxipropiónico decaen fuertemente en comparación con el nivel obtenido con 
la cepa control, la producción de 2,3-butanodiol, etanol, lactato y succinato se incrementan.   

La producción de etanol con este mutante alcanza una producción máxima 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/l, para 
glicerol crudo y glicerol de splitting respectivamente). En la búsqueda de incrementar los 
niveles de producción de etanol se recurre a la sobreexpresión en este mutante de genes de 
Zymomonas mobilis que codifican una piruvato decarboxilasa y una aldehído 
deshidrogenasa con lo que se alcanza la producción de 25 g/L de etanol con una 
productividad de 0.78 g/L/h.188 

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 acumulación de etanol se ha 
señalado por parte de otros autores la dificultad de su utilización a nivel industrial a partir 
del hecho de que esta bioconversión demanda atmósfera controlada de Nitrógeno.189 

En la búsqueda de minimizar la síntesis de subproductos y de incrementar la eficiencia de la 
conversión de glicerol a etanol en fermentación anaerobia se recurre más recientemente a 
ingeniería metabólica en E. coli, describiéndose la obtención 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 condición de 
microaerobiosis.190–192 
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En otra línea de trabajo persiguiendo el mismo objetivo (producción eficiente de etanol), se 
ha modificado una cepa de E. coli, reduciendo el espacio del metabolismo central, en la 
búsqueda de mantener aquellas vías que sostienen la función celular y permiten la 
utilización de glicerol, con un rendimiento teórico de 0.50 g etanol/g glicerol. En estas 
condiciones se ha descrito la importancia de la disponibilidad de Oxígeno en la regulación de 
las dos vías competitivas, la que conduce a la producción de biomasa y a la producción de 
etanol. Mediante el desarrollo de evolución metabólica se obtienen cepas con rendimientos 
y productividades mejoradas, alcanzándose conversiones en el rango del 90 % del 
rendimiento teórico. Simultáneamente el efecto de los aceptores de electrones fumarato, 
nitrato, 1,3-propanodiol y 1,2-propanodiol es evaluada.193 

En otra aproximación el análisis de la fisiología y el metabolismo de mutantes de E. coli que 
expresan una alcohol-acetaldehído deshidrogenasa bifuncional de Leuconostoc 
mesenteroides creciendo en glicerol en condiciones de restricción de Oxígeno ha conducido 
a cuadriplicar el nivel de producción de etanol. La observación de la acumulación de 
importantes niveles de lactato en condiciones micro-óxicas conduce en una segunda etapa a 
introducir la deleción de la lactato deshidrogenasa ldhA y consecuentemente mejorar la 
producción etanol (6.5 g/L). Paralelamente se describe la obtención mediante evolución 
metabólica de una cepa que presenta resistencia a concentración de etanol de 25 g/L. La 
evaluación de la adición de piruvato y acetaldehído, así como extracto de levadura 
conducen a producción de 16 g/L con una productividad de 0.34 g/L/h en reactores de dos 
estados (óxico/fermenativo).194 

La producción conjuntade etanol con Hidrógeno y de etanol con ácido fórmico ha sido 
también descrita recurriendo a ingeniería metabólica en E. coli. Análogamente a como se ha 
descrito con anterioridad se procede para maximizar la producción de los compuestos de 
interés a minimizar la producción de co-productos no deseados a través de mutaciones que 
inactivan la fumarato reductasa (frdA) y la  fosfato acetil transferasa (pta). 
Adicionalmente, en el caso de la cepa que produce etanol y formiato se inactiva la formiato-
hidrógeno liasa (fdhF) a efectos de evitar la conversión de formiato a CO2 y H2. Por otra 
parte a efectos de promover la conversión de glicerol al intermediario glicolítico 
dihidroxiacetona fosfato se sobreexpresan los genes que codifican para la glicerol 
deshidrogenasa (gldA) y para la dihidroxiacetona kinasa (dhaKLM). Como consecuencia de 
estas modificaciones se logra la producción de etanol- Hidrógeno ó etanol-formiato a partir 
de glicerol crudo con rendimientos superiores al 95 % del máximo teórico y con velocidades 
específicas  que se ubican en el rango de los 15-30 mmol/gcel/h.195 

Saccharomyces cerevisiae ha sido modificada recurriendo a ingeniería metabólicapara 
incrementar la producción de etanol a partir de glicerol.A partir de la sobreexpresión 
simultánea de genes que codifican para glicerol deshidrogenasa, dihidroxiacetona kinasa y la 
proteína asociada al transporte de glicerol, se verifica un incremento de 3.4 veces el nivel de 
producción de etanol, observándose una producción de 2.4 g/L.196 
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Considerando que en la producción 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 producción ha sido descrito, alcanzando 
8.1 g/L de etanol.197 

Por su parte la producción de etanol a partir de glicerol ha sido descrita con la levadura 
Pachysolen tannophilusalcanzando una concentración de 17.5 g/L de etanol en una solución  
5% (v/v) de glicerol crudo (correspondiente al 56% del rendimiento teórico). Por su parte en 
un ensayo batch con adición escalonada de sustrato se alcanzó una concentración de 28.1 
g/L de etanol, el valor máximo descrito para esta bioconversión.189 
 

Producción de butanol 

El butanol ha sido identificado como producto de interés a partir de su potencial uso como 
bloque de síntesis para la obtención de nuevos productos  ó en síntesis de biomateriales 
alternativos a muchos productos derivados de recursos fósiles.198 

Paralelamente el butanol puede ser usado como combustible alternativo, presentando 
mejores propiedades físicas cuando se lo compara con el biocombustible de uso más 
extendido: el etanol.199 

Tal como ocurriera con otros procesos fermentativos, a inicios del Siglo XX Ia fermentación 
de azúcares con Clostridium acetobutylicum fue utilizada extensamente para la producción 
industrial de una mezcla de Acetona, Butanol y Etanol, lo que se ha dado en llamar 
fermentación ABE (que típica produce en relación 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 práctica y a su reemplazo por productos obtenidos 
en la industria petroquímica.Recientemente la investigación en la producción fermentativa 
de butanol ha estado centrada en las especies C. acetobutylicum y C. beijerinckii, 
habiéndose establecido la vía metabólica para la obtención de butanol a partir de 
glucosa.199 

Esta vía presenta similitudes con la ruta metabólica empleada por C. pasteurianum en la 
producción de butanol a partir de glicerol. Sin embargo, mientras que C. 
pasteurianumpuede utilizar glicerol como única fuente de Carbono, C. acetobutylicumsolo 
es capaz de metabolizar glicerol en presenciade glucosa.200Otra diferencia descrita en el 
comportamiento de estos dos microorganismos refiere al perfil de productos de 
fermentación 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 fermentación compuestamayormente por butanol, acetona, etanol, acetato y butirato no 
observándose producción de 1,3-propanodiol. Los rendimientos obtenidos en la producción 
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de butanol por fermentación 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 azúcares.201,202 

 

 

Figura 1.23: Vía metabólica para la obtención de butanol a partir glicerol 

La concentración máxima de butanol obtenida estaría acotada por la toxicidad del 
producto.33 

Más recientemente se han desarrollado estudios tendientes aproducir butanol con E.coli, 
(microorganismo que naturalmente no lo produce). En esa dirección se ha descrito el 
desarrollo de cepas recombinantes de E. coli productoras de butanol recurriendo a la 
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transformación de E. coli con genes de C. acetobutylicumque codifican enzimas 
responsables de pasos claves de la vía metabólica a la vez que introduciendo deleciones en 
los genes que compiten con la producción de este solvente.203 

La construcción de una vía no fermentativa para la síntesis de butanol en E. coli que incluye 
la conversión de los 2-ceto ácidos intermediarios en alcoholes superiores en lugar de 
aminoácidos se ha descrito. El uso de glicerol como suplemento del medio de cultivo 
redunda en un aumento en la producción de butanol.204 

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

Producción de ácido succínico 

El ácido succínico es un producto con un mercado establecido en el que los sectores 
agrícola, alimentario y farmacéutico aparecen como los más demandantes. A la fecha este 
producto es mayormente producido químicamente a partir de del gas licuado de petróleo 
(GLP).205 

La producción de este compuesto clave para la bio-industria está descrita para múltiples 
cepas bacterianas (mayormente aisladas de rumen en condiciones anaerobias), entre ellas 
se destacan: Actinobacillus succigogenes, Anaerobiospirillum succiniciproducens, 
Propionibacterium acidipropionici, Mannheimia succiniciproducens. La producción en 
eucariotas si bien existe es menos frecuente, existiendo antecedentes de combinación de 
fermentaciones, inicialmente fúngica (en la que se produce fumarato), seguida de una etapa 
bacteriana (que  realiza la conversión de fumarato a succinato).205,206 

Variadas fuentes de Carbono han sido utilizadas en la producción de ácido succínico, las más 
comunes glucosa y glicerol, aunque se ha reportado la dependencia que las mayorías de las 
cepas presentan de CO2 para su crecimiento. En el caso del glicerol se ha descrito por 
primera vez en 2001 su utilización como reemplazo parcial de la glucosa con 
Anaerobiopirillum succiniciproducens.El uso de este sustrato si bien resulta atractivo desde 
el punto de vista económico presenta dificultades técnicas en su utilización, asociados 
fundamentalmente a una baja selectividad hacia el succínico como producto y la estabilidad 
en su producción. Se ha descrito adicionalmente la influencia que la fuente de Nitrógeno 
presenta no solo sobre el rendimiento sino también sobre la selectividad del proceso.206,207 

La producción en régimen continuo de ácido succínico con Basfia 
succiniciproducensutilizando glicerol crudo y NH4OH (como fuente de Nitrógeno y regulador 
de pH) ha sido posteriormente descrita obteniéndose una concentración de 5.2 g/L, con una 
productividad de 0.09 g/L.h y un rendimiento de 1.02 g/g de glicerol.209 

Con la finalidad de acoplar el crecimiento celular a partir de glicerol con la producción de 
ácido succínico y el balance redoxse ha recurrido a ingeniería metabólica en E. coli. Para ello 
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se han bloqueado las vías metabólicas que conducen a productos competitivos como 
lactato, etanol o acetato- dejando la síntesis de succinato como la vía primaria de 
regeneración de NAD+. Adicionalmente se ha expresado la piruvato carboxilasa de 
Lactococcus lactispermitiendo la obtención de succinato a partir de piruvato (en oposición a 
la obtención a partir de fosfoenolpiruvato). En estas condiciones se ha alcanzado un 
rendimiento de 0.69 g/g glicerol y una productividad específica de 400 mg de succinato/g 
célula/h a partir de solución de sustrato de 20 g/L.210 

En otra línea mediante ingeniería metabólica se han desarrollado mejoras al sistema de 
producción de ácido succínico, apuntando fundamentalmente a la reducción de co-
productos. En particular se deletaron la piruvato formiato liasa (pfl) y la lactato 
deshidrogenasa (ldh).206,208 

Variantes en los procesos han sido evaluadas en la búsqueda de incrementar el rendimiento 
y la productividad de succinato.Se han ensayado diferentes concentraciones de sustrato, la 
adición de co-sustratos (urea, extracto de levadura) y diferentes condiciones de reacción 
(aerobiosis, anaerobiosis, microaerobiosis, pH, etc.).206,211–214 

Con Actinobacillus succinogenesen condiciones anaerobias, en cultivo fed-batch se ha 
reportado la máxima concentración 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.212 

Paralelamente, el desempeño de varias levaduras al ser enfrentadas a glicerol ha sido 
evaluado. Entre ellas las más destacadas han sido Saccharomyces cerevisiae y Yarrowia 
lipolytica.206 

Con Y. lipolytica inmovilizada sobre fibras de algodón en un reactor batch operado en 
régimen fed-batch se ha descrito la obtención de una concentración de 198.2 g/L de ácido 
succínico con una productividad de 1.46 g/L.h.215 

Producción de ácido cítrico  

El ácido cítrico (ácido 3-hidroxicarboxi pentanodióico)es un compuesto altamente 
demandado por la industria alimentaria y farmacéutica a partir de su muy baja toxicidad y 
características sensoriales. Caracterizado por ser un producto con un mercado altamente 
competitivo, la aparición de materias primas económicas como el glicerol obtenido como 
subproducto de la producción de biodiésel así como a partir de otros residuos industriales y 
agrícolas ha llamado la atención del sector.216 

Existen, sin embargo escasas referencias a microorganismos que presenten la capacidad de 
producción de ácido cítrico usando glicerol como materia prima. La levadura Yarrowia 
lipolytica esla especie más destacada en esta aplicación.217–219 

La relación entre la disponibilidad de Nitrógeno y la producción de ácido cítrico 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 Nitrógeno (aportado como (NH4)2SO4y extracto de levadura) 
no se verifica fase lag y prácticamente todo el glicerol consumido tiene como destino la 
producción de biomasa, condiciones en las que no se observa producción significativa de 
ácido cítrico (las concentraciones se ubican en el rango 0,5 a 1,0 g/L). En cambio, al tornarse 
como limitante la disponibilidad de Nitrógeno una importante acumulación de ácido cítrico 
tiene lugar, efecto que se acentúa en ensayos con concentración inicial de glicerol crudo 
elevada (condición en la que simultáneamente se observa una leve inhibición del 
crecimiento celular).220 

Se ha descrito la producción de 124.5 g/L de ácido cítrico, con un rendimiento de 0.62 g/g 
glicerol y una productividad de 0.88 g/(L.h) a partir de una concentración inicial de 200g/L 
de glicerol por parte de Y. lipolyticaen condiciones de fermentación sumergida en batch, por 
su parte se encuentran patentados procesos semicontinuos y continuos en los que se 
alcanzan concentraciones de hasta 250 g/L.221–223 

Por otra parte se ha evaluado la utilización de glicerol crudo obtenido de la producción de 
biodiésel, alcanzándose como resultado de la ejecución de una optimización multivariable 
una producción máxima de ácido cítrico de aproximadamente 77.5 g/L. 224 

Producción de ácido láctico 

En varios microorganismos se ha descrito desde hace tiempo la capacidad de biotransformar 
glicerol en ácido láctico, entre ellos se incluyen Klebsiella, Clostridium, y 
Lactobacillus.202,225,226 

Más recientemente la producción de ácido láctico a partir de glicerol utilizando 
Achromobacter denitrificans ha sido objeto de protección de propiedad intelectual.227,228 

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) denominación que refiere a la producción de etanol 
como producto mayoritario con obtención marginal de ácido láctico y acetato, succinato, 
formiato como co-productos.191,229,230 

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 ácido láctico 
en presencia de muy pocos co-productos de fermentación en procesos batch y fed-batch 
respectivamente. 227 

La aplicación de E. coli genéticamente modificada con la finalidad de producir ácido láctico 
ha sido investigada, orientada mayormente a la obtención de productos 
enantioméricamente puros. En ese sentido se ha descrito la construcción de una ruta 
homofermentativa tendiente a obtener D-lactato sobreexpresando las vías que conducen a 
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su síntesis e interrumpiendo las vías que conducen a los co-productos competitivos. La 
deleción de los genes que codifican para piruvato-formiato liasa (pflB), fosfotransacetilasa 
(pta), fumarato reductasa (frdA), alcohol/acetaldehído deshidrogenasa (adhE) y D-lactato 
deshidrogenasa aeróbica (dld). Utilizando esta cepa ha sido posible acumular 32 g/L de D-
ácido lácticoa partir de 40 g/L de glicerol en fermentación en  batch en medio mínimo.La 
pureza ótica del D-ácido láctico supera el 99.9 %. 229,231 

 

 
Figura 1.24: Vía metabólica para la obtención de D-lactato a partir glicerol en E. coli.231 

Análogamente, un diseño 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 
síntesis racémica de producto, evitando adicionalmente la acumulación del intermediario 
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que presenta toxicidad. Esta cepa produce  50 g/L de L-lactacto a partir de 56 g/L de glicerol 
crudo con purea óptica del 99.9 %. 232 

Producción de dihidroxiacetona 

La fermentación de glicerol para producir dihidroxiacetona ha sido aplicada desde las 
primeras décadas del siglo XX. La dihidroxiacetona es el principal ingrediente en la 
formulación de bronceadores artificiales teniendo su origen mayormente en la 
bioconversión de glicerol obtenido en la producción de aceite de colza o de palma.233–235 

Un amplio rango de microorganismos y enzimas pueden ser empleadas con este propósito, 
entre ellos se destacan bacterias del género Acetobacter, Gluconobacter y levaduras de los 
géneros Candida valida y Neurospora crassa.163,236–238 

La producción en batch de dihidroxiacetona por parte de G. oxydans o A. suboxydans ha 
sido ampliamente utilizada, reportándose su obtención hasta en concentraciones de 80 
kg/m3, no obstante lo anterior la búsqueda de mejorar el proceso productivo ha conducido 
a adoptar proceso semi-continuos (básicamente con la intención de evitar la inoculación en 
cada ciclo y buscar condiciones que permitan remover el efecto inhibitorio que el producto 
de reacción presenta sobre los microorganismos utilizados en la síntesis).239 

Recurriendo a un proceso semi-continuo en dos etapas con G. oxidansse ha alcanzado una 
concentración máxima 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 
conversión promedio de 86 %.241 

Producción de 3-hidroxipropionaldehído 

El 3-hidroxipropionaldehído es un precursor de muchos productos con importancia 
comercial (acroleína, ácido acrílico, 1,3-propanodiol) y empleado adicionalmente en la 
producción de polímeros. Su síntesis puede lograrse tanto por métodos químicos como 
biotecnológicos a partir de glicerol pudiendo señalarse como las principales ventajas de esta 
segunda alternativa que adicionalmente a trabajar a bajas temperaturas y presión 
atmosférica, el proceso biotecnológico presente rendimientos superiores, alcanzando 
valores del entorno del 85 %.62 

Los microorganismos mayormente involucrados en esta reacción son bacterias y pertenecen 
mayormente a los géneros Klebsiella (Aerobacter), Citrobacter, Enterobacter, Clostridium y 
Lactobacillus.242–245 
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Figura 1.25: Síntesis de 3-hidroxipropionaldehído a partir de glicerol. 

Producción de 1,3-Propanodiol 

La producción de 1,3-propanodiol por fermentación de glicerol ha sido reportada para 
varios géneros incluyendo Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter y Clostridium. Esta reacción 
se da en estos organismos como una forma de generar equivalentes de reducción en 
anaerobiosis. El glicerol es así utilizado como aceptor de electrones reduciéndose a 1,3-
propanodiol en dos pasos enzimáticos que involucran una glicerol deshidratasa y luego una 
reductasa.245–247 

Las enzimas participantes en la conversión 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 operón que  codifica para esta ruta metabólica y se ha demostrado 
que el mismo está 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.248,249 

La bioconversión 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 metabólicas 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, lográndose una productividad de 1.32 
g/L-h, en presencia de 70 g/L de glicerol, y obteniéndose una conversión de 0.64 mol/mol. 
La cepa de E. agglomerans CNCM 1210 tolera altas concentraciones de glicerol, 
metabolizándolo más rápidamente que las otras cepas en estudio, sin embargo la 
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biotransformación se detiene a las 20 hs por acumulación del 3-hidroxipropion-aldehído 
que inhibe el proceso y resulta tóxico a la célula.250 

Más recientemente se han descrito que en fermentación anaerobia a 25 °C con S. cerevisiae 
se ha logrado obtener rendimientos en la biotransformación hacia 1,3-propanodiol de 42.3 
% en peso, con una bioconversión de 93.6 % del glicerol adicionado como sustrato.251 

El desarrollo de cepas de E. coli recombinantes capaces de producir 1,3-propanodiol a partir 
de azúcares se ha basado en  la expresión 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 múltiples subunidades y codificada por cuatro 
genes, lo que implicó la construcción de un operón sintético para su expresión en E. 
coli.202,252–255 

La producción de dioles en S. cerevisiae por métodos de ingeniería genética también se han 
dirigido hacia la producción de 1,3-propanodiol. La estrategia utilizada se ha basado al igual 
que en E. coli, en la sobreexpresión de dhaB y dhaT de K. pneumoniae(hecho éste que se 
considera un desafío mayor atendiendo a la distancia entre S. cerevisiae y K. pneumoniae). 
Se han reportado buenos niveles de producción 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.256,257 

1.6.2.3  Obtención biotecnológica de 1,2-propanodiol 

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

Relativamente pocos reportes se encuentran disponibles para el caso de la producción de 
1,2-propanodiol, hecho este que resulta llamativo si se considera que se trata de un 
compuesto altamente demandado para la fabricación de polímeros por la industria química 
así 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 sintónquiral en química fina.246,258 

La bibliografía reciente señala en forma casi sistemática que la producción microbiológica de 
1,2-propanodiol está descrita desde el año 1954, momento en que sereporta esta capacidad 
en la bacteria C. thermobutyricum en el marco de en un estudio de descomposición de 
celulosa por acción de bacteria termófilas en condiciones anaerobias. De igual manera se 
describe 1968 como la fecha del primer reportede esta actividad en levaduras.246,259–262Sin 
embargo, en la presente búsqueda de antecedentes se han identificado publicaciones que 
refieren a reportes previos que datan de 1920 y 1937 a partir de los cuales se evidenciaría 
que incluso la observación de producción de 1,2-propanodiol ocurrió inicialmente en 
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levaduras (como producto de reducción de acetol, lactaldehído o metilglioxal) y luego en la 
fermentación bacteriana de ramnosa.263–267 

La producción de 1,2-propanodiol en microorganismos puede verificarse o bien en forma 
natural o recurriendo a microorganismos modificados genéticamente a tal fin, a 
continuación se detallan los antecedentes más relevantes en cada área. 

Producción natural de 1,2-propanodiol en bacterias 

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

i) Metabolismo de metilpentosas 

Bajo esta denominación se incluye el metabolismo de deoxy-hexosas o metil pentosas, 
como ramnosa y fucosa, vía que está presente en muchas bacterias.268,269 Principalmente ha 
sido ampliamente estudiada en E. coli,Salmonella typhimurium y K. pneumoniae.261,262 

En E. coli se ha descrito que en el metabolismo de la L-fucosa están involucradas las 
siguientes enzimas: la L-fucosa permeasa, la L-fucosa isomerasa, la L-fuculosa kinasa, la L-
fuculosa-1-fosfato aldolasa. Siendo esta última enzima la resposable del paso catalítico en el 
que se forma dihidroxiacetona fosfato y el L-lactaldehído.  El lactaldehído en condiciones 
aerobias se convierte en lactato y piruvato mediado por dos oxidaciones catalizadas 
enzimáticamente. Por su parte en condiciones anaerobias el lactaldehído es reducido a L-
1,2-propanodiol por una oxido-reductasa regenerando NAD y permitiendo que la 
fermentación de fucosa avance.  Análogamente, L-ramnosa es utilizada recurriendo a un 
cojunto similar de enzimas, rindiendo igualmente dihidroxiacetona fosfato y L-lactaldehído 
como intermediarios. Es de resaltar, sin embargo, que los genes involucrados en la 
utilización de la fucosa y la ramnosa se ubican en dos clusters separados en el cromosoma 
de E. coli.270 

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 lactaldehído a 1,2-propanodiol.271 

En relación 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.272–278 
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Figura 1.26: Producción 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 difusión 
facilitada.278,279 

S. typhimurium y K. pneumoniae son bacterias en las que su capacidad de crecer 
aeróbicamente en L-fucosa o L-ramnosa como única fuente de carbono y energía está 
descrita.280–282Si bien no está identificada la vía asociada a la fucosa en S.typhimurium, la 
descripción de la ruta para ramnosa ha sido publicada aportando evidencia en la dirección 
descrita para E.coli.283,284En cualquier caso, para  ambas especies se ha 
verificadoexperimentalmente la excreción de 1,2-propanodiol creciendo anaeróbicamente a 
partir de fucosa o ramnosa en forma consistente con la reducción de lactaldehído a 
propanodiol tal como se encuentra descrito para otras bacterias.284 
 
Finalmente la síntesis de 1,2-propanodiol (conjuntamente con ácido acético, ácido 
propiónico, ácido butírico y n-propanol) ha sido observada a partir de ramnosa en varios 
microorganismos pertenecientes al género Clostridium sp.247 
 
El elevado costo de las metil pentosas, material de partida para recorrer la vía metabólica 
hace imposible considerar esta alternativa con fines de síntesis del 1,2-propanodiol.262 

ii) Degradación acética del ácido láctico 

La degradación anóxica del ácido láctico 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 conversión de ácido láctico permite la obtención equimolecular de ácido acético 
y de 1,2-propanodiol y presencia de trazas de etanol. Sobre la base de la estequiometría de  
la reacción y los elevados niveles de una enzima 1,2-propanodiol oxidorreductasa-NAD 
dependiente, se ha postulado una nueva vía para la degradación anaeróbica del ácido 

Metabolismo

General

L-1,2 propanodiol

Medio   Célula
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láctico. Esta vía no soporta el crecimiento celular y es dependiente del pH requiriéndose 
condiciones ácidas para inducir la degradación y mantener la actividad(a pH superior a 5.8 
no se observa degradación alguna). Si bien la función exacta de la degradación anaerobia no 
está totalmente clara se ha postulado que podría jugar un rol importante en el 
mantenimiento de la viabilidad celular.285,286 

 

Figura 1.27: Producción de 1,2-propanodiol mediante degradación acética de ácido 
láctico. 

Si bien se han identificado relativamente pocas publicaciones que refieran a esta vía, se ha 
descrito su identificación en condiciones de ensilado de maíz inoculado con Lactobacillus 
buchneri, observando la producción de 1,2-propanodiol conjuntamente con la inhibición de 
crecimiento de levaduras atribuida al aumento en la concentración de ácido acético. 
Paralelamente se ha descrito la posibilidad de una ulterior degradación del 1,2-propanodiol 
obtenido, dismutándose en estas condiciones a ácido propiónico y 1-propanol.287,288 

iii) Producción mediada por metilglioxal 

La tercera ruta de producción natural de 1,2-propanodiol es la que más vínculo presenta 
con el presente trabajo.  

La obtención 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 vía del metilglioxal.261 
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Adicionalmente y más cercana en el tiempo ha sido reportada la fermentación anaerobia de 
glicerol por parte de E. coli  así como la vía involucrada en esta novedosa capacidad.230 

En el caso de T. thermosaccharolyticumse ha reportado la obtención 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 
formación solamente de trazas de 1,2-propanodiol y en cultivos con maltosa no se observa 
formación de este producto. Finalmente, con D-fructosa, D-galactosa y lactosa no solo no se 
verifica formación de 1,2-propanodiol sino que tampoco se observa crecimiento del cultivo. 
La glucosa es el sustrato que mejor desempeño muestra con este propósito. Al ensayarse la 
fermentación en condición fed-batch (para dosificación de glucosa) se observa crecimiento  
con apariencia diaúxico. En esas condiciones se logra una acumulación de 7,9 g/L del 
producto (R)-1,2-propanodiol, simultáneamente con la obtención de lactato (producto 
mayoritario en la reacción), etanol y acetato. En estas condiciones la producción del diol no 
resulta asociada a la limitación de fosfato, tal como se ha descrito en otros 
microorganismos.246 

Paralelamente se ha descrito brevemente la producción en pequeñas concentraciones de 
1,2-propanodiol en fermentación de xilosa por parte de Thermoanaerobacter ethanolicus 
(previamente conocido como Clostridium thermohydrosulfuricum).256,289 

El análisis de la co-fermentación de azúcares así como de la fermentación de suero de leche 
(permeado, hidrolizado y suplementado con extracto de levadura) se ha descrito también 
para el microorganismo T. thermosaccharolitycum en la búsqueda de fuentes de Carbono 
más económicas y de explorar aplicaciones ambientales para la producción del 1,2-
propanodiol.290 
 
La producción de (R)-1,2-propanodiol ha sido descrita en cultivos de Clostridium sphenoides  
en glucosa en medios con limitación de fosfato. Se ha observado en concentraciones 
inferiores a 80 M de fosfato la acumulación deD(-)-1,2-propanediol y D(-)-lactato 
adicionalmente a etanol, acetato, H2 and CO2. Se ha propuesto que la producción de estos 
compuestos transcurre a través de la víadenominada como “bypass del metilglioxal” 
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 inorgánico requerido para la reacción de la gliceraldehído deshidrogenasa. El paso 
dihidroxiacetona fosfato a metilglioxal  es catalizado por la metilglioxal sintasa (enzima que 
tiene reportada elevada inhibición en presencia de fosfato), posteriormente el metilglioxal 
formado (que regularmente es metabolizado a D-(-)-lactato bajo el funcionamiento clásico 
del bypass) por acción de una metilglioxal reductasa y una 1,2-propanodiol deshidrogenasa 
(enzimas sobre las que el nivel de fosfato no actúa como restricción) es reducido a R-(-)-1,2-
propanodiol. La reducción de metilglioxal a 1,2-propanodiol puede transcurrir o bien a 
través del hidroxialdehído como a través de la hidroxicetona como intermediario, estando 
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descrita que, en el caso de C. sphenoides la  obtención de 1,2-propanodiol está mediada por 
el lactaldehído, al igual que ocurría en la obtención 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  formación de 1,2-propanodiol.291,292 
 

 
Figura 1.28: Producción 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 anaeróbicamente el glicerol 
requiriendo el metabolismo de este producto la existencia de un aceptor de externo de 
electrones.279,293–297 

De esta forma se ha planteado clásicamente que la respiración 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 oxígeno y en presencia de otro 
aceptor de electrones como el fumarato una enzima codificada por el operón glpABC 
convierte glicerol 3-fosfato en dihidroxiacetona fosfato.191 
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La pérdida de la actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa en ausencia de aceptores de 
electrones conduciría a la acumulación de glicerol 3-fosfato a niveles que inhibirían el 
crecimiento celular. Consecuentemente la incapacidad de metabolizar glicerol 3-fosfato en 
estas condiciones ha sido sugerida como la razón por la cual E. coli no puede fermentar 
glicerol.190 

 

Figura 1.29: Respiración de glicerol en E. coli. 

Sin embargo, recientemente ha sido postulada una nueva vía 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 fermentación es el 1,3-propanodiol) se 
obtiene como producto de fermentación el 1,2-propanodiol.190 

 

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

La vía propuesta involucra, en su tramo central, dos enzimas para convertir el glicerol en 
intermediarios de la glicólisis (una glicerol deshidrogenasa tipo II  y una 
dihidroxiacetonakinasa), a partir de la dihidroxiacetona-fostato –en la vía auxiliar- por 
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acción 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 participación de lactaldehído en la misma). 

Esta vía auxiliar juega un rol en la regeneración de equivalentes de reducción producidos en 
otras etapas del metabolismo y en la síntesis de biomasa.230,246En la siguiente tabla se 
analiza el balance redox asociado a la conversión de glicerol en biomasa y diferentes 
productos de fermentación.  

Tabla 1.2: Balance redox: Conversión glicerol a biomasa y productos de fermentación.230 

 
Estequiometría calculada solo para balance en Carbono entre reactivos y productos. 
El grado de reducción por Carbono  estimado según descripto por Nielsen y colaboradores. 
El grado de reducción (K) estimado según: ∑ 𝑣𝑐𝑥௥௘௔௖௧ - ∑ 𝑣𝑐𝑥௣௥௢ௗ  donde  𝑣, 𝑐  son coeficiente 
estequiométrico y el número de átomos de Carbono para cada compuesto respectivamente. 
H, unidades redox netas son expresadas por mol de glicerol (H=NAD(P)H=FADH2=H2). 

 

 

Figura 1.31: Fermentación de glicerol en E. coli vías centrales y vías auxiliares. 

Este balance abona desde el punto de visto teórico la posibilidad de que un microorganismo 
pueda fermentar glicerol en forma independiente a la producción de 1,3-propanodiol, en la 
medida en que tenga activa una vía alternativa que pueda actuar como sumidero de 
electrones (tal el caso de la producción de 1,2-propanodiol).230Consecuentemente se ha 
propuesto para la fermentación anaerobia de glicerol en E. coli la existencia de una vía 

Vía Estequiometría (x )  K  (H)
Glicerol               Biomasa C3H8O3 (14/3 )                 3CH1,9O0,5N0,2 (4,3 ) 1,1 (0,55 H)

Glicerol               Etanol + Formiato C3H8O3 (14/3 )                 C2H6O (6 ) + CH2O2 (2 ) 0 (0 H)

Glicerol               Succinato C3H8O3 (14/3 ) + CO2                C4H6O4 (14/4 ) 0 (0 H)

Glicerol               1,2/1,3-Propanodiol C3H8O3 (14/3 )                 C3H8O2 (16/3 ) ´-2 (-1H)
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central (aquellas que producen intermediarios de la glicólisis) y vías auxiliares (aquellas que 
posibilitan la fermentación de  glicerol facilitando el balance redox, la síntesis de ATP, 
síntesis de CO2, generación de fuerza motriz, etc.) presentes tanto en el citoplasma como a 
nivel de membrana. 

Figura 1.32: Sistemas auxiliares utilizados en la fermentación anaerobia de glicerol  con 
formación de 1,2-propanodiol en E. coli. 

La producción de 1,2-propanodiol regenerando equivalentes de reducción y la síntesis de 
etanol proveyendo ATP son vías que responden a esta descripción.  

Adicionalmente a lo descrito la existencia de una vía auxiliar incluye la conversión de ácido 
fórmico a CO2 e H2 mediada por una formiato hidrógeno liasa (FHL) y el sistema F0F1- 
ATPasa que aporta fuerza protón-motriz (PMF) indispensable para la generación de energía, 
transporte de metabolitos, etc. y que resulta dependiente de condiciones ambientales 
(composición de la atmósfera anaerobia, pH del medio entre otros).190,191,230 

 

Producción natural de 1,2-propanodiol en eucariotas 

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

En estos estudios no se pudo identificar la ruta metabólica responsable de la producción de 
este compuesto por tratarse de cultivos en medios complejos, no habiéndose podido 
concluir si se trataba de la fermentación de un azúcar o la biotransformación de un 
intermediario. 

En cualquier caso, estas observaciones sugieren que S. cerevisiae cuentacon la dotación 
enzimática necesaria para procesar parte de una vía metabólica 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). 261,298,299 

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

Ingeniería metabólica de E. coli orientada a la producción de 1,2-propanodiol 

Los esfuerzos en el área de ingeniería genética se han centrado en la producción de 1,2-
propanodiol a partir de azúcares comunes que pueden ser obtenidos de diversos cultivares, 
y en mucho menor medida en la biotransformación de glicerol. Es así que,varios de los 
antecedentes consultados se han dirigido a combinar en un único microorganismo la 
capacidad de producir glicerol a partir de azúcares, con la posibilidad de metabolizar el 
glicerol al producto de interés.256 

El desarrollo de cepas de E. coli expresando genes que codifican para una glicerol 
deshidrogenasa NADH dependiente (gldA de E. coli o dhaD de K. pneumonia) en 
combinación con la sobreexpresión del gen que codifica para la metilglioxal sintasa (mgs) ha 
permitido la producción anaerobia de (R)-1,2-propanodiol enantioméricamente puro a 
partir de glucosa. La expresión de cada uno de los genes por separado resulta en la 
producción de aproximadamente 0.25 g/L de producto objetivo. Por su parte la expresión 
conjunta de ambos genes eleva dicha producción a 0.7 g/L.  La vía metabólica implantada 
involucra la producción de metilglioxal por acción de la metilglioxal sintasa, su reducción a 
(R)-lactaldehído -por acción de la glicerol deshidrogenasa- y su posterior reducción a (R)-1,2-
propanodiol por acción de reductasas nativas de E.coli.300 

La mejora de E. coli con este propósito ha sido evaluada, eliminando inicialmente la 
producción del co-producto lactato (a partir de mutaciones en genes que codifican para  dos 
enzimas involucradas en la producción de lactato, a saber lactato deshidrogenasa y 
glioxalasa I). Como resultado llamativo se observa que, la introducción de estas mutaciones 
conduce (en algunos mutantes) directamente a la síntesis de pequeñas concentraciones de 
1,2-propanodiol sin necesidad de otra modificación genética en esa dirección, hecho que 
puede estar vinculado a la capacidad recientemente reportada para E. coli de producir 1,2-
propanodiol como producto de fermentación. Complementariamente se ha dotado al 
microorganismo de una vía metabólica que orienta la dihidroxiacetona fosfato a 1,2-
propanodiol por acción secuencial de la metilglioxal sintasa (mgs), la glicerol deshidrogenasa 
(gldA) y o bien la alcohol deshidrogenasa de levadura (adhI) ó la 1,2-propanodiol 
oxidorreductasa (fucO) de E. coli. Las modificaciones anteriores combinadas con ajustes 
prácticos en el bioproceso (fermentación en condiciones de fed-batch) han permitido 
alcanzar una concentración final de producto de 4,5 g/L y un rendimiento de 0,19 g  de 1,2-
propanodiol por g de glucosa consumido.301 
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Una aproximación diferente enmarcada en la ingeniería metabólica ha sido descrita más 
recientementecon la finalidad de lograr maximizar la producción de 1,2-propanodiol. En la 
misma la manipulación de cofactores constituye el parámetro central a efectos de obtener 
la síntesis del producto de interés. En esta herramienta de ingeniería metabólica diferentes 
azúcares similares a la glucosa (pero con diferente estado de oxidación) que pueden 
recorrer la glicólisis y rendir piruvato son utilizados como sustratos. De esta manera sería 
posible obtener diferentes relaciones de NADH/NAD+ o disponibilidad de NADH en el flujo 
metabólico anaerobio de E. coli y consecuentemente evaluar su impacto en la producción 
de 1,2-propanodiol. La producción del diol se logra sobreexpresando en una cepa de E. coli 
deficiente en su actividad lactato deshidrogenasa (ldh), la metilglioxal sintasa de Clostridium 
acetobutylicum y la glicerol deshidrogenasa de E. coli. Si bien el estado de oxidación 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 producción de 1,2-
propanodiol. Lo anterior, conjuntamente con el hecho de que el nivel de producción del diol 
se incrementa al utilizar la cepa deficiente en ldhestaría en línea con el hecho de que a los 
efectos del propósito buscado resulta más importante la funcionalidad de las vías de 
detoxificación del metilglioxal que la limitación de NADH.302 

En otra aproximación, recurriendo a ingeniería metabólica en E. coli, una vía diferente ha 
sido construida para la producción de 1,2-propanodiol a partir de glicerol.  Para ello se han 
sobreexpresado genes involucrados en la síntesis de un intermediario clave la 
dihidroxiacetona fosfato, la síntesis de metilglioxal (mgsA), la glicerol deshidrogenasa (gldA) 
y la aldehído oxidorreductasa (yqhD). Adicionalmente, se ha manipulado la utilización 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 producción de 1,2-propanodiol. Se ha descrito que 
la producción de etanol resulta en un co-producto requerido mientras que la interrupción 
de las vías para la producción de acetato y lactato ha conducido a aumentos en la 
concentración y en el rendimiento. La combinación de estos factores permite alcanzar una 
concentración de 5.6 g/L de 1,2-propanodiol  con un rendimiento de 21.3 % (g/g). La 
utilización 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.303 

No se encuentra disponible información referente a la estereoquímica del producto 
obtenido. 
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Ingeniería metabólica de S. cerevisiae orientada a la producción de 1,2-propanodiol 

La producción 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.  

 

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

Se han desarrollado combinaciones de estas cepas encontrándose que en general la 
actividad enzimática correlaciona con el número de copias, no así la concentración de 1,2-
propanodiol. La cepa conteniendo tres copias de mgs y de gldA ha sido identificada como la 
que mayor concentración de 1,2-propanodiol produce. La concentración del diol 
correlaciona con la actividad específica (calculada por copia de gen insertada) de la 
metilglioxal sintasa, sin embargo una actividad específica alta de glicerol deshidrogenasa ha 
sido descrita como inhibitoria.La concentración máxima obtenida con estas cepas asciende a 
0.24 g/L.304 

En línea con lo anterior, trabajos posteriores recurriendo a ingeniería metabólica han 
combinado la expresión en S. cerevisiaede la metilglioxalsintasay la glicerol deshidrogenasa 
de E. coli (gldA y mgs) con la glicerol deshidrogenasa de Pichia angusta (gdh).  

La producción de 1,2-propanediol ha alcanzado en este microorganismo a los 2.19 g/L.305 

En otra aproximación S. cerevisiaeha sido modificada con este propósito introduciendo una 
deleción en el gen tpi1  que codifica para la triosa fosfato isomerasa, incrementando el flujo 
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hacia la dihidroxiacetona fosfato en la glicólisis, lo que conduce a un incremento de glicerol. 
Esta modificación complementada a la previamente descrita que involucra los genes mgs y 
gldA ha conducido a una producción de 1,11 g/L de 1,2-propanodiol.306 

 

Figura 1.34: Modificaciones genéticas en S. cerevisiae con el propósito de obtener1,2-
propanodiol. 

Ingeniería metabólica en otros microorganismos orientada a la producción de 1,2-
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 incubación en condiciones 
aeróbicas. En el genoma de C. glutamicum no se ha identificado gen que codifique para la 
metilglioxal sintasa, simultáneamente múltiples genes asociados a actividad aldo-ceto 
reductasa se encuentran presentes. En base a lo anterior se ha desarrollado la expresión del 
gen mgs de E. coli en C. glutamicum obteniéndose como resultado un incremento de 100 
veces en la producción de 1,2-propanodiol, hecho que adicionalmente ha conducido a 
pensar que la cepa silvestre cuenta con el resto de la actividad enzimática necesaria para 
esta síntesis. Paralelamente se ha sobreexpresado en forma simultánea la mgs de E. coli y el 
gen cgR_2242 de C. glutamicum (con actividad aldo-ceto reductasa) ha permitido alcanzar 
una producción de 1,8 g/L de 1,2-propanodiol.307 

Más recientemente la producción de 1,2-propanodiol por parte de C. glutamicum se ha 
desarrollado expresando heterólogamente los genes gldA, mgsA y yqhD de E. coli y 
logrando la deleción de los genes hdpA y ldh que codifican actividades dihidroxiacetona 
fosfato fosfatasa y lactato deshidrogenasa, respectivamente con la finalidad de prevenir la 
formación de co-productos. El mencionado trabajo se ha desarrollado en un contexto en el 
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que se ha buscado la obtención de 1-propanol como biocombustible. En este marco, se ha 
obtenido una concentración de  4,5 g/L para 1,2-propanodiol.308 

Una de las modificaciones genéticas más interesantes con este propósito se ha desarrollado 
sobre el cyanobacteria Synechococcus elongatus, microorganismo que ha sido modificado 
genéticamente a efectos de lograr la producción de 1,2-propanodiol a partir de CO2.En 
estamodificación la introducción de genes codificando la metilglioxal sintasa (mgs)y la 
glicerol deshidrogenasa (gldA) y una aldehído reductasa (yqhD) ha resultado en la 
producción 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 específica se ha logrado maximizar la producción de 1,2-
propanodiol y reducir la producción de acetol a partir de CO2, alcanzándose una 
concentración de 150 mg/L.309 

Desempeño de los diferentes microorganismos en la síntesis de 1,2-propanodiol 

Muchos microorganismos han sido reportados como productores de 1,2-propanodiol por 
alguna de las vías descritas, en la Tabla XX sin constituir una lista exahustivase reúnen los 
desempeños más referidos en la bibliografía. 

 

1.6.2.4    Enzimas con potencial aplicación en la síntesis 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 
participación en la detoxificación de metilglioxal. A continuación se describen los 
antecedentes de aquellas enzimas a las que se recurrió para el presente trabajo.313–315 

Gre2p - EC 1.1.1.283 - metilglioxal reductasa (NAD(P)H) (S. cerevisiae) 

Esta enzima ha sido descrita como 3-metilbutanal reductasa y como metilglioxal reductasa 
NADPH-dependiente inducida por estrés ya sea osmótico, iónico, oxidativo, por choque 
térmico y asociado a metales pesados. Hecho éste que le ha valido su denominación al gen 
en S. cerevisiae y en forma transitiva a la enzima (Genes de Respuesta a Estrés).316,317 

Gre2p tiene descrita su regulación por la vía HOG- High osmolarity glicerol (por sus siglas en 
inglés) restaurando la resistencia al glicolaldehído mediante el acople de la reducción del 
glicolaldehído a etilenglicol y la oxidación simultánea del NADPH al NADP+. Se ha reportado 
que la abundancia de proteínas aumenta en respuesta al estrés de replicación del ADN. Esta 
metilglioxal reductasa (NADPH-dependiente) también tiene descrita actividad como D-
lactaldehído deshidrogenasa.318 
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Tabla 1.3: Resumen del desempeño de diferentes microorganismos en la producción de 
1,2-propanodiol (adaptada de Bennet 2001) 246,256,291,303,310–312  
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Esta enzima ha sido inicialmente caracterizada y clonada como -ceto éster reductasa, 
posteriormente se demostró también su capacidad de reducir -ceto ésteres.319–321 

Trabajos posteriores han identificado esta enzima como metilglioxal reductasa inducida por 
estrés osmótico, que participa en la detoxificación de metilglioxal en una vía paralela a la de 
la glioxilasa.313,314 

Esta metilglioxal reductasa ha sido previamente caracterizada, pero sin establecerse que 
gen codificaba para esta actividad enzimática.322,323 En dichos antecedentes se describía que 
cepas de S. cerevisiae que sobreexpresan esa enzima incrementan la tolerancia aelevadas 
concentraciones de metilglioxal (2,5 mM). Simultáneamente se ha reportado que la 
sobreexpresión de esta enzima correlaciona con una represión de la vía de la glioxilasa, lo 
que resultaría consistente con que el metilglioxal es metabolizado principalmente por la 
metilglioxal reductasa.323 

En otro orden, se ha descrito que la expresión de esta enzima en E. coli se encuentra 
asociada a una mayor tolerancia al metilglioxal.322 

El papel que la sobreexpresión de Gre2p juega en la tolerancia a glicoaldehídos (inhibidor 
en procesos de fermentación asociados a la producción de etanol a partir de materiales 
lignocelulósicos) por parte de S. cerevisiae ha  sido establecido.324 

 

Figura 1.35: Mecanismo de reacción propuesto para Gre2p. 

El mecanismo de las reacciones en que participa esta enzima ha sido recientemente 
postulado a partir de la resolución de la estructura mediante difracción de rayos X. Dicho 
mecanismo consta de 3 etapas, en la primera los grupos hidroxilos de los aminoácidos 
Ser127 y Tyr165 forman enlaces de Hidrógeno con el Oxígeno del grupo carbonilo del 
isovaleraldehído (usado como modelo para el análisis) estabilizando su posición. A 
continuación, el grupo hidroxilo del aminoácido Tyr165 se desprotona y dona un Hidrógeno 
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 reducción del grupo 
carbonilo se produce la rotura del enlace de Hidrógeno existente entre la cadena lateral de 
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Tyr165 y el alcohol isoamílico. El cambio en el estado redox de NADP+ es acompañado por 
cambios en  la conformación de este compuesto lo que genera la apertura de la hendidura 
para la liberación del producto.325 

Ypr1p-EC1.1.1.-aldehído óxidorreductasa, aldoceto reductasa (NAD(P)H)- (S. cerevisiae) 

En términos comparativos, un  volumen notoriamente menor de información 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 evaluación de actividad in vitro no respaldó dicha asignación.326 

Ypr1p ha sido, posteriormente caracterizada como aldo-ceto reductasa dependiente de 
NADPH.317,327 Presenta actividad sobre múltiples sustratos y su expresión es inducida por 
estrés osmótico y oxidativo.Se ha observado que la abundancia de esta proteína se 
incrementa como  respuesta al estrés ocasionado por la replicación de ADN.326 

Esta enzima se ha descrito como funcionalmente redundante con otras aldo-ceto 
reductasas. YPR1presenta a GCY1 identificado comogenparálogo, proveniente de la 
duplicación del genoma en S. cerevisiae.318 

Ypr1p ha sido inicialmente identificada y clonada como -ceto éster reductasa, 
demostrándose posteriormente su capacidad de reducir -ceto ésteres.319–321 

Se ha demostrado que esta aldo-ceto reductasa actúa sobre aldehídos como hexanal, 2-
metil-butiraldehído, D,L gliceraldehído así como xilosa y arabinosa.328,329 Dos isozimas de 
esta enzima, Gre3p y Gcy1p, 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.313,330 

Recientemente el papel que Ypr1p puede jugar en el metabolismo de glicerol en S. 
cerevisiae ha sido analizado, sin arribarse a una conclusión al respecto.331 

No ha sido posible obtener información para esta enzima de la estructura cristalina y del 
mecanismo de reacción modelado. La información más 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 resolución estructural de la isozima Gcy1p.332,333 

MGS - P0A731 – metilglioxal sintasa (E. coli) 

La metilglioxal sintasa cataliza la conversión de dihroxiacetona fosfato (DHAP) a metilglioxal 
y ortofosfato,constituyendo el primer paso del denominado bypass del metilglioxal en la vía 
de Embden-Myerhoff.334,335 
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El fosfato genera inhibición alostérica de la enzima, sugiriendo que el bypass de metilglioxal 
puede estar activo en condiciones de limitación de fosfato.336 

Se ha sugerido como rol de esta enzima en E. coli y otros microorganismos el actuar como 
facilitador entre condiciones de restricción y de abundancia de nutrientes.337 

El metilglioxal presenta elevada citotoxicidad a concentraciones muy pequeñas (del orden 
de 1 mM) estando demostrado que interfiere en el proceso de síntesis de ácidos nucleicos, 
siendo además reportado como agente mutagénico.338–342 

La metilglioxal sintasa es altamente específica para la dihidroxiacetona fosfato no 
presentando actividad incluso frente a sustratos con mayor reactividad y similitud funcional 
(tal el caso del D-gliceraldehído 3-fosfato).341 

 

 
Figura 1.36: Mecanismo de reacción propuesto para la metilglioxal sintasa actuando sobre 

dihidroxiacetona fosfato. 

En la Figura 1.36 se representa el mecanismo de acción propuesto para esta enzima 
actuando sobre la dihidroxiacetona fosfato para la síntesis de metilglioxal. En un primer 
paso, el protón pro-S en C3 de la hidroxiacetona es captado por una base dando paso a la 
obtención del intermediario enediolato – enzima. Una segunda base remueve el protón 
perteneciente al hidroxilo en C3 permitiendo la generación del enolato del metilglioxal y 
fosfato inorgánico. Finalmente se produce la protonación del grupo metileno del enolato de 
metilglioxal en un paso no estereoespecífico, siendo altamente probable que no involucre al 
catalizador y esta etapa se produzca espontáneamente en solución.341,343 

En base a lo anterior resulta más preciso plantear que la metilglioxal sintasa por tanto toma 
como sustrato a la dihidroxiacetona fosfato, y devuelve como producto el enol 
piruvaldehído, el que tautomeriza en solución a metilglioxal.344,345 

La metilglioxal sintasa ha sido sobreexpresada en E. coli, purificada y caracterizada 
estructuralmente. El peso molecular del monómero se ha calculado en 17 kDa. Por su parte, 
la obtención de un peso molecular aparente de 76 kDa, ha llevado a proponer que se trate 
de un homotetrámero.337,346Posteriormente la resolución estructural de esta enzima ha 
permitido clarificar que se trata de un homohexámero.344,347,348 
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1.6.2.5    Síntesis de derivados de 1,2-propanodiol 

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

(R)-Propilencarbonato (CAS N°: 16606-55-6) 

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.101,349 
En particular el propilencarbonato presenta utilidad y aplicación en la síntesis de materiales 
poliméricos, como solvente polar aprótico, como electrolito en baterías de ión Litio, como 
excipiente en aplicaciones médicas de uso tópico y solvente en la fabricación de cosméticos. 
Adicionalmente, cuando se trata de producto enantioméricamente puro se utiliza como 
sintón en la síntesis de fármacos y en química fina.350,351 

En particular presenta interés como antecedente la utilización de este producto en la 
síntesis de (R)-9-[2-(fosfonometoxi)propil)adenina] oPMPA, producto con acción antiviral 
descrita contra el HIV y otros retrovirus.352,353 

Existen diversas técnicas descritas para la síntesis del PMPA, entre las que dos de ellas 
aparecen como las extendidas en cuanto a su aplicación, ambas partiendo de D-(+)-isobutil 
lactato .354,355 

 
Figura 1.37: Síntesis de PMPA a partir de (R)-propilencarbonato. 
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En la búsqueda de alcanzar producción en escala de kilogramos de esta prodrogra se ha 
ensayado una serie de variantes, entre ellas una que recurre a (R)-propilencarbonato según 
se presenta en la Figura 1.37.354 
 
La introducción de (R)-propilencarbonato como sustrato permite reemplazar 7 pasos de 
reacción en una de las síntesis habituales, mientras que en la segunda 3 pasos de reacción 
son economizados.354 
 
 
(R)-2-metoximetoxi-1-propanol(CAS N°:  159350-97-7) 

El producto (R)-(+)-2-(metoximetoxi)-1-propanol, también conocido como “(R)-1,2-
propanodiol MOM protegido” es un reactivo para síntesiscomercialmente disponible, con 
aproximadamente 15 proveedores registrados con cobertura global.356 

La síntesis de este producto es posible realizando inicialmente la protección del grupo 
hidroxilo en la posición C1 con t-Butil dimetil silano, la reacción del grupo hidroxilo en C2 con 
clorometil-metil éter y posterior desprotección del alcohol primario.357,358 

La utilización de este sintón quiral está descritaen la síntesis de una variada gama de 
productos entre los que se pueden mencionar: 

i) Synparvólidos:-insaturados -lactonas conteniendo cadena polioxigenada con 
actividad antimicrobiana, antifúngica, o citotóxica contra células tumorales 
humanas.359,360 
 

ii) Síntesis de receptores cannabinoides, (componentes del sistema endo- 
cannabinoide, involucrado en regulación fisiológica del apetito, la digestión, el 
metabolismo y el balance energético, la termogénesis, la movilidad, el ciclo del 
sueño, la sensación del dolor, el humor y las emociones, la memoria, el 
aprendizaje y las adicciones). Este sistema ha sido identificado como objetivo 
para la acción de múltiples drogas y terapias.361,362 
 

iii) Síntesis enantioselectiva y diaesteroselectiva del fragmento C17-C27 de la 
Briostatina, componente biocativo de la familia de lactonas macrocíclicas 
derivadas de estructuras de poliacetato, con aplicación descrita en tratamientos 
de leucemia linfática aguda y cáncer de ovario.363,364 
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Figura 1.38: Retrosíntesis de briostatina (fragmento C17-C27). 
 

 (S)-1-metoxi-2-propanol (CAS N°: 26550-55-0) 

El producto (S)-(+)-1-metoxi-2-propanol, también conocido como  “(S)-(+)-Propilenglicol 1-
metiléter” es un reactivo para síntesiscomercialmente disponible.365 

La utilización de este sintón quiral está descritaen la síntesis de una variada gama de 
productos entre los que se pueden mencionar: 

i) Síntesis 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 rotación impedida alrededor del enlace 
fenilo-N generando (atropisomerismo) generando así cuatro estereoisómeros. 
La actividad de metolaclor ha sido asignada al enantiómero 1´S (atropisómeros 
R, 1´S y S, 1´S). La mezcla comercial contiene normalmente 80 % del 
enantiómero 1´S denominándose corrientemente S-metolaclor (S-Moc).365,366 
 

ii) Síntesis 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.367 
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Figura 1.39: Retrosíntesis y esteroeisómeros del metolaclor. 

 

 

Figura 1.40: Síntesis 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 temática de la valorización de la 
glicerina obtenida como subproducto de la industria de biodiésel pretendiendo aportar a la 
sustentabilidad económica y ambiental de la producción de este biocombustible. 

La propuesta busca contribuir generando soluciones que permitan el aporte de 
valorsignificativo al residuo a procesar, recurriendo a Ingeniería Metabólica en E. coli para la 
obtención de 1,2-propanodiol enantioméricamente, punto de partida para la obtención de 
sintones quirales con aplicación en química fina.  
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2.1 Objetivo general 

El presente trabajo tiene como objetivo principal el diseño y construcción de nuevos 
biocatalizadores aplicables a la biotransformación de glicerol (1,2,3-propanotriol) (1) -
obtenido como subproducto en la producción de biodiésel- a 1,2-propanodiol (2). 

En la construcción de estos biocatalizadores se recurre a la aplicación de ingeniería 
metabólica en Escherichia coli, proponiendo la construcción de una ruta metabólica “de 
novo”que involucra dos pasos biocatalíticos en cascada, que permiten en primera instancia 
la reducción de metilglioxal (2-oxopropanal) (3) a lactaldehído (2-hidroxipropanal) (4), 
intermediario que es nuevamente reducido para obtener el producto objetivo 1,2-
propanodiol (2). 

Adicionalmente se plantea la síntesis química de productos de mayor valor agregado 
utilizando el 1,2-propanodiol (2) obtenido enzimáticamente. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Para la concreción del objetivo general se propone: 

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

ii) Evaluar el desempeño de los biocatalizadores construidos en la biotransformación de 
glicerol (1) y posibles intermediarios de la vía metabólica propuesta. 

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

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

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

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

2.3  Estrategia - Biotransformaciones 

El objetivo general propone la construcción de una vía metabólica “de novo”en E. coli 
involucrando dos reductasas de Saccharomyces cereviseae(Gre2p e Ypr1p). Con ese fin se 
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construirán vectores de expresión basados en pACYCDuet-1 y en pETDuet-1 que permitan la 
expresión tanto en forma independiente como simultánea de ambas reductasas.  

Con los vectores sintetizados in vitrose transformarán dos cepas diferentes de E. coli para su 
expresión 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)yqhE). Por otra parte, bajo la 
denominación de Estrategia 2 se refiere a los biocatalizadores que tienen como base a la 
cepa E. coliFMJ39. 

A continuación se describen los fundamentos que conducen a esta selección y justifican los 
diseños desarrollados. 

2.3.1  Vía metabólica propuesta 

La vía metabólica 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 heteróloga, en cascada, los genes 
GRE2 e YPR1de S. cereviseae en E. coli. 

 

 

Figura 2.1: Vía metabólica “de novo” propuesta. 

Como consecuencia de la presente vía metabólica el metilglioxal(3) (producto obtenido en 
forma natural por E. colia partir del glicerol (1)) se somete a dos reacciones biocatalíticas de 
reducción, obteniéndose en el primer paso –por acción de la enzima Gre2p- lactaldehído (4), 
producto intermediario que, seguidamente se somete a una nueva etapa de reducción 
(mediada en esta ocasión por Ypr1p) obteniéndose el producto de interés 1,2-
propanodiol_(2). 

Como criterio general de diseño se establece que la expresión de ambas enzimas se 
desarrolle en un único plásmido, recurriéndose para ello a los vectores de expresión 
pETDuet-1 y pACYCDuet-1 (ambos dependientes del promotor T7). Adicionalmente, 
considerando el hecho de que estos vectores presentan compatibilidad, sería posible 
eventualmente evaluar el desempeño de un biocatalizador en el que las reductasas se 
expresen en forma simultánea pero a partir de diferentes vectores.   
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2.3.2  Estrategia 1 

La Estrategia 1 consiste en la construcción 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 Ypr1p se realizará la construcción de los biocatalizadores 
sobre la cepa E. coli BL21(DE3)yqhE.368 

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

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

En términos generales se obtendrán 3 biocatalizadores, por cepa: a saber el que expresa 
GRE2, el que expresa YPR1 y el que permite la co-expresión, a estos se podrá incorporar 
eventualmente el biocatalizador que permite la co-expresión a partir de diferentes vectores. 
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Una vez transformada la cepa de E. coli, se propone realizar la verificación de los 
biocatalizadores construidos enfrentándolos 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 -etil acetoacetato de etilo(5) como sustrato 
modelo.369,370 

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

Una vez confirmada la actividad biocatalítica se planea el desarrollo de biotransformaciones 
usando como sustratos al metilglioxal(3) (punto de partida de la vía construida), el 
lactaldehído (4) (intermediario de reacción), el glicerol(1) y finalmente el sustrato de interés: 
glicerina de proceso industrial. En todos los casos se evaluará el desempeño 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 energía 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 producción de 1,2-propanodiol(2) a partir de glicerol (1) en anaerobiosis. 
Consiste en dotar con la vía metabólica descrita a la cepa E. coli FMJ39. Esta doble mutante 
(ldh: lactactodeshidrogenasa y pfl: piruvato formiato liasa) tiene descrita su imposibilidad de 
fermentar glucosa (6) debido a su incapacidad de regeneración de cofactores.371Atendiendo 
a que la vía metabólica a implantar permitiría la regeneración de equivalentes de reducción 
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sería de esperar que consecuentemente pudiera habilitar el crecimiento de esta cepa en 
condiciones de anaerobiosis. 

Considerando que los vectores de expresión a utilizar (previamente referidos en el ítem 2.2 
Estrategia 1) son dependientes del promotor T7, resultará necesario, modificar el genoma 
de E. coli FMJ39 aportando la secuencia del sistema de expresión T7 RNA polimerasa bajo el  
control del promotor lacUV5. Para la concreción de esta actividad se plantea utilizar la 
estrategia desarrollada por Kang y colaboradores.372 

La cepa resultante E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT, constituirá el punto de partida para su 
transformación con los vectores de expresión 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 descripción de la Estrategia 1 se agregará -en este caso- 
la verificación del mantenimiento de la condición de doble mutante (ldh-pfl) una vez 
introducida la modificación a nivel de cromosoma para lo cual se verificará  la incapacidad 
de fermentar glucosa(6). 

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

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

Atendiendo a la posibilidad de que la conversión de glicerol (1) en metilglioxal(3) pueda 
transformarse en una restricción para el adecuado funcionamiento de la vía metabólica 
diseñada, se prevé la posibilidad de sobreexpresar adicionalmente la metilglioxal sintasa de 
E. coli recurriendo para ello a la introducción de una nueva modificación genética 
transformando la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) con un vector de expresión 
derivado del plásmido 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 obtendrá de esta manera un nuevo 
biocatalizador a ensayar, la cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5). 
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Figura 2.4: Esquema Estrategia 2. 

1- Extracción: A partir de E. coli (pBT20-bla-T7pol) se
extrae el plásmido pBT20-bla-T7pol que contiene la
secuencia completa del sistema de expresión T7
flanqueado por secuencia de transposones.

2-Transformación : de E. coli HPS1-mob.asd-pir116
con el plásmido pBT20-bla-T7pol , cepa que presenta
auxotrofía al Ácido Diamino Pimélico (DAP) (16)

Resultado: Construcción de una cepa  F+
conteniendo el plásmido pBT20-bla-T7pol

3- Conjugación: Donor E. coli HPS1-mob-asd-pir116
y E. coli FMJ39

Resultado: Secuencia del sistema de expresión T7

polimerasa (--) integrado al genoma de FMJ39.

4- Transposición de  secuencia de T7-pBT20-bla-T7pol
E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT

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

Resultado: Nueva serie de biocatalizadores
derivados de E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT
construida.

6-Verificaciones:

Verificación 1: Mantenimiento de incapacidad de
fermentar glucosa aún con agregado de acetato (10).

Verificación 2: Funcionamiento del sistema de
expresión T7pol sobre vectores derivados de
pETDuet-1.

Verificación 3: Actividad de los vectores con sustrato
modelo: -etil acetoacetato de etilo (5) según lo
descrito en bibliografía.

Resultado:
Biocatalizadores verificados, prontos para evaluar su desempeño en Biotransformaciones.
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2.4  Estrategia de valorización del 1,2-propanodiol (2) obtenido 

La estrategia planteada de valorización del glicerol (1) no acaba en la síntesis enzimática del 
producto 1,2-propanodiol (2) sino que avanza en la evaluación de la síntesis quimio-
enzimática de derivados del glicerol (1) de mayor valor agregado. En esa dirección se 
plantea la síntesis a partir del 1,2-propanodiol (2) obtenido en la reacción de 
biotransformación de (R) ó (S)-4-metil-1,3-dioxolan-2-ona, también denominado (R) ó (S)-
propilencarbonato (7a)(7b), (R) ó (S)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)(8b)y (R) ó (S)-2-
metoxi-1-propanol (9a)(9b)según se describe en la Figura 2.5.  

 

 
 

Figura 2.5: Esquema propuesto de valorización del glicerol (1). 
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Resultados obtenidos en la Estrategia 1 
 

3.1Construcción de Biocatalizadores de la Estrategia 1 
 

3.1.1 Desarrollo de sistemas que permitan la expresión simultánea de los genes 
GRE2/YOL151W e YPR1/YDR368W 

De acuerdo a lo señalado 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 plásmidos derivados de pYES2 
(plásmidos pSRG41 y pSRG14 respectivamente).  

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

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

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

El amplicón de GRE2, así como el vector pETDuet-1 es digerido con las enzimas de 
restricción NdeIy KpnI. Los productos de digestión se ligan con T4 ADN ligasa y se 
transforma la cepa E.coli JM109. 

Análogamente el amplicón de YPR1 es digerido con las enzimas de restricción PstI y 
BsaI,mientras que pETDuet-1 es digerido con las enzimas de restricción PstI y NcoI. Los 
productos de digestión se ligan con T4 ADN ligasa y se transforman células competentes de 
E. coli JM109.  
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Figura 3.1: Construcción de vectores de expresión – método directo a partir de pETDuet-1 

Si bien se logra la recuperación de transformantes, al avanzar en instancias de verificación 
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 restricción utilizadas, posible recirculación 
del plásmido en etapa inicial o a escaso volumen de material a ligar al arribar a las etapas 
finales. La reiteración 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 expresión de los genes GRE2 e YPR1, a través de su 
clonado en plásmidos auxiliares 

A partir de los plásmidos pSRG41 y pSRG14 se procede a la amplificación de los genes GRE2 
e YPR1 respectivamente según se ha descrito anteriormente, los amplicones se purifican en 
gel de agarosa de bajo punto de fusión. 

 
Figura 3.2: Construcción de vectores de expresión – clonado en plásmidos auxiliares. 

 

El producto obtenido de la etapa de purificación se somete a ligación con el vector 
pTZ57R/T, por su parte el producto de ligación, una vez verificado en gel de agarosa es 
utilizado en la transformación por electroporación de E. coli JM109, recuperándose 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 arrojó 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 verificación mediante amplificaciones 
con oligonucleótidos apropiados y digestiones con enzimas de restricción. 

Finalizada esta etapa se confirma que los resultados de las verificaciones no resultan 
concluyentes respecto a la presencia de insertos en el caso de YPR1, obteniéndose 
resultados consistentes con la clonación 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 transformación realizando en forma simultánea el 
proceso por electroporación sobre células electrocompetentes E. coliJM109 y por 
transformación térmica sobre células químicamente competentes E. coliXL1.  

 

 
Figura 3.3: Selección de transformantes en función de la orientación deseada del gen 

GRE2. 

Mediante transformación química 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 plásmido que contiene el gen de interés en la dirección 
deseada.  
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Tabla 3.1: Digestión de pWS2  (pCR™2.1- Topo®TA conteniendo GRE2) - elucidación de la 
orientación de la inserción del gen. 

  Tamaño de Fragmentos obtenidos (pb) 

Enzima de 
restricción 

Orientación 1 
(deseada) 

Orientación 2 
(no deseada) 

KpnI aprox. 4000 y 1000 aprox. 4900 

NcoI banda doble en 
aprox. 2500 

aprox. 3000  y 2000 

 

Para esta verificación se recurre a las enzimas de restricción PstI, y Eco31I (BsaI), 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. 

 
Figura 3.4: Verificación de orientación del gen YPR1 en pGem-T-Easy a partir de 

amplificación de ADN plasmídico extraído de cepas transformantes.  
Carril 1: Digestión con PstI, Carril 2: pETDuet-1 (linealizado), Carril 3: Digestión con Eco31I 

(BsaI) y PstI, 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 están dadas las condiciones para su subclonado en los vectores de 
expresión correspondientes. 
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Tabla 3.2: Digestión de pWS1 (pGEM-T-Easy conteniendo YPR1) – 
 elucidación de la orientación en la inserción del gen. 

 

Alcanzado este hito intermedio se puede comentar que: 

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

ii) Se ha verificado la existencia de diferencias notorias en losrendimientos de 
transformación, en favor de la alternativa transformación térmica en células 
químicamente competentes frente a la transformación por electroporación (Ver 
Tabla 3.3). Los valores calculadosderendimientos en el caso de la transformación 
por choque térmico sobre células químicamente competentes se ubicanpara la 
transformación control dentro de lo descrito en la bibliografía para este 
proceso.373 Por otra parte, resulta llamativa la imposibilidad de recuperar 
transformantes en el caso de electroporación, lo que conduce a la revisióndel 
procedimiento de transformación. 

Tabla 3.3: Rendimientos de transformación calculados como número de unidades 
formadoras de colonia/g ADN. 

  Transformación por 
Electroporación 

Transformación por 
choque térmico 

Viabilidad de células competentes 
GRE2

√ 
< 1 

√ 
4 E+4 ufc/g 

YPR1 < 1 4 E+5 ufc/g 
control < 1 E+5 ufc/g 3 E+7 ufc/g 

 

3.1.4 Subclonado a vectores de expresión 

El plásmido pWS1 es digerido con enzimas de restricción Eco31I (BsaI) y PstI (es de notar 
que en esta última digestión puede ocurrir que se digiera en cualquiera de los dos sitios 

Enzima de 
restricción

Orientacion 1                            
(deseada)

Orientación 2                                       
(no deseada)

PstI aprox. 4000 aprox. 1000 y 3000

Eco31I aprox. 2300 y 1600 aprox. 2500 y 1400

PstI + Eco31I

aprox. 1600/1400/950                  
(cortes totales)                              

aprox. 4000/3000/2600/2400 
(cortes parciales)

aprox. 1500/1020/950              
(cortes totales)                                   

aprox. 4000/3100/2950/2600 
(cortes parciales)

Tamaño de Fragmentos obtenidos (pb)
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distante 40 pb, o en ambas, independientemente de lo anterior no se vería afectado el 
resultado final, pues ambos sitios se encuentran fuera de la secuencia codificante para la 
enzima Ypr1p). Por su parte el vector pETDuet-1 receptor del gen YPR1 es digerido con las 
enzimas de restricción NcoI y PstI. Los productos de digestión son ligados con T4 ADN ligasa, 
obteniéndose el vector de expresión pWS3según se detalla en Figura 3.5).    

 
Figura 3.5: Subclonado de YPR1 en pET-Duet1. 

Análogamente los plásmidos pWS2 y pACYCDuet-1 son digeridos con las enzimas de 
restricción NdeI y KpnI. Los productos de digestión son ligados con T4 ADN ligasa 
obteniéndose el vector de expresión pPP8 (Ver Figura 3.6).    

Al igual que en instancias anteriores descritas de clonación, se ejecutan las verificaciones de 
rigor consistentes en la amplificación con primers específicos del gen y digestiones con 
enzimas de restricción, confirmándose que ambos  subclonados se han logrado con éxito. 

Por razones de espacio y priorización de otras informaciones solo se detalla este 
procedimiento en forma exhaustiva para la construcción del vector de expresión 
conteniendo ambos genes.  
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Figura 3.6: Subclonado de GRE2 en pACYC-Duet1 

 

La construcción 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) según Figura 3.7.  
Ambos vectores son digeridos en forma sucesiva con NdeI y XhoI. El gen escindido de pWS3 
(GRE2) es purificado en gel preparativo de agarosa de bajo punto de fusión y posterior 
electroelución. Este fragmento es ligado con el pWS3 ya digerido mediante T4 ADN ligasa. 

Una vez concluida la construcción in vitro del vector pWS4 (que contiene simultáneamente 
GRE2 e YPR1 en pET-Duet1) se co-precipita con Yeast t-RNA y se recupera el precipitado en 
agua, realizando con este producto la transformación por electroporación de células 
electrocompetentes de E.coli DH10B.  

pACYC-Duet1
4008 pb Cm

lacI

BamHI
EcoRI

HindIII

KpnI

NcoI

NdeI

PstI
SacI

SalI

XhoI

T4 ADN ligasa

NdeI, KpnI NdeI, KpnI

pACYC-Duet GRE2
4989 pb

Cm

GRE2
lacI

HindIII

KpnI

NdeI

Pst
NcoI

NcoI

pPP8

pCR2.1 TOPO GRE2
4952 pbAmp

GRE2

Kan

HindIII

NdeI
KpnI

KpnI

pWS2



 
 

84 
 

 

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

El uso de Yeast t-RNAcomo co-precipitante del producto de ligación, previo a la 
transformación según lo descrito por Zhu y colaboradores, permite verificar un cambio 
sustancial de los rendimientos en transformación por electroporación alcanzándose niveles 
cercanos de eficiencia a los descritos en bibliografía (aproximadamente 1E+8 ufc/g).374 

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) Amplificación de genes de interés mediante PCR recurriendo a oligonucleótidos 
diseñados para GRE2 e YPR1. 

ii) Amplificación de genes de interés mediante PCR recurriendo a oligonucleótidos 
que hibridan con el vector en zonas flanqueantes a insertos. 

iii) Digestión del vector pWS4 con enzimas de restricción apropiadas para escindir 
fragmentos de tamaño conocido. 

iv) Digestión del vector pWS4 con enzimas de restricción que permiten verificar 
escisiones de sitios objetivos de acción 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 oligonucleótidos ws1GRE2f y ws1GRE2r, 
utilizando como control positivo el lisado de cepas conteniendo el plásmido pPP8 (GRE2 en 
pACYCDuet-1) y como control negativo al digerido celular de cepas conteniendo el vector 
pWS3 (YPR1 en pETDuet-1).  

 

Figura 3.8: Búsqueda de transformantes con potencial incorporación de GRE2 en pWS3. 

En la Figura 3.8 se observa el gel de agarosa que reúne los resultados obtenidos en la 
reacción de PCR. Se observa una proporción importante de cepas que arrojan resultados 
consistentes con la inserción del gen.  

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

i) wsYPR1f y wsYPR1r utilizando como control positivo la cepa conteniendo el 
plásmido 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 
plásmido 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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Figura 3.9: Amplificación con oligonuclelótidos ws1YPR1f/ws1YPR1r y 
ws1GRE2f/ws1GRE2r. 

 
 

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

 

Figura 3.10: Amplificación con pETUpstream primer y T7terminator primer. 

El amplicón obtenido en caso de presencia simultánea de GRE2 e YPR1 
presentaría 2549 pb. Por su parte cuando presenta solamente a YPR1 el amplicón 
presentaría1574 pb (caso de pWS3), mientras que de estar presente solo GRE2 
presentaría 1676 pb (caso de pPP8). En ausencia de ambos genes el amplicón se 
corresponde a 569 pb (pETDuet-1).  
En Figura 3.10 se representan los posibles amplicones obtenibles y el gel que 
evidencia la obtención de un amplicón consistente con la presencia simultánea 
de ambos genes así como los amplicones obtenidos en los controles utilizados.   
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iv) wsYPR1f y wsGRE2rutilizando como controles negativos las cepas conteniendo el 

plásmido pPP8, pWS3 y pETDuet-1.  
El amplicón obtenido en caso de presencia simultánea de GRE2 e YPR1 
presentaría 2115 pb. Por su parte cuando presenta solamente uno de los genes 
no se produce amplificación (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) 

 

Figura 3.11: Amplificación con oligonuclelótidos ws1YPR1f y primer ws1GRE2r. 

El análisis de los resultados obtenidos mediante PCR permite concluir que los mismos son 
consistentes son la estructura propuesta para el vector de expresión pWS4 (YPR1 y GRE2 en 
pETDuet-1). 

Verificación por digestión con enzima de restricción 
 
A partir de plásmidos extraídos de cepas transformadas con el vector pWS4 se realiza 
digestión con enzima de restricción KpnI.Esta enzima de restricción presenta, en caso de 
que la construcción haya sido exitosa dos sitios de actuación distantes aproximadamente 
1600 pb (uno presente en el “multiple cloning sites-2” del plásmido pETDuet-1 que ha sido 
mantenido al insertar el gen GRE2 y otro incorporado al insertar el gen YPR1). 
Simultáneamente 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 existirá un sitio de 
acción obteniéndose en consecuencia solamente la linealización del plásmido observándose 
una única banda a aproximadamente 7000 pb. Por su parte en caso de que YPR1 hubiera 
sido insertado, pero no GRE2 se obtendrá la escisión 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 digestión 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.   

 

Figura 3.12: Digestión del vector pWS4 con KpnI. 

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

3.1.6  Construcción de los biocatalizadores asociados a la Estrategia 1 

Los vectores construidos son utilizados para transformar mediante electroporación 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). Análogamente, a 
partir de la cepa de E. coli BL21(DE3)yqhE se logranE. coli BL21(DE3)yqhE(pWS3), E. coli 
BL21(DE3)yqhE(pPP8) y E. coli BL21(DE3)yqhE(pWS4). 
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Figura 3.13: Conjunto de vectores construidos y verificados satisfactoriamente. 

 

3.1.7   Verificación de actividad de los Biocatalizadores construidos 

Los biocatalizadores obtenidos se utilizan en primera instancia para la verificación de 
actividad frente a un sustrato modelo con actividad descrita en la bibliografía, eligiéndose el 
-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 biotransformaciónes posible obtener 
las siguientes cuatro configuraciones para los productos de biorreducción. A los efectos de 
caracterizar la funcionalidad del sistema basta en una primera etapa identificar si la cepa 
rinde el alcohol con configuración anti (2S,3S / 2R,3R) ó con configuración syn (2R,3S / 
2S,3R) (Ver Figura 3.14). 

pET-Duet1 YPR1
6299 pb

Amp

YPR1

lacI

pWS3

pACYC-Duet YPR1
4887 bp

Cm

YPR1
lacI

pSRG13
pACYC-Duet GRE2

4989 bp

Cm

GRE2
lacI

pPP8

pET-Duet1 GRE2
6401 bp

Amp

GRE2
lacI

pPP9

pET-Duet1GRE2YPR1
7280 pb

Amp

lacI

GRE2

YPR1

pWS4



 
 

90 
 

 

 

 

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

Según se ha descrito en la bibliografía, las cepas de E. coli que sobreexpresan Ypr1p 
presentan actividad syn y cepas que sobreexpresan Gre2p presentan actividad anti.319 Por 
su parte la bacteria E.coli presenta actividad basal syn.320,330 

 

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

Se identifican los parámetros más relevantes a efectos de caracterizar la actividad de los 
diferentes biocatalizadores construidos a partir de E.coli BL21(DE3)yqhE en los ensayos de 
biotransformación del sustrato modelo.  

Los resultados son consistentes con la actividad descrita. 

En la gráficasiguiente se puede observar que la actividad basal de E. coli BL21(DE3)yqhE 
resulta despreciable en las condiciones ensayadas. Por otra parte, la actividad obtenida con 
la cepa E. coli BL21(DE3)yqhE(pWS4) puede describirse como híbrida anti/syn, consistente 
con la expresión simultánea de Gre2p e Ypr1p respectivamente (utilizando como controles 
de actividad a E. coli BL21(DE3)yqhE(pPP4) –con actividad anti descrita- y a la cepa E. coli 
JM105(pKTS3)-con actividad syn descrita).320,330,375,376 
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Figura 3.15: Biotransformaciones de-etil acetoacetato de etilo (5) con los diferentes 
biocatalizadores. Evaluación de actividad syn/anti.  

3.1.9 Discusión 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 están 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)yqhE(pWS3), E. coli 
BL21(DE3)yqhE(pPP8) yE. coli BL21(DE3)yqhE(pWS4)). 
 

ii) Avanzar en la evaluación del funcionamiento de la vía metabólica diseñada e 
implantada enfrentando al sustrato que ha motivado su construcción, 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 evalía la producción de 1,2-
propanodiol. Se ensayan condiciones de células en crecimiento y células en reposo. Por otra 
parte, biotransformaciones recurriendo tanto a condiciones aeróbicas como anaeróbicas 
son ensayadas.  
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Tabla 3.4: Biotransformaciones desarrolladas con biocatalizadores de la Estrategia 1. 

 

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 ningún caso el producto objetivo a partir de glicerol (1) (ya sea 
utilizado como único sustrato ó como co-sustrato conjuntamente con glucosa 
(6)). 
 

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

 
iii) Se observa un perfil de productos en ocasiones diferentes a los obtenidos con las 

cepas control (E.coli BL21(DE3) ó  E.coli BL21(DE3)yqhE según el caso). En 
relación a estos productos, atendiendo el magro resultado obtenido, de acuerdo 
al objetivo planteado, no se avanza mayormente en su caracterización. 

 
iv) Se identifica la necesidad de descartar que el glicerol (1) esté afectando el 

desempeñodel sistema enzimático involucrado en la vía metabólica diseñada, 
por lo que se define una verificación adicional a las ya descritas (ver 3.2.1). 

 
3.2.1   Verificación 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 verificación de los biocatalizadores construidos en el marco 

Entrada Sustrato Biocatalizador Condición Resultado
E.coli BL21(DE3)(pWS3)
E.coli BL21(DE3)(pPP8)
E.coli BL21(DE3)(pWS4)

E.coli BL21(DE3)yqhE (pWS3)
E.coli BL21(DE3)yqhE (pPP8)
E.coli BL21(DE3)yqhE (pWS4)

E.coli BL21(DE3)(pWS3)
Glicerol/Glucosa E.coli BL21(DE3)(pPP8)

E.coli BL21(DE3)(pWS4)
E.coli BL21(DE3)yqhE (pWS3)

Metilglioxal/Glucosa E.coli BL21(DE3)yqhE (pPP8)
E.coli BL21(DE3)yqhE (pWS4)

E.coli BL21(DE3)yqhE (pWS3)(pPP8)
E.coli BL21(DE3)(pWS3)

Metilglioxal/Glucosa E.coli BL21(DE3)(pPP8)
E.coli BL21(DE3)(pWS4)

Células en 
crecimiento en 

aerobiosis  

Células en 
crecimiento en 

anaerobiosis

No se obtiene 
producción de                     

1,2-propanodiol

Obtención de                     
1,2-propanodiol 

(trazas)

Células en 
reposo en 

anaerobiosis

Obtención de                     
1,2-propanodiol 

(trazas)

1

2

3

4

Glicerol

Células en 
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anaerobiosis

No se obtiene 
producción de                     

1,2-propanodiol
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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 biotransformación de -etil acetoacetato de etilo (5) en 
presencia de glicerol (1) usando como control las condiciones de verificación descritas en el 
apartado 3.1.8. 

 

Figura 3.16: Distribución de productos en biotransformación de -etil acetoacetato de 
etilo (5) con biocatalizador E. coli BL21(DE3)yqhE(pWS4) en presencia/ausencia de 

glicerol (1). 

 
Los resultados obtenidos permiten confirmar que la presencia de glicerol (1)no bloquea la 
capacidad de biotransformación del -etil acetoacetato de etilo (5).Por consiguiente, la 
ausencia de producción de 1,2-propanodiol (2) debe asignarse a otra causa y no a la 
inactivación del sistema enzimático diseñado por parte del sustrato. 

 

Adicionalmente se puede afirmar que no se verifica cambioen el perfil de productos, aunque 
si se observan % de bioconversión levemente inferiores. En todos los casos la actividad 
predominante es la correspondiente a la producción de alcoholes con configuración 
anti(con independencia del agregado o no de glicerol (1) y del tiempo de ensayo). 
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3.3Discusión de resultados obtenidos con la ejecución 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 relación a 
lograr la funcionalidad de la vía metabólica diseñada e implantada en E. coli.  

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

En línea con lo anterior, la producción (marginal) de 1,2-propanodiol (2) cuando se recurre 
ametilglioxal (3)/glucosa (6)  como co-sustratos de reacción, resultaa priori- consistente el 
hecho de que el aporte de metilglioxal (3) a la vía podría estar actuando como restricción. 

La obtención de resultados desalentadores en los ensayos de biotransformacionescon la 
serie de biocatalizadores derivados deE. coliBL1(DE3) y E. coliBL1(DE3)yqhE, aún 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 Construcción de biocatalizadores de la Estrategia 2 

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

3.4.1 Transformación de E.coli(HPS1-mob-asd-pir116) con vector pBT20-bla-
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.372 En primer 
término se transforma la cepa E.coli(HPS1-mob-asd-pir116) con el plásmido pBT20-bla-
T7pol. 

La transformación se realiza por duplicado, utilizando a la cepa E.coli(HPS1-mob-asd-
pir116) como control negativo sometida al proceso de electroporación sin plásmido y como 
control positivo a la cepa E.coli(pBT20-bla-T7pol).  

En la selección de transformantes, se recurre adicionalmente a la presión positiva ejercida 
por antibiótico, a la auxotrofía frente al DAP (16) de la cepa E.coli(HPS1-mob-asd-pir116). 
El crecimiento verificado de las cepas transformadas y del control positivo en medio LB-DAP 
(16)-Gm confirma la presencia del plásmido (pBT20-bla T7pol) que codifica la resistencia a 
Gm. Por otra parte, la ausencia de crecimiento de todas las cepas a excepción del control 
positivo en medio LB, confirma la auxotrofía de las transformantes y del control negativo 
respecto al DAP (16), elemento al que se recurrirá para selección de conjugantes en la etapa 
siguiente. 

3.4.2  Conjugación de cepa E.coli(HPS1-mob-asd-pir116)(pBT20-bla-T7pol) con 
E. coli FMJ39 

 
La conjugación se realiza siguiendo la técnica descrita en el apartado 5.1.12. A partir de 
cultivos con DO600nm = 0,5 de E.coli(HPS1-mob-asd-pir116)(pBT20-bla-T7pol) obtenidos 
en la  etapa anterior en medio LB-DAP (16)-Gm y de E.coliFMJ39 en medio LB preparados 
por duplicado. 

La recuperación 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 auxotrofía a 
ese compuesto (donantes) no crecen, y en las que la presión del antibiótico 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 
característica de plásmido suicida (aportada por la secuencia R6Kori a pBT20-bla-T7pol) 
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adicionalmente garantiza que la resistencia a antibiótico demostrada por los conjugantes 
responde a la integración a nivel del cromosoma de la secuencia de la T7 ARN polimerasa. 

3.4.3 Verificación de la condición de doble mutante de la cepa obtenida de la 
conjugación 

 
A efectos de verificar que la cepa resultante de la conjugación E.coliFMJ39-T7pol-Gm-FRT 
mantiene inalterada la condición de doble mutante (ldh-pfl)-con afectación de las 
capacidades lactato deshidrogenasa y piruvato formiato liasa- es que se ensaya su capacidad 
de fermentarglucosa (6) en medio mínimo 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-bla-T7pol). Debe señalarse que en esta verificación la característica del 
control positivo implica ausencia de crecimiento y la del control negativo viabilidad en las 
condiciones ensayadas. 

 

Figura 3.17: Verificación de mantenimiento de condición 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 utilización en condiciones aerobias y parte para su uso anaerobio. Se inocula y 
se deja crecer aeróbicamente y del cultivo en crecimiento aerobio se extrae una alícuota 
para inocular el vial anaerobio dejando crecer en ambas condiciones. 

A partir delaverificación 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 condición de doble mutante lactato deshidrogenasa piruvato formiato liasa 
con posterioridad a incluir en su genoma la codificación completa del sistema de expresión 
T7. 

E. coli (pBT20-bla-T7pol E. coli FMJ39 E. coli FMJ39
-T7pol-Gm-FRT 
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3.4.4 Transformación 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  transformación con los plásmidos pWS3, pPP8 y pWS4 
(cuya construcción se ha descritoen el marco de la Estrategia 1) de cara a la obtención 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 verificación de que las construcciones logradas: 

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

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

iii) mantienen los perfiles de biotransformación descritos en bibliografía (los 
vectores de expresión con que se transformó a la cepa E.coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRTpresentan actividad en ese contexto). 

Verificación 1: Mantenimiento de la condición de doble mutante (ldh-pfl) 
 
Esta verificación se realiza mediante confirmación del mantenimiento de la incapacidad de 
fermentar glucosa (6)  aún con agregado de acetato (10)  según fuera descrito en 3.4.4. Los 
resultados obtenidos son consistentes con el mantenimiento de la condición de doble 
mutante. 
 

Verificación 2 y 3: Funcionamiento del sistema de expresión T7 polimerasa y 
mantenimiento del perfil de biotransformación original en este contexto 
 
Ambas verificaciones se realizan en forma simultánea contrastando los resultados obtenidos 
en ensayos de biotransformación de -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.coliJM105(pKTS3)y 
E.coliBL21(DE3)yqhE(pPP4) según se discutiera en 3.1.8. 

 
Figura 3.18: Biotransformación de -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 tendrán sobre el sustrato seleccionado y el alcohol que produzcan.  

 
3.4.6 Discusión de los resultados parciales obtenidos 

- Los resultados obtenidos permiten confirmar que las modificaciones genéticas 
introducidas en la cepa E.coliFMJ39 no han afectado las características principales 
que 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 biotransformación obtenidos confirman la 
existencia de actividad de las cepas construidas, acorde con la verificada en 
construcciones previas propias, o con el comportamiento descrito en bibliografía.  
 

- Lo anterior constituye en forma indirecta una forma de verificación de que los 
sistemas de expresión 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 construcción 
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 metabólica diseñada, en forma total, parcial, o si por el contrario 
las reacciones involucradas no son biocatalizadas por las construcciones diseñadas. 

3.5  Biotransformaciones en el marco de la Estrategia 2 

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

En los ensayos de biotransformación de glicerol (1) en condiciones de células en crecimiento 
tanto en  aerobiosis como en anaerobiosis, recurriendo a los medio de cultivos M9, medio 
símil M9 para biotransformación de glicerol (1)(suplementado con extracto de levadura), no 
se observa la producción 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 única fuente de Carbono.  

 

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

En la búsqueda de remover la dificultad de crecimiento de las cepas cuando se recurre a 
glicerol (1) exclusivamente se recurre a la utilización de glucosa (6)  como co-sustrato. Los 
ensayos de biotransformación 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 allí 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 
Ypr1p se observa formación marginal de 1,2-propanodiol (2) (inferior al límite de 
cuantificación establecido por el rango de linealidad de la curva de calibración construida 
para este producto en HPLC) a partir de tiempo de reacción 6 hs. Para los restantes 
biocatalizadores no se observa formación de este producto.  

En las biotransformaciones anaerobias se observa formación de producto en 
concentraciones inferiores al límite de cuantificación para todos los biocatalizadores 
construidos, no así para el ensayo desarrollado con la cepa control. Con la cepa que 
contiene el vector de expresión pWS4 se observa formación de producto a partir de las 2 
horas.  
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Figura 3.19: Esquema de biotransformaciones en secuencia aerobiosis - anaerobiosis. 

Si bien no es posible la conversión a g/L de producto, el área medida a tiempos 5 horas para 
la biotransformación 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 cálculos de relación de 
áreas).  

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

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

 

Finalmente, la medida a las 72 hs de DO600nm, utilizada en este caso como una medida 
indirecta del crecimiento celular (pese a las limitaciones conocidas que el método presenta) 

Medio símil M9
Glucosa/Glicerol

Antibiótico

12 hs - 37°C 
150 rpm

Inóculo 1:100

Glucosa/Glicerol
Antibiótico

DO600nm= 0,5

IPTG
16 hs / 37°C 

Medio símil M9
Glucosa/Glicerol 
Antibiótico/IPTG   

37°C 

Colonia aislada 

Inóculo
1:100

Condición de ensayo
Entrada Aerobiosis 2 6 24 72 OD600 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 FMJ39-T7pol -Gm-FRT No No No No 0,040
6 E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT (pWS3) No Si (< LC) Si (< LC) Si (< LC) 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:  Límite de cuantificación  (cota inferior del rango lineal de la curva de calibración de 1,2-propanodiol).

Producción de 1,2-propanodiol 
Tiempo en horas
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permite observar diferencias entre las cepas transformadas y el control en forma 
consistente con el papel asignado a la vía metabólica. 

 
Figura 3.20: Producción 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 vía metabólica, pero muy modestos 
en materia de acumulación del producto objetivo, es que se resuelve avanzar en la 
búsqueda 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 producción de 1,2-propanodiol (2) (variantes en la composición 
del medio de cultivo, formas de asegurar condición anaerobia, etc.). En ningún 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 características 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, optándose por el uso de buffer MOPS (15).  
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E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)

Biotransformación  anaerobia de glicerol/glucosa con biocatalizadores derivados de 
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT a tiempos iniciales (Área  relativa en HPLC respecto a    ) 

5 horas 2 horas

*

*

_
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Al igual que en casos anteriores, se utilizan biotransformaciones de -etil acetoacetato de 
etilo (5) para confirmar la funcionalidad de ambas enzimas con resultados satisfactorios. 

Biotransformación preliminar de glicerol (1) 

En la gráfica siguiente se resumen los principales resultados obtenidos en las 
biotransformaciones de glicerol (1) (período 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 señalado anteriormente, con el único fin de comparar niveles de producción a 
partir de cada biocatalizador es que se recurre al área obtenida en el cromatograma 
utilizando en este caso al  buffer MOPS (15) como estándar interno. 

Se debe alterar las condiciones de registro del cromatograma, ajustando a la baja el límite 
de integración en dos órdenes de magnitud. 

Quizá el hecho más llamativo que surge del análisis de los resultados lo constituye el 
hallazgo de que se observa producción -aunque marginal- de 1,2-propanodiol (2) cuando el 
biocatalizador utilizado es la cepa control, consistente con los reportes más recientes 
referidos en el capítulo antecedentes. 

 

 

Figura 3.21: Productos de biotransformación 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 
producción delproducto objetivo. El resultado más interesante lo constituye el obtenido con 
E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pPP8), en el que se observa la mayor producción de 1,2-
propanodiol (2), la mínima producción de los restantes metabolitos. Adicionalmente con 
esta cepa se observa la producción de etanol (12)  en concentración apreciable. (En la Figura 
3.21 a efectos de poder apreciar los restantes metabolitos se representa la relación de áreas 
sobre 10 en el eje principal).  

Finalmente, se debe señalar que se observa la presencia de los metabolitos intermediarios 
de la vía metabólica implantada (metilglioxal (3) y lactaldehído (4)). 

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

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

 
Figura 3.22: Productos de biotransformación anaerobia de glicerol (1)/glucosa (6), régimen 

de células en reposo con biocatalizadores derivados de E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT. 

La introducción de glucosa (6)  como sustrato de biotransformación introduce cambios en el 
perfil de productos de biotransformación.  
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Sorprendentemente se observa, en estas condiciones la aparición de formiato como 
producto de reacción, producto no esperado considerando el genotipo de la cepa base de la 
construcción de los biocatalizadores.  

Este hecho ha conducido a indagar acerca de las causas de la aparición de este producto, 
estando descrito que el gen tdcE que codifica para una -cetobutirato formiato-liasa 
presenta, durante crecimiento anaerobio a partir de glucosa (6)  al 10 %, actividad piruvato 
formiato-liasa. El gen tdcE comparte el mismo operón con el gen tdcD que codifica para 
actividad acetato kinasa, típicamente producida durante la degradación de la treonina.377,378 

Adicionalmente debe señalarse que si bien se ha descrito que la enzima TdcE acepta como 
sustrato al piruvato (17)  con igual eficiencia que al -cetobutirato (18) , la sobreexpresión 
de TdcE a niveles similares a los encontrados para Pfl en cepas aisladas de ambiente, no 
logra restaurar el crecimiento anaeróbico de mutantes pfl.379  Hecho consistente con la 
verificación 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 síntesis de etanol (12)  por parte de E. coli FMJ39-
T7pol-Gm-FRT(pPP8) probablemente vinculada a actividad de Gre2p sobre acetato (10)  o 
acetaldehído (28). Otra diferencia, que podría señalarse es la reducción cualitativa en el 
nivel de metilglioxal (3) en las cepas transformadas frente al control. Lo anterior resultaría 
consistente con un buen desempeño del sistema de detoxificación implantado, y de la ruta 
propuesta. 

Por otra parte, el desempeño 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 Ypr1p la que mayor concentración de 1,2-propanodiol (2) 
permite alcanzar. En cualquier caso, se reitera el resultado obtenido respecto a que todos 
los transformantes producen más diol que la cepa control, que en este caso se ubica por 
debajo del límite de integración (aunque cualitativamente se observa la existencia de señal). 

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

Biotransformación preliminar de metilglioxal (3) 

Siguiendo lo establecido en el capítulo estrategia se enfrenta a los biocatalizadores al 
intermediario clave de la vía metabólica diseñada, 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 formación de producto objetivo en todas las reacciones desarrolladas con las 
cepas transformadas, no registrándose formación con la cepa control (en los que se obtiene 
concentración por debajo del valor umbral de integración en los cromatogramas en HPLC). 
La mayor producción del diol corresponde a la cepa que expresa simultáneamente ambas 
enzimas. 

Se verifica, en todos los ensayos la formación de ácido láctico (11) atribuible en principio a la 
existencia de vías alternativas de detoxificación del metilglioxal (3), siendo la más descrita el 
denominado by-pass del (R)-S-lactoilglutatión.335,380 

El ácido láctico (11)  se acumula en mayor proporción en la biotransformación realizada con 
la cepa control y presenta una tendencia inversa a la verificada para la formación de 1,2-
propanodiol (2) con los biocatalizadores construidos. Este hecho resulta simultáneamente 
consistente con el rol de regeneración de equivalentes de reducción asignado a la vía 
metabólica introducida (en las cepas transformadas) y a la necesidad de detoxificación que 
la cepa control presenta enfrentada a este compuesto altamente tóxico.   

 

 

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

FRT. 

Si bien la concentración de 1,2-propanodiol (2) obtenida es notoriamente mayor a las 
verificadas anteriormente, aún permanece por debajo del rango de linealidad establecido 
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por la curva de calibración, razón por lo cual la estimación de la concentración de producto 
se realiza a través del método de adiciones estándar, co-inyectando con pequeños 
volúmenes de estándar comercial. 

A efectos del cálculo 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 integración.Por 
este método se obtiene, en primer lugar, la confirmación de que el producto obtenido 
presenta un comportamiento consistente con el 1,2-propanodiol (2) (a cuenta de futuras 
acciones para la confirmación de identidad del producto según se describe en 3.6). 
Simultáneamente se obtiene una aproximación a la concentración alcanzada en la 
biotransformación con el biocatalizador que contiene el vector pWS4, la que se estima en 
los 0,09 g/L. 

 

 
Figura 3.24: Co-inyección de muestra de biotransformación con estándares de 

concentración conocida – Estimación de la concentración de 1,2-propanodiol (2) en 
muestra problema.  
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3.5.4  Ajustes en condiciones de biotransformación anaerobia en régimen de 
células en reposo 

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

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

 

 
Figura 3.25: Biotransformación de glicerol (1)/glucosa (6) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-

FRT(pWS4) Producción de 1,2-propanodiol (2) vs diferentes relaciones buffer (15): 
biomasa.1 

Los resultados obtenidos permiten concluir que la composición que presenta mejor 
desempeño es (% buffer MOPS (15):% Biomasa) igual a 60:30. No resulta sorprendente que 
la producción de 1,2-propanodiol (2) presenta un máximo a niveles que “equilibran” la 
proporción de buffer y biomasa. Valores menores de biomasapodrían significardilución del 

                                                             
1 Valores de concentraciones y errores estimados para composiciones (80:10), (30:60) y (20:70) 
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sistema enzimático con la consecuente reducción en el rendimiento de reacción.Por otra 
parte, niveles superiores de biomasa en detrimento del volumen de buffer, podrían 
generaro bien reducción de la capacidad de amortiguamiento del medio de reacción, que en 
consecuencia al avanzar la biotransformación no se mantenga el nivel de pH y se afecte la 
actividad del sistema enzimático (con efectos similares a los descritos en 
biotransformaciones en suero fisiológico) y/ó un mayor reparto de los metabolitos entre el 
medio y la célula disminuyendo la concentración observada del producto. 

La composición (% buffer MOPS (15): % Biomasa: % solución sustrato)= 60:30:10 se adopta 
salvo que se explicite lo contrario para la realización de los siguientes ensayos, hasta que el 
desarrollode una optimización multivariable de producción de 1,2-propanodiol (2) permita 
encontrar condiciones diferentes que maximicen la producción. 

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

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 desempeño de las mismas cuando se las 
enfrenta a los sustratos de interés. 

Simultáneamente, generan inquietud respecto a conocer el origen de la o las restricciones 
que impiden alcanzar concentraciones mayores en las reacciones de biotransformación.  

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

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

3.5.5.1  Biotransformación 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 
solución de metilglioxal (3) 4 mM.  Se realizan muestreos a las 24 hs, 36 hs, 48 hs (previo a la 
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adición de un segundo aporte de sustrato en las mismas condiciones que el inicial) y  a las 
96 hs de reacción. 

Los resultados de la producción 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. 

 

Figura 3.26: Biotransformación de metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). 
Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Concentración de 1,2-propanodiol (2) (g/L) 

vs concentración aportada de metilglioxal (3) (mM) en función del tiempo. 

El análisis de los resultados permite visualizar que la producción de 1,2-propanodiol (2) se ve 
favorecida por la expresión conjunta de las enzimas Gre2p-Ypr1p. Cuando se compara el 
nivel de producción obtenido de 1,2-propanodiol (2) en cualquiera de las condiciones 
ensayadas se observan niveles de producción que varían -según 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 comparación de la producción de 1,2-propanodiol (2) se realiza para el mismo 
nivel de sustrato inicial (4 mM) el desempeño del biocatalizador diseñado resulta -según el 
tiempo de muestreo- entre 3 y más 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 
producción que aproximadamente cuadriplica el medido para la cepa control.  
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Lo anterior permitiría concluir que, en las condiciones ensayadas se verifica 
las enzimas involucradas Gre2p e Ypr1p, lo que en principio resulta consistente con el hecho 
de que la vía metabólica insertada es funcional.

Por otra parte se observa que, en las condiciones ensayadas en 
concentración de 1,2-propanodiol (

Figura 3.27: Superficie de respuesta
(hs) y concentración inicial de 

Finalmente, en cinco de las siete condiciones ensayadas la mayor concentración de 
producto se obtiene, a tiempo de reacción 36 h
muestreo a 96 horas por presentar dos pulsos).

Integrando los resultados obtenidos para ambas variables 
tiempo de reacción) sepuede construir la
representa la concentración en g/L de 
dependiente de dos variables que se han ajustado en forma independiente, el tiempo de 
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Lo anterior permitiría concluir que, en las condiciones ensayadas se verifica la expresión de 
las enzimas involucradas Gre2p e Ypr1p, lo que en principio resulta consistente con el hecho 
de que la vía metabólica insertada es funcional. 

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

Figura 3.27: Superficie de respuesta. Concentración de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo 
(hs) y concentración inicial de metilglioxal (3) (mM) adición en pulso. 

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

Integrando los resultados obtenidos para ambas variables (concentración de sustrato y 
sepuede construir la gráfica incluida en la Figura 3.27. E

concentración 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 

y la concentración inicial de metilglioxal (3) en el o los pulsos de sustrato

La superficie obtenida presenta un máximo absoluto de 0,65 g/L de 1,2-propanodiol (
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biotransformación:concentración de metilglioxal (3) de 16 mM y tiempo de ensayo de 36 
horas.  

En la figura 3.28 se muestra la reacción que tiene lugar. Considerando la estequiometría de 
la misma es posible calcular para cada combinación tiempo y concentración el rendimiento 
molar (mt). 

 

 Figura 3.28: Estequiometría biotransformación de metilglioxal (3) a 1,2-
propanodiol. 

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

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

 A tiempo de reacción de 24 horas se observan los valores menores de rendimiento molar, 
siendo éste el tiempo en que la tendencia, adicionalmente, resulta más irregular. Por otra 
parte, a tiempo 36 horas (en concordancia con la mayor producción de 1,2-propanodiol (2)) 
se verifican los valores mayores de rendimientos molares ubicándose el máximo absoluto 
para la combinación de variables: concentración inicial de metilglioxal (3) de 0,5 mM a 
tiempo de reacción de 36 horas. 

Por su parte, cuando se consideran los resultados obtenidos para rendimiento molar a las 96 
horas de biotransformación, (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 caída 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 concentración de metilglioxal (3) menores. Para la 
concentración más baja adicionada se supera en el cálculo demt 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) . 

 

 

Figura 3.29:Rendimiento molar en biotransformación de metilglioxal (3) (pulso inicial). 

 

 
Figura 3.30: Rendimiento molar en biotransformación de metilglioxal (3) (segundo pulso). 
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Evolución de glucosa (6)  a lo largo de la biotransformación 

En la Figura 3.31 se representa la evolución de la concentración de glucosa (6)  a lo largo de 
estas biotransformaciones.A tiempo 36 horas en la mayoría de las condiciones ensayadas 
que se consideran, la glucosa (6)  se consume prácticamente en forma total. 

 
Figura 3.31: Concentración de Glucosa (6)  (g/L) en biotransformaciones de metilglioxal 

(3)/ glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en reposo evaluación en función del 
tiempo (hs) y concentración 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  concentración de glucosa (6)  para la concentración de metilglioxal (3) 16,0 mM, 
(condición en la que se logra el máximo absoluto de concentración de 1,2-propanodiol (2) a 
tiempo 36 hs).  

En otro orden, a partir de tiempo de reacción de 36 hs la concentración de glucosa (6)  se 
reduce a niveles muy próximos a cero. Combinando esta observación, con la realizada al 
analizar la evolución de la  concentración de 1,2-propanodiol (2) en función del tiempo y de 
la concentración inicial de sustrato, resulta razonable considerar la mayor conversión de 
metilglioxal (3) a 1,2-propanodiol (2) se produciría en presencia de glucosa (6), hecho que 
resultaría consistente con la reducción de producción 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 utilización de la glucosa (6) en la 
regeneración de equivalentes de reducción producidos en las reacciones involucradas -entre 
otras-, aquellas pertenecientes a la vía metabólica aportada por el plásmido pWS4 al 
biocatalizador utilizado en estas reacciones de biotransformación. Simultáneamente deja 
abierta la interrogante acerca del papel que la glucosa (6) está jugando en la reacción, 
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pudiendo interpretarse su rol en la regeneración de cofactores o directamente como 
sustrato en la producción de 1,2-propanodiol (2). 

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

Por otra parte, se evalúa la producción de 1,2-propanodiol (2) en la biotransformación de 
glucosa (6)  exclusivamente (Ver Figura 3.32). 

 
Figura 3.32: Concentración de 1,2-propanodiol (2) (g/L) en función del tiempo. Régimen de 

células en reposo en anaerobiosis. Biotransformación de glucosa (6).  
 

En esta biotransformación se observan importantes diferencias en los resultados obtenidos 
cuando se utiliza la cepa control y la cepa transformada.En el primer caso prácticamente no 
se obtiene producto a ningún tiempo de reacción, por su parte, con el biocatalizador que 
expresa la ruta Gre2p-Ypr1p la obtención 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 acumulación del producto objetivo se incrementa 
hasta tiempos próximos 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 serían consistentes con el rol asignado con anterioridad 
a la glucosa (6)  como aportante de cofactores reducidos a través de la glicólisis, 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 permitirían afirmar que la glucosa (6)  por si sola no 
es capaz de explicar la totalidad del 1,2-propanodiol (2) obtenido. Esta afirmación estaría 
respaldada por la información contenida en las Figuras 3.26 y Figura 3.31, donde es posible 
observar la respuesta del sistema a la adición de un nuevo pulso de metilglioxal (3) a las 48 
horas y verificación a las 96 horas un incremento en la acumulación del diol (período en que 
no existe glucosa (6) en el medio).Este incremento estaría asociado a un aporte de NADH 
realizado probablemente a partir de la oxidación de glicerol (1). 

En la misma dirección, los resultados alcanzados en el ensayo de biotransformación de 
glucosa (6) como único sustrato permiten observar que, aún en presencia remanente del 
azúcar la producción del diol se detiene.  

El metilglioxal (3) sería el sustrato predominante en esta reacción, y que tanto el glicerol (1)  
como la glucosa (6)  aportarían como sustratos para la producción de 1,2-propanodiol (2) en 
menor medida.  

Evolución de Glicerol (1) 

En el caso de la evolución de la concentración de Glicerol (1), no es posible realizar su 
seguimiento por HPLC en las condiciones regulares de ensayo (fase móvil H2SO4 0,005 N), 
considerando que a lo largo de la biotransformación, se acumula ácido láctico (11), producto 
que no logra resolverse variando temperatura y presión en las distintas cromatografías 
ensayadas.La sustitución de la fase móvil por ácido fórmico (13)  permite la cuantificación de 
este compuesto. No obstante lo anterior, la medida del glicerol (1)  consumido (obtenido 
por diferencia de la concentración inicial y condición final) resulta menor a lo sumo del 
orden del error de dicha determinación, por lo que no reúne las condiciones para uso en el 
reporte de resultados ni en los cálculos de indicadores. 

Evolución de lactaldehído (4) 
En la gráfica siguiente se muestran los resultados obtenidos para concentración relativa de 
lactaldehído (4) en función del tiempo para las distintas condiciones de ensayo en las que se 
realizó el agregado en forma de pulso inicial de metilglioxal (3). 

Respecto a este intermediario de reacción corresponde señalar que, al no disponerse de 
estándar comercial se desarrolló la síntesis quimio-enzimática (recurriendo a S. cerevisiae o 
Daucus carota) y química del producto, lográndose 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 permitió su cuantificación. Este hecho conduce 
a que la evolución de la concentración de lactaldehído (4)sea expresada solamente en forma 
relativa (como área 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 reacción, la concentración de 
este producto en el medio tiende a estabilizarse independientemente de la concentración 
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). 

 

Figura 3.33: Concentración de lactaldehído (4) (Área HPLC) en biotransformaciones de 
metilglioxal (3)/glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en reposo evaluación en 

función del tiempo y concentración inicial de metilglioxal (3). 
 

Cabe destacar que la única excepción encontrada a la tendencia descrita corresponde a las 
condiciones de biotransformación donde se verifica el máximo de producción de 1,2-
propanodiol (2) (Concentración de metilglioxal (3): 16 mM, Tiempo: 36 hs), en la que se 
observa disminución del referido intermediario a tiempo de reacción 36 horas. Lo anterior 
estaría reafirmando el rol del lactaldehído (4) como intermediario hacia la producción de 
1,2-propanodiol (2). 

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

Lo anteriormente descrito resulta consistente con el rol del lactaldehído (4) como 
intermediario hacia la producción 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 identificación del lactaldehído (4) 
como intermediario de reacción contra estándar verificado por RMN.(Información incluida 
en Anexo II). 

Figura 3.34: Concentración de lactaldehído (4) (Área HPLC) y 1,2-propanodiol (2) (g/L) en 
biotransformación de metilglioxal (3)/glucosa (6)/glicerol (1). Régimen de células en 

reposo evaluación en función de concentración 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 producción de 
lactaldehído (4) por parte del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT sin transformar 
(utilizado como control negativo). Este comportamiento podría tener relación con el 
establecimiento de equilibrios en los que participan el metilglioxal (3), el ácido láctico (11)  y 
el lactaldehído (4). 

Los resultados anteriores mostrarían diferencias entre los dos pasos de biocatálisis 
involucrados en la biotransformación. Si bien ambos pasos resultan necesariosel paso 
catalizado por de Ypr1p resultaría ser el determinante, atendiendo al hecho de que en las 
condiciones con menores niveles de producción de 1,2-propanodiol (2) se verifica mayor 
nivel de acumulación de lactaldehído (4), intermediario de la reacción.  

Cuantificación de ácido láctico (11) 
 
El producto acumulado a lo largo dela reacción de biotransformación a tiempo intermedio 
entre lactaldehído (4) y glicerol (1) ha sido caracterizado a través de: coinyección en HPLC y 
Espectroscopía de Masas por Inyección Directa (MS-ID), sobre eluido obtenido a partir de 
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HPLC semi-preparativo previamente liofilizada. Este producto ha sido identificado como 
ácido láctico (11). 
 

 
Figura 3.35: Concentración de ácido láctico (11)  (g/L) en biotransformaciones de 

metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1) /glucosa (6)  en función de concentración de 
metilglioxal (3). Régimen de células en reposo en anaerobiosis- evaluación a 96 horas. 

Este producto de reacción en los cromatogramas obtenidos en HPLC en las condiciones 
estándar de seguimiento se observa inicialmente como hombro asociado al pico del glicerol 
(1). Se intentan-sin éxito- diversas variantes de resolución de estos picos, lográndose el 
objetivo al utilizar como fase móvil CH2O2 en concentración 25 mM, manteniendo el resto 
de las condiciones de ensayo cromatográfico. Al reiterar los ensayos en las nuevas 
condiciones cromatográficas, se llega a los resultados que pueden observarse en la Figura 
3.35.  

La producción de ácido láctico (11)puede resultar inicialmente sorpresiva, considerando que 
la selección 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 
producción de ácido láctico (11)  a partir de piruvato (17), aportaría condiciones favorables 
para la obtención del producto objetivo, al aportar una vía alternativa a la regeneración de 
equivalentes de reducción obtenidos en etapas previas de la vía metabólica.  No obstante lo 
anterior, al considerar las vías metabólicas presentes en E.coli es posible identificar rutas 
alternativas que conducirían a la aparición de este producto tanto a partir de la dismutación 
del lactaldehído (4) obtenido como intermediario de reacción así como a partir de 
metilglioxal (3) recorriendo el denominado by-pass del (R)-S-lactoilglutatión.335 
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El ácido láctico (11)  podría eventualmente convertirse en un camino para el agregado de 
valor inicialmente no previsto pero alineado con el objetivo del trabajo (basado en la  
incorporación de centros quirales como forma devalorización).  

 

 

Figura 3.36: Estereoisomería del ácido láctico (11)  (% Área ) obtenido en 
biotransformaciones de metilglioxal (3) en presencia de glucosa (6)/glicerol (1). 

Derivatizado a metilésteres. 

La determinación de la estereoisomería del ácido láctico (11) obtenido en las 
biotransformaciones se intenta -sin éxito- a través de HPLC Quiral. La resolución de 
enantiómeros del ácido láctico (11)  es alcanzada mediante Cromatografía Gaseosa quiral 
con Columna Mega-Dex Dac ensayando el  producto de derivatización (metilésteres). 

Los resultados, que se resumen en la Figura 3.36, que son consistentes con lo descrito en la 
bibliografía, permitenconfirmar que el producto obtenido carece de interés para la 
estrategia de valorización definida por no tratarse de un producto ópticamente puro (e.e.≈ 
20 %).380 

Cuantificación de ácido fórmico (13)  y etanol (12) 

La realización de ensayos orientados a determinar la identidad del producto finalmente 
confirmado como ácido láctico (11) permite en forma casual la obtención de indicios para la 
asignación del producto ácido fórmico (13) (inicialmente no buscado). Es así que, al reiterar 
el análisis de las muestras previamente ensayadas en fase móvil H2SO4 en fase móvil CH2O2 

se observa un perfil de cromatograma idéntico, salvo por la resolución de los picos glicerol 
(1) -ácido láctico (11) y por la desaparición 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 móvil) lleva a incluir al ácido fórmico (13)  como posible producto. 
La confirmación de identidad de este producto se realiza finalmente co-inyectando estándar 
comercial con muestra de biotransformación en fase móvil H2SO4. 

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

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

Balance de Carbono y de Equivalentes de Reducción en ensayo adición de pulso 

Para las condiciones ensayadas se procede a realizar un balance de Carbono y balance de 
equivalentes de reducciónsiguiendo el Método del H disponible.381(Ver en Figura 3.37 un 
ejemplo a título demostrativo). 

Asumiendo -aún en conocimiento de que se trata de una simplificación de una realidad más 
compleja- que los únicos 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 reducción. 

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

 

BALANCE DE CARBONO
Sustrato Concentración (g/L) Voúmen (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 concentración 32 mM Total reactivos 3,6
Producto Concentración (g/L) Voúmen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C

Ácido Láctico 8,84 1,00E-02 8,84E-02 90,08 9,81E-04 0,98 2,9
Ácido Acético 0,65 1,00E-02 6,50E-03 60,05 1,08E-04 0,11 0,2

Lactaldehído (*) 0,33 1,00E-02 3,30E-03 74,08 4,45E-05 0,04 0,1
Ácido Fórmico 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 REDUCCIÓN
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
Ácido Láctico 0,98 12 11,8
Ácido Acético 0,11 8 0,9

Lactaldehído (*) 0,04 14 0,6
Ácido Fórmico 0,31 2 0,6

1,2-Propanodiol 0,07 16 1,1
Etanol 0,16 12 2,0

Total productos 17,0
Diferencia (%) 14
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(*) Estimado por no contar con  estándar que permita su cuantificación. 

Figura 3.38: Concentración relativa de productos (g/L) en biotransformaciones de 
metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). Células en reposo en anaerobiosis 
en función de la concentración inicial de metilglioxal (3) aportada en modalidad de pulso. 

3.5.5.2 Biotransformación 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 evalúa la producción de 1,2-propanodiol (2) por parte del biocatalizador frente a la 
adición reiterada de pequeños 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)  y 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 reacción.  

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 3.39. De su análisis surge que,en general 
se logran mayores niveles de acumulación del producto objetivo en las muestras 
correspondientes a tiempos más prolongados de avance de reacción (con mayor aporte de 
sustrato). 
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Por otra parte se observa que una mayor concentración de sustrato agregadoconlleva un 
mayor nivel de acumulación de 1,2-propanodiol (2) sin lograr maximizar la función 
producción (las concentraciones de producto son siempre crecientes lo que abre la 
posibilidad de que ante nuevos agregados pudiera incluso obtenerse mayor acumulación de 
producto).  

 
Figura 3.39: Concentración de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo de reacción evaluada 

para distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivadas en forma fraccionada. 
Células en reposo en biotransformación de metilglioxal (3) en presencia de glucosa 

(6)/glicerol (1).  

En forma análoga a lo planteado para  la adición de metilglioxal (3) en pulso se representa la 
superficie de respuesta en función de las variables concentración de metilglioxal (3) en 
adición y el tiempo de reacción. (Ver Figura 3.40)  
Paralelamente se calcula el rendimiento molar para cada una de las condiciones tiempo y 
concentración a partir de la siguiente ecuación: 
 

mt=
ଵଷଵସ,ଶଷ ∗ େ(୥/୐) ଵ,ଶି୔୰୭୮ୟ୬୭ୢ୧୭୪,୲

∑ (౤
భ ୫୑ ୑ୣ୲୧୪୥୪୧୭୶ୟ୪,୭) 

 

Donde n es el número de la adición sucesiva de metilglioxal (3) al vial del ensayo (resto de la 
ecuación idéntico a la descripción realizada para adición de sustrato por pulso).  
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Figura 3.40: Superficie de respuesta. Concentración de 1,2-propanodiol (2) (g/L) vs tiempo 

(hs) y concentración de metilglioxal (3) en agregados (mM) adiciones sucesivas.  

 
Figura 3.41: Biotransformación de metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6). 

Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Rendimientos molares en función de 
concentración de metilglioxal (3) en adiciones (mM) y tiempo (hs). 

 
La observación de estas gráficas permite, por un lado concluir que el mayor rendimiento 
molar en la producción de 1,2-propanodiol (2), se verifica a concentraciones de adición de 

0,5 nM

2,0 nM

4,0 nM

8,0 nM

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,70

t= 24 hs
t= 36 hs

t= 48 hs

t= 72 hs

t= 96 hs

Concentración 
de metilglioxal 

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
de

 1
,2

-p
ro

pa
no

di
ol

 (
g/

L)

Tiempo de reacción

Producción de 1,2-propanodiol (g/L) - biotransfrormación de metilglioxal en presencia de 
glicerol/glucosa- adiciones sucesivas. 

Superficie de respuesta en función de concentración de sustrato (mM) y tiempo de reacción (hs)

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

0

20

40

60

80

100

120

140

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

mt

Rendimiento molar de biotransformación (%) vs Concentración de Metilglioxal 
(nM * N° de adiciones) en función del tiempo 

Paso de 0,5 mM Paso de 2,0 mM Paso de 4,0 mM Paso de 8,0 mM



 
 

125 
 

metilglioxal (3) menores y tiempos cortos. El máximo valor obtenido para 24 horas y 
concentración de la adición 0,5 mM, resulta en 122 %. Nuevamente la obtención de un 
rendimiento molar superior al 100 % resultaría consistente con la utilización de metilglioxal 
(3) de origen metabólico para su biotransformación. 

Evolución de glucosa (6) a lo largo de la biotransformación 
 
El análisis de la evolución a lo largo de estas biotransformaciones de la concentración de 
glucosa (6), permite observar la siguiente tendencia: 

 
 

Figura 3.42 Concentración de glucosa (6)  (g/L) vs tiempo de reacción evaluada para 
distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivadas. Biotransformación 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 mayoría de las condiciones ensayadas la concentración 
de glucosa (6) presente en el medio es marginal. Un comportamiento atípico se observa 
para el caso de paso de adición 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 adición inicial). 
 
Combinando el resultado anterior con los obtenidos para productos de biotransformación, 
se observa que, a concentraciones bajas (0,5 mM, 2,0 mM y 4,0 mM) la concentración 
obtenida a 36 horas difiere escasamente de la lograda a tiempos superiores, mientras que 
en el ensayo con concentración 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 adición en pulso 
respecto a la existencia de cierto correlato entre la presencia de glucosa (6) y el avance de la 
reacción de biotransformación. 

Evolución de lactaldehído (4) 

Al analizarla presencia de lactaldehído (4) en ensayos en los que la adición 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. 

 

Figura 3.43: Concentración de lactaldehído (4) (Área HPLC) vs tiempo de reacción evaluada 
para distintas concentraciones de metilglioxal (3) (mM) aditivada. Biotransformación 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 lactaldehído (4)pasadas las 36 
horas, así como la existencia de una tendencia por la que niveles mayores de concentración 
de metilglioxal (3) adicionado como sustrato (4 mM y 8 mM) se corresponden con niveles de 
lactaldehído (4) menores y a niveles de producto objetivo mayores concordantemente con 
lo descrito para la adición en pulso de metilglioxal (3) (Figura 3.44). 
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Figura 3.44: Biotransformación de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6). Régimen de 
células en reposo. Concentración de lactaldehído (4) (Área HPLC) y 1,2-propanodiol (2) 

(g/L) a 96 hs. Evaluaciónadistintas concentraciones de metilglioxal (3)aditivadasenforma 
fraccionada.  

Como puede observarse en el conjunto de gráficos siguiente el nivel de metilglioxal (3), se 
mantiene relativamente estable y en bajo nivel a partir de las 24 horas de 
biotransformación. El hecho de que éste sería el producto que actuaría como repositorio del 
lactaldehído (4) biotransformado, las tendencias observadas resultarían consistentes con el 
hecho de que un mayor nivel de producción de 1,2-propanodiol (2) se logra a expensas del 
lactaldehído (4) presente en el medio. 

Cuantificación de ácido láctico (11) 

En términos generales se observa para niveles similares de metilglioxal (3) adicionado 
menor formación de ácido láctico (11)  (del orden del 50 %), cuando se compara con la 
adición 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 adición de metilglioxal (3). Un hecho interesante se encuentra al 
evaluar la estereoquímica del producto con menor adición de metilglioxal (3) que presenta 
un e.e. de 60% aproximadamente. No obstante el pequeño volumen obtenido lleva a que 
resulte el conjunto producción y estereoquímica igualmente falto de atractivo. 
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Figura 3.45: Concentración de ácido láctico (11)  (g/L) en biotransformaciones de 

metilglioxal (3) en presencia de glicerol (1) /glucosa (6)  en función de metilglioxal (3) 
adicionado. Régimen de células en reposo en anaerobiosis. Evaluación a 96 horas (5 

agregados). 

Cuantificación de ácido fórmico (13)  y etanol (12) 

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

Finalmente se presentan los resultados agrupados a tiempo final (96 hs) y el balance de 
Carbono y de equivalentes de reducción (Figuras 3.46 y 3.47). 
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(*) Estimado por no contar con  estándar que permita su cuantificación. 

Figura 3.46: Concentración relativa de productos (g/L) en biotransformaciones de 
metilglioxal (3) (adiciones sucesivas) en presencia de glicerol (1)/glucosa (6) a 96 hs. 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0

2

4

6

8

10

12

5 X 0,5 mM 5 X 2 mM 5 x 4 mM 5 x 8 mM

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
de

 1
,2

-p
ro

pa
no

di
ol

 (
g/

L)

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
de

 p
ro

du
ct

os
 d

e 
re

ac
ci

ón
 (

g/
L)

5 adiciones x Concentración de metilglioxal adicionado mM

Biotransformación de metilglioxal (adiciones sucesivas) en presencia 
de glicerol/glucosa con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) T=96 hs

Etanol

Acetato

Lactaldehído*

Fórmico

Láctico

1,2-Propanodiol



 
 

130 
 

Figura 3.47: Balance de Carbono y Balance de equivalentes de reducción. Biotransformación de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6) en 
anaerobiosis, células en reposo, adición fraccionada de metilglioxal (3). 

 

METABOLISMO - BALANCE DE REACCIONES 

wsiv155D96 BALANCE DE CARBONO
Consumido Concentración (g/L) Voúmen (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 Concentración (g/L) Voúmen (L) masa (g) PM moles (g/PM) n° mMoles mMoles C
Ácido Láctico 5,46 1,00E-02 5,46E-02 90,08 6,06E-04 0,61 1,8
Ácido Acético 3,12 1,00E-02 3,12E-02 60,05 5,20E-04 0,52 1,0
Lactaldehído* 0,18 1,00E-02 1,80E-03 74,08 2,43E-05 0,02 0,1
Ácido Fórmico 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 solución stock de concentración 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
Ácido Láctico 0,61 12 7,3
Ácido Acético 0,52 8 4,2
Lactaldehído* 0,02 14 0,3
Ácido Fórmico 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   Comparación de resultados obtenidos en las diferentes modalidades de 
adición de sustrato 

 
Para facilitar la comparación de resultados obtenidos por uno u otro método de adición de 
sustrato se agrupan los ensayos que presentan una misma concentración del material de 
partida, por ejemplo: una reacción en la que se cargó “un pulso” de metilglioxal (3) que 
permite alcanzar una concentración en el medio de reacción de 4 mM, será considerada 
equivalente a una reacción en la que se haya adicionado ese nivel de sustrato a partir de 2 
agregados de concentración 2 mM, la que se identifica como 2 x 2 mM. Esta comparación se 
realiza con independencia del tiempo de muestreo por lo que se selecciona en cada pulso el 
valor de mayor producción de 1,2-propanodiol (2). 

La comparación de los resultados obtenidos puede hacerse utilizando diferentes criterios 
entre los que se pueden mencionar: maximizar la concentración obtenida de producto 
objetivo, maximizar el rendimiento verificado en la reacción, minimizar el tiempo de 
reacción, la concentración de productos de reacción no deseados o combinaciones de ellos. 

Desde el punto de la concentración máxima de producto obtenido se puede afirmar que no 
se observan grandes diferencias entre uno y otro método, ubicándose la concentración de 
1,2-propanodiol (2)en el entorno de los 0,7 g/L.  

Complementando este análisis con el criterio rendimiento molar y tiempo de reacción 
puede comentarse que el mejor desempeño en las condiciones ensayadas se obtiene con 
el agregado realizado en forma de pulso con una concentración de metilglioxal (3) de 16 
mM, la que, a tiempo de biotransformación de 36 horas permite alcanzar una 
acumulación 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 podrían afrontarse en etapas de purificación 
ulteriores puede verse como más favorable el resultado obtenido en adición fraccionada de 
metilglioxal (3) que como característica general presenta un menor nivel acumulación de 
subproductos. 

Un aspecto adicional a considerar lo constituye la posibilidad de continuar acumulando diol 
en la modalidad adición fraccionada, mediante nuevos agregados de metilglioxal (3) 
atendiendo a lo oportunamente observado respecto a la ausencia de máximo en la 
superficie de respuesta calculada.  

Cuando se realiza reposición de glucosa (6) en las biotransformaciones la acumulación del 
producto 1,2-propanodiol (2) aumenta, llegando a obtenerse una concentración 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 producción marginal (pero 
observable) del producto de interés. 



 
 

132 

Con independencia del mecanismo de adición 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 reacción, pudiendo constituir su falta de disponibilidad una restricción al avance de la 
reacción. 

Los balances de Carbono y de equivalentes de reducción desarrollados presentan un ajuste 
que puede considerarse aceptable. 

3.5.6   Efecto de la relación glicerol (1)/glucosa (6) en biotransformaciones de 
metilglioxal (3) con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT (pWS4) en régimen de 
células en reposo 

La concentración de glucosa (6), según se ha señalado anteriormente resulta relevante para 
el avance de la biotransformación.  

 

         Indica momento de la adición de un segundo pulso de Metilglioxal (3). 
Figura 3.48: Comparación de rendimientos molares en la producción de 1,2-propanodiol 

(2) a partir de metilglioxal (3) en función de la relación de glucosa (6)/glicerol (1) y el 
tiempo de reacción. 

En base a lo anterior es que se ejecuta una serie de ensayos en los que se evalúa el 
rendimiento molar obtenido en la producción de 1,2-propanodiol (2) en 
biotransformaciones de metilglioxal (3), 4 mM adicionado como pulso a tiempo cero con 
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reiteración del agregado a las 48 horas usando como variable la relación 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 condición de ensayo.  

Si bien existen variaciones en la tendencia verificada para cada tiempo de muestreo, la 
misma es creciente con el aumento en la relación glucosa (6)/glicerol (1) obteniéndose los 
mayores niveles de conversión para una proporción de glucosa (6) /glicerol (1) de 2:1. 

Adicionalmente, este resultado es consistente con el obtenido a partir de la gráfica siguiente 
donde se observa que esa relación glucosa (6)/glicerol (1)  es la única que presenta 
remanente de glucosa (6) a partir de las 36 horas de reacción. 

A las 96 horas, se verifica consumo total de glucosa (6) en todas las muestras ensayadas.  

 

Figura 3.49: Biotransformación de metilglioxal (3) 4 mM. Concentración de glucosa (6)  en 
función de la relación de concentración inicial glucosa (6)/glicerol (1) y el tiempo de 

reacción. 
 

3.5.7Biotransformación de lactaldehído (4)- Producción de 1,2-propanodiol (2) 

Con la intención de terminar de caracterizar el desempeño de la vía metabólica diseñada es 
que se enfrenta a los biocatalizadores que expresan Ypr1p al lactaldehído (4).  
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Figura 3.50: Biotransformación de lactaldehído (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 producción 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 máxima producción obtenida a partir de biotransformación de 
metilglioxal (3).  

Estos resultados implicarían que la limitante en los niveles de producción de 1,2-
propanodiol (2) en los ensayos previos se ubicaría en la disponibilidad de lactaldehído (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 evaluación del desempeño de cepas que expresan Ypr1p reafirma la 
importancia de Gre2p (enzima responsable del aporte de lactaldehído) como resultado más 
importante. 

Simultáneamente se observa un nivel de producción 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 concentración 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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desempeño 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. 

 

 

3.5.9  Revisión de la estrategia 2 e introducción 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 producción de 1,2-propanodiol (2) obtenida a partir de 
lactaldehído (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 vía metabólica diseñada de novo es funcional, no 
obstante, los resultados serían consistentes con la existencia de una restricción en el acceso 
de metilglioxal (3) a la vía (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 Capítulo Estrategia y Objetivos, donde se establece este escenario 
como altamente probable y para el cual se establece una posible forma de mitigarlo. La 
transformación del biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) con un vector de 
expresión derivado del plásmido 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 Construcción 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) recuperándose transformantes en medio LB-Gm-Amp-Kan.  

Entrada Sustrato  (Forma de Adición) Cepa de mejor desempeño Concentración (g/L)

1 Glicerol E. coli FMJ39-T7pol -Gm-FRT(pPP8) < Límite de cuantificación

2 Glicerol/Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS3) < Límite de cuantificación

3
Metilglioxal /Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)

< Límite de cuantificación                               
(Estimado: 0,09)

4 Glucosa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) 0,3

5
Glicerol/Glucosa/Metilgioxal  

(Pulso)
No aplica 0,7

6
Glicerol/Glucosa/Metilgioxal  

(Adiciones sucesivas con 
reposición de Glucosa)

No aplica 1,1

7
Glicerol/Glucosa/Metilgioxal  

(Adiciones sucesivas)
No aplica 0,7

8 Lactaldehído E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) 1,5
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Figura 3.51:Vector de expresión pWS5 para metilglioxal sintasa a partir de vector 
pRSFDuet-1 

3.5.9.2 Verificación 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 
biotransformación 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 actúan como controles del desempeño 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 concentración de 1,2–propanodiol (2) obtenida en función 
del tiempo para el conjunto de biocatalizadores evaluados en biotransformaciones de 
glicerol (1) /glucosa (6). Como puede observarse, el nivel de acumulación del producto 
objetivo con el nuevo biocatalizador prácticamente duplica la obtenida con la cepa 
transformada utilizada como control. 

Similar nivel de producción 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 aún más marcada en estas condiciones (Figura 3.53). 
 
El ensayo desarrollado con células en crecimiento permite visualizar por primera vez la 
formación de producto en estas condiciones en concentraciones cuantificables, hecho que 
resultaría asignable a la nueva modificación introducida. 
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Figura 3.52: Biotransformación de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en reposo 

en anaerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).2 

 
Figura 3.53: Biotransformación de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en 

crecimiento en anaerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).3 

Por otra parte se realiza la evaluación de desempeño 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 únicas capaces de producir -aunque en 
concentraciones marginales- el diol de interés- resulta apreciable la diferencia en los niveles 
de producción a partir de una y otra construcción ensayada. 

                                                             
2Valores graficados para cepa control y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) a las 48 hs corresponden a estimaciones 
(<Límite de Cuantificación). 
3Valores graficados para cepa control y E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) a las 48 hs corresponden a estimaciones 
(<Límite de Cuantificación). 
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Figura 3.54: Biotransformación de glicerol (1)/glucosa (6). Régimen de células en 

crecimiento en aerobiosis con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5).4 
 

En ninguna de las biotransformaciones en que se recurre a glicerol (1) como único sustrato 
se observa formación de producto de interés.  

Con los resultados previamente comentados se podría haber optado por avanzar en la 
optimización 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 diseño experimental con fines de optimización 
para el régimen de células en reposo. 

3.5.10   Optimización multivariable con cepa E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4) 
(pWS5) 

El presente ensayo se desarrolla con la intención de identificar los parámetros que 
influencian la producción de 1,2-propanodiol (2) y en qué configuración de dichas variables 
se maximiza su producción. 

Se recurre a la aplicación del diseño 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 optimización recurriendo 
al model de Wilson y Box con las variables seleccionadas en Plackett-Burman.  

                                                             
4Valores estimados (<Límite de Cuantificación). 
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Evaluación preliminar - identificación de variables críticas 

Considerando las características del proceso en estudio se identifican variables relacionadas 
a la preparación del biocatalizador y variables relacionadas a las condiciones de realización 
de la reacción. 

Las variables asociadas a la preparación del biocatalizador seleccionadas incluyen: 

i) Concentración de IPTG (20)  utilizado en la etapa de inducción. Debe 
considerarse que dependiendo del aporte del inductor podría lograrse un mayor 
o menor nivel de producción de las enzimas. Particularmente para el caso de la 
metilglioxal sintasa esto podría acarrear que pudiera obtenerse una mayor 
concentración de metilglioxal (3), producto que presenta según se ha señalado 
previamente un interesante compromiso entre su toxicidad a concentraciones 
relativamente bajas y por otro lado la necesidad de su producción para alimentar 
la vía metabólica diseñada. Por lo expuesto resulta razonable su inclusión como 
variable de ensayo, analizando la concentración de IPTG (20)  utilizada hasta este 
momento (Nivel +1: 12 mM de IPTG (20)  y Nivel -1: 36 mM).   
 

ii) La temperatura de incubación en la inducción. El biocatalizador a estudio 
presenta 4 modificaciones genéticas que implican la inclusión de material 
codificante de diferente origen. Por un lado se incluyen, según se ha descrito 
genes provenientes de S. cereviseae  y por otro genes provenientes de E. coli, 
siendo sensible su actividady nivel de expresión (producción de enzima), entre 
otras variables, a la temperatura de incubación post-inducción. La preparación 
del material celular en las reacciones desarrolladas conE. coliFMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4) se realizó estableciendo en 30 ºC la Temperatura de incubación 
posterior al agregado de IPTG (20). El valor asignado a este parámetro es 
revisado en esta ocasión atendiendo que se pretende remover una barrera ligada 
directamente a la biosíntesis del metilglioxal (3) por lo que tiene interés evaluar 
el desempeño del proceso global cuando la temperatura se fija en 30 ºC (Nivel 
+1) y en 37 ºC (Nivel -1). 

 
 
Paralelamente cuando se analizan las condiciones de reacción en régimen en células en 
reposo y anaerobiosis se identifican: 
 

i) El pH del medio. Tal como se observara en la ejecución de reacciones en régimen 
de células en reposo en anaerobiosis en Suero Fisiológico existe una correlación 
clara entre el pH del medio y el avance de reacción.Por ese motivo se plantea 
evaluar el desempeño del sistema en dos valores de este parámetro (Nivel +1: 
pH=6.4 y Nivel-1 : pH 6.8). 
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ii) La concentración del biocatalizador en el medio de reacción.La influencia de 

esta variable se ha comentado oportunamenteal desarrollar ensayos con la 
finalidad de ajustar las condiciones de biotransformación con E. coliFMJ9-T7pol-
Gm-FRT(pWS4) (Ver apartado 3.5.4). En esta instancia se evalúala concentración 
habitual de biocatalizador (utilizada normalmente en ensayos previos)y una 
concentración que la triplique. (Nivel +1: Concentración previamente utilizada y 
Nivel -1: 3 x Concentración 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 más económicas resulta de 
interés evaluar el desempeño 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 diseña el siguiente ensayo siguiendo el modelo Plackett- 
Burman de 32 entradas con la finalidad de segregar las variables determinantes en el 
resultado de la biotransformación de lasaccesorias. Adicionalmente su ejecución 
permiteidentificar la existencia de posibles interacciones entre las variables consideradas. 
(Ver Tabla 3.7) 
 
Para cada variable se representan los resultados obtenidos de producción de 1,2-
propanodiol (2) agrupados por nivel del parámetro, se calcula la media y la desviación 
estándar y se representa la línea de tendencia. (Ver Figura 3.55) 
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Tabla 3.7: Diseño de ensayo según Plackett-Burman de 32 entradas. 
 

 
 

 
El efecto de un determinado parámetro es evaluado como el cambio en la concentración 
verificado en el rango total (2 veces la pendiente).  
 
 
 
 
 

Ensayo IPTG
Temp en 
inducción

Concentración de 
biocatalizador 

pH
Co-sustrato (G 

ó L)
Concentración 
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

Ensayo Placket Burman
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Figura 3.55: Estimación de efectos para cada parámetro evaluado.  
 
Simultáneamente con las dos poblaciones de datos (una por valor del parámetro) se realiza 
el Test de Hipótesis con un nivel de significación del 5 % a efectos de evaluar la probabilidad 
de considerar por azar datos iguales como diferentes.  

 
 
 
 
 

y = -0,001x + 0,128

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

0,350

0,400

-1,5 -0,5 0,5 1,5

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
(g

/L
)

IPTG                                         IPTG x 3           

Concentración de IPTG

y = -0,034x + 0,128

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

0,350

0,400

-1,5 -0,5 0,5 1,5

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
(g

/L
)

T=37 °C                                   T=30 °C

Temperatura en inducción

y = -0,070x + 0,128

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

0,350

0,400

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
(g

/L
)

pH=6.8                                      pH=6.4

pH

y = 0,047x + 0,128

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

0,350

0,400

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
(g

/L
)

Lactosa                              Glucosa

Co-sustrato

0,000

0,050

0,100

0,150

0,200

0,250

0,300

0,350

0,400

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5

Concentración de    biocatalizador

Biocatalizador x3                  Biocatalizador

Co
nc

en
tr

ac
ió

n 
(g

/L
)

pH=6.9                                    pH=6.4 



 
 

143 
 

 
Tabla 3.8: Análisis de diferencia entre poblaciones en los dos niveles (<0,05). 

 

 
 
 

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 
inducción y el co-sustrato representan la confirmación 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 línea 
de tendencia de los gráficos de la Figura 3.55), se calcula el peso relativo de cada estimado 
en el efecto total.  

 

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0,058 0,199
Varianza 0,002 0,011
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlación de Pearson 0,635
Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000
Estadístico t -6,630
P(T<=t) una cola 0,000004
Valor crítico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,000
Valor crítico de t (dos colas) 2,131

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0,127 0,130
Varianza 0,012 0,011
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlación de Pearson 0,855
Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000
Estadístico t -0,243
P(T<=t) una cola 0,406
Valor crítico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,811
Valor crítico de t (dos colas) 2,131

Temperatura en inducción

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0,0944 0,1625
Varianza 0,0105 0,0103
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlación de Pearson 0,8123
Diferencia hipotética de las medias 0,0000
Grados de libertad 15,0000
Estadístico t -4,3495
P(T<=t) una cola 0,0003
Valor crítico de t (una cola) 1,7531
P(T<=t) dos colas 0,0006
Valor crítico de t (dos colas) 2,1314

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0,120 0,137
Varianza 0,012 0,012
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlación de Pearson 0,864
Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000
Estadístico t -1,267
P(T<=t) una cola 0,112
Valor crítico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,224
Valor crítico de t (dos colas) 2,131

Co-sustrato

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2
Media 0,176 0,081
Varianza 0,014 0,004
Observaciones 16 16
Coeficiente de correlación de Pearson 0,722
Diferencia hipotética de las medias 0,000
Grados de libertad 15,000
Estadístico t 4,468
P(T<=t) una cola 0,000
Valor crítico de t (una cola) 1,753
P(T<=t) dos colas 0,000
Valor crítico de t (dos colas) 2,131

IPTG

Concentración de biocatalizador

pH
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Tabla 3.9: Peso relativo de los estimados de cada parámetro. 
Parámetro 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 parámetros se discrimina mediante 
la construcción de un diagrama de Pareto aquellos parámetros que explican al menos el 80 
% de las variaciones calculadas.  

 
Figura 3.56: Diagrama de Pareto. Peso relativo de los diferentes parámetros. 

Consistentemente con los resultados obtenidos a partir del valor P y de lo observado en las 
gráficas que resumían las estimaciones de los efectos para cada parámetro se concluye que 
las variables que mayor incidencia presentan sobre el nivel de producción 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 incubación en el período de 
inducción. Por su parte la concentración de biocatalizador en el vial donde se desarrolla el 
ensayo en condiciones de células en reposo y la concentración de IPTG (20)  adicionada en la 
inducción del sistema no presentan incidencia significativa en el resultado final alcanzado. 

A efectos de analizar las interacciones existentes entre dos parámetros se evalúa la 
producción de 1,2-propanodiol (2) obtenida para un determinado nivel de un parámetro, 
considerando separadamente los resultados para cada nivel del segundo parámetro.  

Por ejemplo, en el caso de la Figura 3.57 el primer parámetro 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 
parámetro 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 combinación el promedio de la 
concentración 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 interacción se evidenciaría a través de segmentos paralelos. 

 
Figura 3.57: Interacciones entre parámetros: pH y co-sustrato. 

A partir de este análisis se concluye la existencia de interacción entre los parámetros pH y 
co-sustrato, elemento a tener presente en futuros diseños de ensayo (cuidando que el valor 
asignado al primer parámetro no incida negativamente sobre el segundo).    

 
Figura 3.58: Interacción entre parámetros. 

Realizando un análisis similar con las restantes combinaciones de variables se identifican 
como potenciales interacciones las siguientes: Temperatura en inducción y co-sustrato  y 
Temperatura en inducción y Concentración de biocatalizador  (Figura 3.58). 

Respecto a esta última interacción, considerando que de acuerdo al resultado del test de 
hipótesis los efectos obtenidos a partir de la variación de la concentración de biocatalizador 
no responderían a un efecto real, se resuelve descartar su consideración.   

Finalmente al reiterar el análisis la Temperatura de incubación post-inducción y el co-
sustrato se observa la existencia de una interacción entre estas variables, presentando en el 
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caso del uso de lactosa (19) como co-sustrato un notorio mejor desempeño a 37 °C, 
comparativamente al obtenido a 30 °C. No obstante, en cualquier caso el resultado es más 
magro que el verificado para el uso de glucosa (6) por lo que no altera la decisión 
previamente adoptada en relación al uso de este segundo compuesto como co-sustrato en 
futuros ensayo.  

Diseño factorial  

Las variables pH, concentración de co-sustrato y temperatura de incubación en la inducción 
se seleccionan para el desarrollo del ensayo de optimización. Los restantes parámetros se 
mantienen fijos. En el caso del parámetro co-sustrato, atendiendo al notorio bajo 
desempeño presentado por lactosa (19) se resuelve ensayar diferentes niveles de relación 
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 optimización 
se recurre a un diseño factorial 23 (ocho puntos de evaluación) los que gráficamente pueden 
visualizarse como un cubo en el que en cada vértice se ubica una condición a ensayar, según 
el modelo de Box y Wilson que se representa en la Figura 3.59. 

Adicionalmente se incluyen en el ensayo la reiteración del punto calculado en el ensayo de 
Plakett-Burmann que permitió alcanzar el máximo valor absoluto (ensayo PB31 de la Tabla 
3.9).  

 
Figura 3.59: Representación gráfica de un diseño factorial 23 modelo de Box y Wilson. 

A esos 8 puntos se le agregan a efectos de lograr una mejor aproximación acerca de la 
forma en que se da el pasaje desde un punto a otro (análisis de curvatura), 6 puntos de 
ensayo adicionales (correspondientes a los centros de las caras en la representación del 
cubo) finalmente se agregará el centro del cubo en cuadriplicado. (Ver Tabla 3.10) 
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Tabla 3.10: Diseño factorial 23 – modelo de Box y Wilson. 

 

Tabla 3.11: Niveles definidos para cada parámetro. 

 
Niveles de los parámetros 

  -1 0 1 

pH 6,8 7,0 7,2 
Glucosa (6)  /glicerol (1)  4 a 1 1 a 1 1 a 4 

Temperatura en inducción 32 °C 37 °C 42 °C 
El desarrollo de las reacciones en las condiciones previamente definidas permite obtener la 
serie de valores de concentración de 1,2-propanodiol (2), con los que resolver el polinomio 
de segundo grado que modela el desarrollo de la biotransformación. Para ello se recurre al 
Programa estadístico JMP.382 

C1,2-propanodiol (2) (g/L)= 0.2501 − 0.0450 ∗ 𝑻 − 0.0051 ∗ 𝑮𝒈 + 0.0017 ∗ 𝒑𝑯 + 0.0175 ∗ 𝑮𝒈 ∗

𝑻 − 0.0202 ∗ 𝒑𝑯 ∗ 𝑮𝒈 − 0.0183 ∗ 𝒑𝑯 ∗ 𝑻 − 0.0857 ∗  𝑮𝒈𝟐 − 0.1836 ∗ 𝑻𝟐−0.1150 ∗ 𝒑𝑯𝟐 
 
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.  

 
 
 

Temp. p/Induc. pH Glucosa/glicerol
Punto en modelo de Box 

yWilson
OPT1 32 6,8 4 a 1 A vértice
OPT2 32 6,8 1 a 4 D vértice
OPT3 32 7,0 1 a 1 M centro de cara
OPT4 32 7,2 4 a 1 B vértice
OPT5 32 7,2 1 a 4 C vértice
OPT6 42 6,8 4 a 1 E vértice
OPT7 42 6,8 1 a 4 H vértice
OPT8 42 7,0 1 a 1 N centro de cara
OPT9 42 7,2 4 a 1 F vértice

OPT10 42 7,2 1 a 4 G vértice
OPT11 37 6,8 1 a 1 L centro de cara
OPT12 37 7,0 4 a 1 I centro de cara
OPT13 37 7,0 1 a 4 K centro de cara
OPT14 37 7,0 1 a 1 Ñ punto centralcuadriplicado
OPT15 37 7,0 1 a 1 O punto central cuadriplicado
OPT16 37 7,0 1 a 1 P punto central cuadriplicado
OPT17 37 7,0 1 a 1 Q punto central cuadriplicado
OPT18 37 7,2 1 a 1 J centro de cara
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Tabla 3.12: Ajuste del modelo a los datos experimentales en optimización.

 
El ajuste obtenido permite afirmar que el ajuste de segundo orden es significativo, 
presentando un R2= 0.9714. 

 
Figura 3.60: Superficie de respuesta Relación glucosa (6):glicerol (1) y temperatura en 

inducción. 

C1,2propanodiol (g/L) |medido-calculado|

OPT1 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
OPT11 0,04 0,02
OPT12 0,22 0,05
OPT13 0,23 0,08
OPT14 0,27 0,02
OPT15 0,20 0,05
OPT16 0,21 0,04
OPT17 0,20 0,05
OPT18 0,25 0,02
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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 parámetro en nivel 0. 

 

 

Figura 3.61: Superficie de respuesta Relación glucosa (6):glicerol (1)  y pH. 

 

 
Figura 3.62: Superficie de respuesta Relación Temperatura en inducción y pH. 
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La optimización multivariable de la producción de 1,2-propanodiol (2) permite determinar 
que las condiciones que maximizan su producción son: pH=7.0, Relación glucosa (6) /glicerol 
(1) en rango 1:1 a 4:1 y Temperatura en inducción de 37 °C.  

El valor de concentración de 1,2-propanodiol alcanzado en esas condiciones asciende a   C1,2-

propanodiol= 0.27 g/L.  

No obstante lo anterior, en el proceso se alcanzó un valor puntual de 0,42 g/L (Ver Tabla 
3.7, entrada PB31).  

Lo anterior podría explicarse o bien porque el sistema presenta un comportamiento que no 
está siendo modelado adecuadamente (comportamiento multimodal), lo cual parece 
difícilconsiderando lo próximo que esas condiciones se encuentran del punto central 
ensayado por cuadriplicado, o bien que, al descartar los dos parámetros menos relevantes 
se pierden más efectos que los previstos o visualizados en el análisis de Pareto. 

Para concluir en este tema resultaría necesario reiterar el análisis estadístico reubicando los 
puntos en el modelo de Wilson y Cox o recurrir -según se recomienda en la bibliografía a un 
diseño escalonado que permita obtener la dirección del gradiente en la cual se ubica el 
máximo hasta alcanzar una solución en la que el máximo 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 inducción: 37°C, pH: 6,8; Co-sustrato: glucosa (6)  en relación 1 
a 1 con glicerol (1).  

Estas condiciones permiten su producción a razón de C1,2-propanodiol (2) =0,42 g/L. 

3.6   Caracterización del producto de biotransformación 

Una confirmación inicial de la identidad del producto obtenido en las biotransformaciones 
se realiza mediante la co-inyección de la muestra obtenida con estándar comercial de 1,2-
propanodiol (2). (Método que permitió descartar en ensayos con cepa E. coli 
BL21(DE3)yqhEfalsos positivos a partir de la obtención de productos con tiempos de 
retención en análisis 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 
elución del diol. Las muestras se liofilizan a efectos de remover la fase acuosa presente. El 
producto obtenido se analiza mediante Espectrometría de Masas por Inyección Directa.  

Del análisis MS-ID se obtiene como resultado una total coincidencia tanto en la corriente 
iónica como en los perfiles de fragmentación observados para el producto aislado por HPLC 
semipreparativo y el estándar comercial de 1,2-propanodiol (2) utilizado como referencia. 



 

Figura 3.63: Espectrometría de Masas 
biotransformación y estándar de 

En relación al resultado obtenido se debe señalar que
fragmentación del producto de biotransformación con el obtenido a partir el estándar 
comercial -en idénticas condiciones experimentales de ionización
identidad del producto obtenido en la biotransformación como 1,2

Simultáneamente el patrón obtenido 
que los fragmentos característicos descritos son 
m/z=27 (18), m/z= 29 (16), m/z
28 (10).383 

Lo anterior a la vez que confirma la importancia de las condiciones experimentales al 
momento de reportar los resultados
de los restantes productos intervinientes en la vía metabólica de los que no se dispone del 
producto comercial para ser utilizado como referencia en las condiciones 

3.7   Estereoquímica del Producto obtenido

Como se señalara en diversos apartados de este trabajo la estrategia de valorización a la 
que se apuesta pasa por la síntesis de moléculas con estereoisomería definida. Sobre esa 
base resulta necesario verificar la característica del producto obtenido como resultado de 
este proceso. 
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Figura 3.63: Espectrometría de Masas – Inyección Directa para producto obtenido de 
biotransformación y estándar de 1,2-propanodiol (2) comercial. 

En relación al resultado obtenido se debe señalar que comparando el perfil de 
ucto de biotransformación con el obtenido a partir el estándar 

en idénticas condiciones experimentales de ionización-, resulta concluyente la 
identidad del producto obtenido en la biotransformación como 1,2-propanodiol

rón obtenido difiere parcialmente del descrito en bibliografía, en la 
que los fragmentos característicos descritos son m/z= 45(100), m/z= 43 (35), m/z

m/z= 61 (15), m/z= 44 (14), m/z= 57 (10), m/z= 46 (10) y 

onfirma la importancia de las condiciones experimentales al 
mento de reportar los resultados restringe la posibilidad de avanzar en la caracterización 

de los restantes productos intervinientes en la vía metabólica de los que no se dispone del 
producto comercial para ser utilizado como referencia en las condiciones de ensayo.

3.7   Estereoquímica del Producto obtenido 

Como se señalara en diversos apartados de este trabajo la estrategia de valorización a la 
que se apuesta pasa por la síntesis de moléculas con estereoisomería definida. Sobre esa 
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Figura 3.64: GC-quiral-inyección del producto de biotransformación con estándares 
comerciales (R)-1,2-propanodiol (2a) y (S)-1,2-propanodiol (2b). 

Para este objetivo se recurre a Cromatografía Gaseosa Quiral, ensayando en una primera 
instancia sobre el extracto del producto directo racémico, sin que fuera posible identificar 
condiciones que permitieran la separación de enantiómeros (Rs<<1). Sobre la base de este 
resultado se recurre a la acetilación e inyección del producto derivatizado verificándose 
buena  resolución cromatográfica  (Rs=2.8) 

Ajustadas las condiciones de análisis se inyecta el producto de reacción de derivatización de 
la  muestra de biotransformación (fracción liofilizada de la alícuota obtenida en HPLC semi-
preparativa recuperada en solvente), confirmándose en primera instancia por comparación 
con los estándares y posteriormente mediante co-inyección la identidad del producto de 
biotransformación como (R)-1,2-propanodiol (2a) con exceso enantiomérico superior a 99 
% (Ver Figura 3.64). 

3.8      Biotransformación 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 vía metabólica diseñada y caracterizado el producto 
obtenido en la reacción se procede a evaluar el desempeño 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 purificación por el que se separa oleína de glicerina), ambos insumos provistos por la 
firma ALUR S.A.(ver caracterización analítica en apartado 5.4.13). 

Se evalúa la biotransformación 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 condición de anaerobiosis, evaluando los resultados a las 48 horas, cuando se utiliza el 
glicerol (1)  como sustrato sólo y con glucosa (6)  como co-sustrato. 

En las biotransformación a partir de glicerina si bien se observa formación de producto la 
concentración de 1,2-propanodiol (2) se ubica por debajo del límite de cuantificación.  

 
Figura 3.65: Biotransformación 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 biotransformación 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 bioconversión (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 existiría 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 relación a las alternativas glicerinasplitting (21b) y glicerinacruda (21a), si bien con este 
último producto se obtendría una menor concentración del diol, correspondería evaluar el 
impacto que por un lado pudiera presentar la etapa de purificación sobre el costo contra el 
incremento en el rendimiento obtenible. En principio se considera que podría no ameritar 
una instancia de purificación previa a la biotransformación por lo que se considera 
razonable mantener ambos productos como potenciales sustratos. 
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En cualquier caso, el resultado más importante de estos ensayos es cualitativo, pudiendo 
resumirse que frente a ambos productos de origen industrial la vía metabólica diseñada es 
funcional según lo previsto. 

3.9  Síntesis de productos de interés a partir de (R)-1,2-propanodiol (2a) 

La síntesis de productos derivados de 1,2-propanodiol (2) se realiza en el marco de una  
colaboración con la Dra. Carmela Molinaro del Dipartimento di Chimica e Tecnologie del 
Farmaco Sapienza Universitá di Roma (Italia), en el marco de su pasantía realizada en el 
Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Química de la Universidad de la 
República quien ajustó las condiciones de reacción química con el sustrato racémico y 
posteriormente con el reactivo ópticamente puro.  

Síntesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a) 

La búsqueda de las mejores condiciones de reacción para la síntesis de 2-metoximetoxi-1-
propanol (8) se realiza a partir de propilenglicol siguiendo las etapas de reacción que se 
detallan a continuación: 

i) Protección 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) según se describe en los 
Esquemas 3.1 y 3.2. 

 

Esquema 3.1: Síntesis de 2-metoximetoxi-1-propanol - protección del alcohol primario. 

 

 

 

Esquema 3.2: Síntesis de 2-metoximetoxi-1-propanol – método de protección alternativo. 
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ii) Reacción del 1,2-propanodiol (2)con el alcohol primario protegido (23) con Cloro-
metil-metil éter (25) según se describe en las Esquema 3.3. 

 Esquema 3.3: Reacción de 1-((tert-butildimetilsilil)oxy)propan-2-ol (23) con cloro-metil-
metil éter (25). 

 
iii) Desprotección del alcohol primario para la cual se recurre a TBAF/THF y 

alternativamente a AcOH:THF:H2O según se describe en los Esquemas 3.4 y 3.5. 

 
Esquema 3.4: Reacción de desprotección de tert-butil(2-metoximetoxi 

propoxi)dimetilsilano (26) y obtención de 2-metoximetoxi-1-propanol (8). 

 

 
Esquema 3.5: Desprotección de tert-butil(2-metoximetoxi propoxi)dimetilsilano (26) y 

obtención alternativa de 2-metoximetoxi-1-propanol (8). 

 

En la Tabla 3.13 se resumen los rendimientos obtenidos en cada etapa de reacción. Las 
condiciones seleccionadas para la reacción con el reactivo quiral son las establecidas en 
entradas 1, 3 y 6 para cada etapa de reacción. 

 



 
 

156 
 

Tabla 3.13: Resultados obtenidos en síntesis de 2-metoximetoxi-1-propanol.

 

En base a los resultados obtenidos previamente la reacción de (R)-2-metoximetoxi-1-
propanol (8a) se realiza siguiendo los mismos pasos según se describe en los Esquemas 3.6 a 
3.8.  

 
Esquema 3.6: Síntesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8), protección del alcohol 

primario.

 

Esquema 3.7: Reacción de (R)-1-((tert-butil dimetil silil)oxy)propan-2-ol (23a) con  
cloro-metil-metil éter (5). 

 
Esquema 3.8: Desprotección de (R)-tert-butil(2-metoximetoxi propoxi)dimetil silano (26a) 

y obtención de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a). 

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento

1 4-DMAP / imidazol / CH2Cl2 seco                      
t.a., 2 hs

70%

2 Et3N / CH2Cl2 seco                                      
0 °C, 5 min

66%

3 MOMCl / DIPEA / CH2Cl2 seco                      
0 °C , 1 h - t.a., 12 hs

58%

4 MOMCl / DIPEA                                         
0 °C , 1 h - t.a., 12 hs

43%

5 TBAF/THF                                                   
0 °C , 5 min - t.a., 7 hs

Muy bajo

6 AcOH:THF:H2O (4:2:2)                                                 
t.a., 20 hs

20%
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Tabla 3.14: Resultados obtenidos en síntesis de (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a). 

 

En Tabla 3.14 se resumen los resultados obtenidos en esas reacciones. 

El rendimiento global de la conversión de (R)-1,2-propanol (2a) a (R)-2-metoximetoxi-1-
propanol (8a) asciende a 61 %. 

La caracterización del producto obtenido se realiza mediante RMN, GC quiral y 
determinación de rotación óptica. 

GC quiral tR (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a)= 30.233 min 

D
20

(R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a) = -33.23 min (3.2 g/100 mL; CHCl3)  

 

 

Síntesis de (R)-propilencarbonato (7a)  

La búsqueda de las mejores condiciones de reacción para la síntesis de (R)-
propilencarbonato (7a) se realiza a partir de propilenglicol siguiendo la reacción en un paso 
que se detalla en el Esquema 3.9. 

 
Esquema 3.9: Síntesis de propilencarbonato (7). 

 

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento

3
AcOH:THF:H2O (4:2:2)                                                 

t.a., 20 hs
70%

1
4-DMAP / imidazol / CH2Cl2 seco                      

t.a., 2 hs
90%

96%
MOMCl (5) / DIPEA / CH2Cl2 seco                      

0 °C , 1 h - t.a., 12 hs
2
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Tabla 3.15: Resultados obtenidos en síntesis de propilencarbonato (7).  

 

La síntesis de (R)-propilencarbonato (7a) se realiza según las condiciones ensayadas en la 
entrada 2 de la Tabla 3.15, reemplazando el uso de difósgeno (26)por trifósgeno (27) según 
se describe en el Esquema 3.10. 

 
Esquema 3.10: Síntesis de (R)-propilencarbonato (7a). 

El rendimiento obtenido en la síntesis de (R)-propilencarbonato (7a)  asciende a 94 %. 

La confirmación de identidad del producto obtenido se realiza mediante RMN y la pureza 
enantiomérica a través de GC-Quiral. 

GC quiral tR(R)-propilencarbonato (7a)= 23.85 min 

e.e.(7a)> 99% 

Síntesis enzimática de (R)-propilencarbonato (7a)  

Los resultados obtenidos en la síntesis química de (R)-propilencarbonato (7a) permiten 
confirmar que se ha logrado un muy buen rendimiento en la síntesis, y que el producto 
obtenido presenta un exceso enantiomérico superior al 99 %. 

Simultáneamente es posible calcular para el elemento Cloro una eficiencia atómica igual a 
cero (de los 6 átomos por mol presentes en el reactivo trifósgeno (27) ninguno termina 
siendo incorporado en el producto de síntesis).Por otra parte, de alguna manera cuestiona 
el esfuerzo realizado en la obtención 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 condición de gas asfixiante. 

Por ese motivo se decide ensayar la síntesis enzimática del (R)-propilencarbonato (7a), 
recurriéndose para ello a la lipasa B inmovilizada sobre resina acrílica de Candida 
antarctica(CAL B - Novozyme 435). 
 

Entrada Reactivo Condiciones Producto Rendimiento

1
NaHCO3 / H2O / CHCl3 seco                                     

C2Cl4O2  (8), t.a., 3 hs
No reacciona.

2
C2Cl4O2  (8) DIPEA / CH2Cl2 seco                                      

t.a., 5 hs
66%
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La actividad de esta lipasa se evalúa en las siguientes reacciones en que el (R)- 1,2-
propanodiol (2a) reacciona con dimetilcarbonato (29) y con dietilcarbonato (30) según se 
describe en los Esquemas3.12 y 3.13. 

 

Esquema 3.11: Síntesis enzimática de (R)-propilencarbonato (7a)  - reacción con 
dimetilcarbonato (29). 

 

Esquema 3.12: Síntesis enzimática de (R)-propilencarbonato (7a)  – reacción con 
dietilcarbonato (30). 

El análisis de los resultados obtenidos confirma la obtención enzimática 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 asignación de la estereoisomería se realiza utilizando el propilencarbonato (7) racémico y 
al (R)-propilencarbonato (7a)  obtenido en la síntesis química como estándares (ver Figura 
3.66). 
 
Si bien resulta necesario afinar las condiciones de reacción a efectos de mejorar los 
rendimientos, este resultado preliminar permite afirmar que se ha completado la síntesis de 
(R)-propilencarbonato (7a)  a partir de glicerol (1) recurriendo exclusivamente a 
biocatálisis. 
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Figura 3.66: GC-quiral - Estándar comercial de propilencarbonato (7) racémico,(R)-

propilencarbonato (7a)  síntesis química y (R)-propilencarbonato (7a) obtenido 
enzimáticamente. 

 

3.10  Síntesis de lactaldehído (4) 

Este producto se encuentra comercialmente disponible desde hace relativamente poco 
tiempo. Al momento de su utilización según se describe en los apartados 3.5.5.1 y 5.4.8 no 
resulta posible su adquisición hecho éste que motiva su síntesis, la que fue desarrollada por 
la vía quimio-enzimática. Por otra parte, para la actividad descrita 3.5.7 se recurre a la 
síntesis química del sustrato. 

  3.10.1 Síntesis quimio-enzimática de lactaldehído (4) 

Para la síntesis quimio-enzimática de lactaldehído (4)se recurre a la siguiente estrategia: 

i) Reducción enzimática de metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32), con posterior 
hidrólisis del acetal (33) para obtener el lactaldehído (4). 
 

ii) Reducción enzimática de metilglioxal (3) obteniéndose potencialmente los 
siguientes tres productos: lactaldehído (4), acetol (14) y 1,2-propanodiol (2).  

 

Blanco propilencarbonato (racémico)

(R)-propilencarbonato (síntesis química)

(R)-propilencarbonato (síntesis enzimática)
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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 
panificación (S. cereviseae) y zanahoria (D.carota) (ver Figura 3.67).369,384–386 

Como resultado de ambas biorreducciones es posible asignar el tR del lactaldehído (4) en los 
cromatogramas de seguimiento de reacciones mediante HPLC. No obstante lo anterior, la 
concentración de producto obtenido no permite su aislamiento con fines de cuantificación.  

   3.10.2  Síntesis química de lactaldehído (4) 

La reacción de síntesis se realiza reduciendo con NaBH4 el dimetil acetal del piruvaldehído (o 
metilglioxal 1,1-dimetil acetal) (32), seguida de la desprotección del lactaldehído 
dimetilacetal (33) por incubación con resina Dowex 50-X8 H+.387 

 
Figura 3.68: Síntesis de DL-lactaldehído (4). 

Producto común a 

ambas reducciones 
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Se confirma la identidad del producto obtenido en esta reacción como lactaldehído (4) a 
través de 1H RMN y GC-MS.  

Los resultados obtenidos a partir de la síntesis química permiten adicionalmente validar las 
conclusiones a que se arribara a partir de la síntesis  quimio-enzimática. 
 
3.11   Valorización 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 señalar 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.5 

 

Por su parte, en la Figura 3.69 se representa la valorización potencial calculada a partir de 
los costos unitarios de los productos. 

 

Figura 3.69: Valorización obtenida en el marco del presente trabajo. 

 

                                                             
5 Valores tomados de catálogos comerciales en octubre de 2017. 

Producto
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
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4.1 Conclusiones 

La ejecución del presente trabajo ha permitido el aporte de una alternativa innovadora 
tendiente a lograr la valorización de glicerol (1)  obtenido como subproducto de la industria 
del biodiésel, enmarcada en los conceptos de biorrefinería, química verde y de economía 
circular. 

A partir del diseño racional de una vía metabólica de novo se ha concretado su ejecución y 
evaluado su funcionalidad.  

Para el conjunto de biocatalizadores desarrollados (once hasta el momento) se ha evaluado 
su funcionalidad enfrentándolos a glicerol (1), glicerol (1) -glucosa (6), metilglioxal (3) en 
presencia de glicerol (1)-glucosa (6) y lactaldehído (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 vía metabólica resulta funcional. 

Los sistemas diseñados 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 desempeño 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 
afectación de vías competitivas en la regeneración de equivalentes de reducción ha sido la 
característica que ha motivado su selección para el presente trabajo. 

Para arribar a las conclusiones anteriores ha sido necesario alcanzar la incorporación a nivel 
del cromosoma de E. coli FMJ39 de la T7 RNA polimerasa regulada por el promotor lacUV5, 
inducible por IPTG (20), modificación 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 relación a la serie de biocatalizadores obtenida a partir de esta cepa ha sido motivo de 
preocupación el hecho de observar volúmenes 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 ácido láctico 
(11), puede asignarse a la existencia de otras posibles vías que permitieran su síntesis como 
producto de detoxificación de metilglioxal (3), por ejemplo mediante el by-pass del S-
lactoilglutatión o a través de la dismutación del lactaldehído (4).  Por su parte, la presencia 
del ácido fórmico (13)  estaría justificada por la acción de la -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 -cetobutirato (18) .377–379 

Realizada la evaluación preliminar de desempeño se ha introducido una mejora al sistema 
inicialmente diseñado con la finalidad de favorecer el acceso de metilglioxal (3) a la vía 
metabólica y remover de esa forma larestricción más importante identificada para el 
funcionamiento del sistema. La expresión de la metilglioxal sintasa de E. coli ha permitido 
mejorar -aunque solo parcialmente- el rendimiento en la biotransformación 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 tóxico para el microorganismo hospedero. 

Adicionalmente, para el biocatalizador E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT(pWS4), se ha evaluado 
su desempeño al enfrentarlo al producto obtenido en la producción industrial de biodiésel, 
alcanzándose rendimientos más que razonables para la biotransformación 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 obtención del diol.  

Tabla 4.1: Comparativo de resultados de biotransformaciones a (R)-1,2-propanodiol (2a). 

 

Desde el punto de vista cuantitativo se ha obtenido enzimáticamente el producto (R)-1,2-
propanodiol (2a) enantioméricamente puro y en niveles de concentración que si bien se 
ubican distantes de los máximos obtenidos con T. thermosaccharolyticum en procesos 

Producción de (R )-1,2-propanodiol

Microorganismo                                       
(Ingeniería metabólica)

Sustrato Referencia
Concentración 

(g/L)
Observaciones

S. cerevisiae                                  Glucosa Hoffman, 1999 0,52 mgs y gld  de E.coli

E. coli AG1 Glucosa Altaras, et al. , 1999 0,49 mgs  y gld  de E.coli

E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-
FRT-(pWS4)(pWS5)

Glicerol/Glucosa Este trabajo 0,45
mgs de E.coli, GRE2 e 
YPR1 de S. cereviseae

E. coli AG1 Glucosa Cameron, et. al. ,  1998 0,34 dhaD
E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-

FRT-(pWS4)
Glicerol/Glucosa Este trabajo 0,33

GRE2 e YPR1 de              
S. cereviseae

E. coli BL21(DE3) Fructosa Huang, et al. , 1999 0,30
mgs  de Clostidium  y         
gld  de E.coli

E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-
FRT-(pWS4)

Glicerina splitting/ 
Glucosa

Este trabajo 0,26
GRE2 e YPR1 de                 
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-

FRT-(pWS4)
Glicerina cruda/ 

Glucosa
Este trabajo 0,17

GRE2 e YPR1 de                 
S. cereviseae

E. coli AG1 Glucosa Cameron, et. al. ,  1998 0,15 gld  de E. coli
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continuos se posicionan razonablemente bien dentro del rango descrito en la bibliografía, 
para microorganismos genéticamente modificados en sistemas batch (Ver Tabla 4.1). 

Por otra parte, al realizar la comparación con biotransformaciones de glicerol (1)  se 
observan dos grupos de reacciones, las que no reportan la estereoquímica del producto 
obtenido (asumidas en principio como racémicas o con excesos enantioméricos bajos) y las 
que permiten la obtención de producto enantioméricamente puro (ver Tabla 4.2). 

Tabla4.2:Comparativoresultados biotransformacionesdeglicerol (1)a1,2-propanodiol (2) 

 

En otro orden, ha sido posible alcanzar la síntesis quimio-enzimática 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 síntesis biocatalítica del 
(R)-propilencarbonato (7a), catalizando la reacción de transesterificación entre el (R)-1,2-
propanodiol (2a) y el dietilcarbonato (30) ó 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 producción de (R)-propilencarbonato (7a)  a partir 
de glicerol (1) recurriendo exclusivamente a técnicas biocatalíticas (hecho éste que 
habilitaría el reemplazo de reactivos como el difósgeno (26) y el trifósgeno (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 valorización económica potencial que estas derivatizaciones del (R)-1,2-
propanodiol (2a) obtenido permitirían alcanzar, concluyéndose que, la relación de precios 
entre estos productos y el glicerol (1) obtenido en el proceso industrial, permitiría iniciar el 
análisis de pre-factibilidad económica de su producción. 

Uso de glicerol como 
sustrato

Microorganismo Sustrato Referencia
Concentración 

(g/L)
Estereoquímica Observaciones

MG1655  ackA-pta  ldhA 
 dhaK (pTHKLcfgldAmgsAyqhD)

Glicerol 
Clomburg, 

2011
5,60 Nd

mgs,  gldA  e yqhD de E.coli, 
dihidroxiacetona kinasa de C. 
freundii

S. cerevisiae Glicerol Jung, 2011 2,19 Nd mgs y gld  de E.coli, gdh de Pichia 
angusta 

E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-FRT-
(pWS4)(pWS5)

Glicerol/Glucosa Este trabajo 0,33 (R ), 99 % ee GRE2 e YPR1 de S. cereviseae

E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-FRT-
(pWS4)(pWS5)

Glicerina 
splitting/Glucosa

Este trabajo 0,26 (R ), 99 % ee GRE2 e YPR1 de S. cereviseae

E. coli  FMJ9-T7pol -Gm-FRT-
(pWS4)(pWS5)

Glicerina 
cruda/Glucosa

Este trabajo 0,17 (R ), 99 % ee GRE2 e YPR1 de S. cereviseae
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4.2 Perspectivas 

Las líneas identificadas para dar continuidad a este trabajo pueden clasificarse en: posibles 
mejoras a introducir a los biocatalizadores diseñados, trabajos necesarios de cara a un 
potencial escalado del proceso y revisión de las condiciones de síntesis de productos 
derivados de interés.  

En relación a la construcción de los biocatalizadores, a futuro correspondería ensayar la 
mejora introducida que permite la expresión de la metilglioxal sintasa de E. coli en los 
biocatalizadores derivados de E.coli BL21(DE3) y de E.coli BL21(DE3)yqhE, reevaluando su 
desempeño. 

Una línea de trabajo a desarrollar a futuro podría estar integrada por lograr la expresión de 
los vectores construidos en cepas de E. coli que presenten deleciones de los genes pfl y tdcE. 
Asimismo, modificaciones genéticas adicionales podrían considerarse afectando las vías 
metabólicas competitivas por ejemplo la obtención de lactato (11)  a partir de metilglioxal 
(3) mediante el by-pass del S-lactoilglutatión. 

En esa misma línea podría evaluarse la expresión de la enzima glicerol deshidrogenasa 
(gldA) con la finalidad de favorecer la formación de dihidroxiacetona (DHA), sustrato de la 
mgsA y/o la deleción del gen que codifica para la triosa-fosfato-isomerasa-1 (tpi1) a efectos 
de evitar la demanda competente de DHA hacia gliceraldehído 3-fosfato, dejando como 
única posibilidad su transformación en metilglioxal (3). 

En relación al escalado del proceso se entiende necesario evaluar el desempeño de la vía 
metabólica en biotransformaciones en régimen continuo.  

A partir de la optimización multivariable desarrollada en condiciones batch se ha 
identificado como variables con incidencia predominante en el resultado de la 
biotransformación el pH, la temperatura de incubación en la etapa posterior a la inducción, 
y la relación glicerol (1):glucosa (6). Correspondería desarrollar el análisis de la influencia de 
las variables no incluidas a partir del análisis de Pareto en régimen continuo, durante el 
escalado del proceso.La obtención en régimen continuo del producto genera nuevos 
desafíos a ser considerados, entre los que se pueden mencionar las actividades de 
extracción y purificación del producto. 

Correspondería, analizar alternativas que permitan reducir el volumen de antibióticos 
demandado como presión positiva por parte de los biocatalizadores,a la vez que, buscar 
alternativas económicas a medios de cultivo de cara a su posible uso en fase comercial. 

En otro orden, respecto a la revisión de las condiciones de síntesis de productos derivados 
de interés se propone profundizar en el ajuste de las condiciones de reacción a efectos de 
incrementar los rendimientos obtenidospreliminarmente en la síntesis enzimática de (R)-
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propilencarbonato (7a). Adicionalmente, se prevé evaluar el desempeño de otros 
biocatalizadores(lipasas y microorganismos que las expresan) de la colección del Laboratorio 
de Biocatálisis y Biotransformaciones de la Facultad de Química - UdelaR.  

En forma análoga se plantea explorar alternativas que permitan aplicar este mismo 
concepto a la síntesis del (R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8), recurriendo a herramientas 
biocatalíticas, en la búsqueda de completar su obtención a partir de glicerol (1)  mediante 
técnicas de química verde ambientalmente amigables. 

Finalmente, la identificación de nuevos derivados de (R)-1,2-propanodiol (2a) a ser 
sintetizados podría abordarse con igual criterio. 

 
 
4.3 Comentarios finales 
 
La obtención -hasta donde se tiene conocimiento- del primer microorganismo desarrollado 
por ingeniería metabólica en la Cátedra de Microbiología y el Laboratorio de Biocatálisis y 
Biotransformaciones de la Facultad de Química de la UdelaR, representa un hito en sí 
mismo.  
 
A su vez el conocimiento acuñado a lo largo de este proceso puede constituir una base 
sólida para el desarrollo de futuras actividades que, o bien avancen según se ha descrito 
hacia el desarrollo comercial de los productos referidos, o bien permitan desencadenar 
nuevas líneas de investigación en temas similares. 

En síntesis, existen posibilidades para continuar avanzando sobre la base de los resultados 
aquí expuestos en el desarrollo de esta alternativa que pretende aportar a la sostenibilidad 
de la producción de biodiésel, contribuyendo a la remoción -en forma ambientalmente 
amigable- de la restricción más importante identificada a la fecha para la producción de este 
biocombustible, su balance económico. 
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5.1     Materiales y métodos microbiológicos 

5.1.1   Secuencias de genes de interés 

GRE2:Systematic Name: YOL151W, SGD ID: S000005511.  
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 

Vector 
 

Selección 
 

Origen 
 

Característica  
utilizada /uso 

 
Referencia 

 

pETDuet-1 Amp EMD Biosciences Vector de expresión  388 

pACYCDuet-1 Cm Novagen Vector de expresión  389 

pSRG14  Ura Dra. Sonia Rodríguez Molde YPR1  
320 

pSRG41 Leu Dra. Sonia Rodríguez Molde GRE2 
320 

pTZ57R/T  Amp Thermo Fisher Scientific Vector de clonado 
390 

pCR™2.1-TOPO®TA  Amp/Kan Invitrogen Vector de clonado 
391 

pGEMTeasy Amp Promega Vector de clonado 
392 

pBT20-bla  Gm Dr. Tung T. Hoang.  Transposón Mariner 
372 

 

En la Tabla 5.2 se listan los vectores construidos en el marco del presente trabajo. 
Tabla 5.2: Vectores construidos 

Vector Selección Descripción 

pWS1 Amp YPR1 en pGEM Teasy Vector System 

pWS2 Amp GRE2 en pCR™ 2.1-TOPO® TA vector 

pWS3 Amp YPR1  en pETDuet-1 

pWS4 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 oligonucleótidos utilizados 

En la Tabla 5.3 se incluyen los oligonucleótidos utilizados en el marco del presente trabajo 
(obtenidos de Operon o Macrogen). 

Tabla 5.3: Primers utilizados 

Identificación del 
Oligonucleótido 

 

Secuencia (5´- 3´)cuando corresponde, subrayado  
sitio de actuación enzima de restricción 

 

Enzima de 
restricción 

 

ws1GRE2f 
 

GCT CAT ATG TCA GTT TTC GTT TCA GG 
 

NdeI 
 

 

ws1GRE2r 
 
 

GCG GGT ACC TTA TAT TCT GCC CTC AAA TT 
 
 

KpnI 
 

ws1YPR1f 
 

GTC GGT CTC TCA TGC CTG CTA CGT TAA AGA ATT 
 

BsaI 
 

 
 

ws1YPR1r 
 
 

CAC CTG CAG TCA TTG GAA AAT TGG GAA GG 
 
 

PstI 
 

 

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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Tabla 5.4: Cepas utilizadas 
Identificación Características relevantes 

E. coli BL21(DE3) 
str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB

–mB
–)λ(DE3 [lacI lacUV5-T7p07°ind1° 

sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS)  
 

E. coliBL21(DE3) 
yqhE 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1°sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) yqhE 
 
 

E. coli FMJ39 
F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1, ldhA9, rfbC1,  
rpsL175(strR), thiE1 
 

E. coli JM109  
endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk

–, mk
+), relA1, supE44, Δ( lac-proAB), 

[F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15] 

E. coli XL1  recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F′ proAB lacIq ZΔM15 
Tn10 (Tetr )] 

E. coli Top10  

 

F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 
Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

 

E. coli JM105(pKTS3)  F´ traD36 lacIqΔ(lacZ)M15 proA+B+/thi rpsL (Strr) endA sbcB15 sbcC 
hsdR4 (rK–mK

+) Δ(lac-proAB) (pKTS3) 
 

E. coli (HPS1-mob-
asd-pir116)  

e14- (mcrA) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1Δ(lac-
proAB) rif zxx::miniTn5Lac4 (lacIqlacZΔM15) Δasd::FRT uidA::pir116 zdg-
232::Tn10 

E. coli DH10B F-endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rpsL Δ(lac)X74φ80lacZ 
ΔM15araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR λ– 

 

E. coli 
BL21(DE3)yqhE(pPP4) 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) yqhE (pPP4) 
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Tabla 5.5: Cepas construidas 

Identificación 
 

Características relevantes 
 

E. coli BL21(DE3)(pWS3) 
 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) (pWS3) 
 

E. coli BL21(DE3)(pPP8) 
 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) (pPP8) 
 

E. coli BL21(DE3)(pWS4) 
 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) (pWS4) 
 

E. coli BL21(DE3) 
yqhE(pWS3) 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) yqhE (pWS3) 
 

E. coli BL21(DE3) 
yqhE(pPP8) 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS)  yqhE (pPP8) 
 

E. coli BL21(DE3) 
yqhE(pWS4) 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS) yqhE  (pWS4) 
 

E. coli BL21(DE3) 
yqhE(pWS3)(pPP8) 
 

str. B F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
–mB

–) λ(DE3 [lacI lacUV5-
T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB+]K-12(λS)  yqhE (pWS3)(pPP8) 
 

E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT 
 
 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1,   
ldhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT 
 

E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS3) 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1,   
ldhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT (pWS3) 
 

E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pPP8) 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1, 
ldhA9, rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT (pPP8) 

 
E. coli FMJ39T7pol-Gm-

FRT(pWS4) 
 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1, 
ldhA9,  rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT (pWS4) 
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E. coli FMJ39T7pol-Gm-
FRT(pWS5) 

 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1, 
ldhA9,  rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT (pWS5) 

E. coli FMJ39T7pol-Gm-FRT 
(pWS4) (pWS5) 

 
 

F-, thr-1, leuB6(Am), fhuA21, lacY1, glnX44(AS), pflB1, ldhA9, 
rfbC1, rpsL175(strR), thiE1, T7pol-Gm-FRT(pWS4)(pWS5) 

E. coli JM109 (pWS1) 
 
 

endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–, mk

+), relA1, supE44, 
Δ( lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15](pWS1) 

 

E. coli JM109 (pWS2) 
 

endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk
–, mk

+), relA1, supE44, 
Δ( lac-proAB), [F´ traD36, proAB, laqIqZΔM15] (pWS2) 

 

E. coli XL1 (pWS1) 
 
 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F′ proAB 
lacIq ZΔM15 Tn10 (Tetr )] (pWS1) 

 

E. coli XL1 (pWS2) 
 
 

recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F′ proAB 
lacIq ZΔM15 Tn10 (Tetr )] (pWS2) 

 

E. coli Top10 (pPP8) 
 

F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15ΔlacX74°recA1° 
araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL 

(StrR) endA1 nupG(pPP8) 
 
 

E. coli Top10 (pPP9) 
 

F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15ΔlacX74°recA1° 
araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL 

(StrR) endA1 nupG(pPP9) 
 

E. coli Top10 (pSRG13) 
 

F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZΔM15ΔlacX74°recA1° 
araD139 Δ(ara leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG  

(pSRG13) 
 

E. coli DH10B(pWS4) 
F– endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rpsL Δ(lac)X74 

φ80lacZΔM15 araD139 Δ(ara,leu)7697 mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) StrR λ– (pWS4) 

 

E. coli (HPS1-mob-asd-
pir116) (pBT20-bla T7pol) 

 

e14- (mcrA) recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1Δ(lac-proAB) rif zxx::miniTn5Lac4 (lacIqlacZΔM15) 

Δasd::FRT uidA::pir116 zdg-232::Tn10(pBT20-bla T7pol) 
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5.1.5  Enzimas 

Enzimas de restricción utilizadas 

En la siguiente tabla se listan las principales enzimas de restricción a las que se recurrió 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 restricción utilizadas 

Enzimas de restricción 
 

BsaI 
 

Eco31I 
 

EcoRI 
 

EcoRV 
 

HaeIII 
 

HindIII 
 

KpnI 
 

NcoI 
 

NdeI 
 

PstI 
 

XbaI 
 

XhoI 
 

 

5.1.6  Otros insumos microbiológicos 

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 extracción de ADN genómico bacteriano se utiliza el kit comercial PureLinkTM 
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen). 

Para la extracción de ADN plasmídico se utiliza el kit comercial de QuiagenTM. 

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 tiñen con Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich).  

Como marcador de peso molecular y como estándar en la cuantificación de ADN se emplea 
Gene Ruler 1Kb DNA LADDER (Fermentas®). 

La tRNA utilizada en la co-precipitación del productode ligación previo a su transformación 
por electroporación, según lo descrito por Zhu y colaboradores se adquiere a BioBasic Inc.374 
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5.1.7  Medios de cultivo 

Medio para biotransformación 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 (solución  20 %)* 1 mL 
Buffer MOPS** ajuste a pH=6,8 
Agua destilada csp 1000 mL 
    
    *  Glucosa (6)  /glicerol (1)  (0,5 mL/0,5 mL) 
**  Esterilizado por filtración MOPS pH= 6,8 corresponde a                

aproximadamente a:  10,0 g MOPS y 13,3 g NaHCO3 

Buffer para reacción 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 filtración a vacío 
 

Medio símil M9 con acetato (10) 
Tabla 5.9: Medio símil M9 con acetato (10)  

Producto m (g)/L 
Fosfato dibásico de Sodio 6,0 
Fosfato monobásico 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 solución: 
 Cloruro de Calcio (1M) 100 L 

Vitamina B1 500 L 
Sulftato de Magnesio hexa hidratado (1M) 1 mL 
Glucosa (6)  (8 %)  csp 50 mL 

Medio símil M9 para biotransformación de glicerol (1)  
Tabla 5.10: Medio símil M9 para biotransformación 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 L 
Cloruro de Calcio (1M) 100 L 
Glucosa (6)  (20 %) /glicerol (1)  (20 %) 20,0 mL 
Sulftato de Magnesio hexa hidratado (1M) 1 mL 
Buffer MOPS o PIPES* ajuste a pH=6,8 
* Esterilizado por filtración   

5.1.8  Mantenimiento de cepas 

Se utilizan técnicas estándar de microbiología 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 sólida 
(adicionado de agar bacteriológico al 1,5 %) o en caldo. 

Tabla 5.11: Dosificación de antibióticos en medios de cultivo 

Antibiótico Concentración (g/mL) 
Ampicilina 50 
Cloranfenicol 100 
Kanamicina 50 
Gentamicina 50 

En el caso de las cepas que presentan resistencia a antibiótico (ya sea por haber sido 
incorporado a su genoma cromosómico o por portar plásmidos que la codifican) se realiza el 
agregado del antibiótico 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 biología molecular 

Salvo en los casos en que se explicite otra condición, se utilizan técnicas estándar de 
biología molecular.393 

5.1.10    Condiciones de PCR 

Se utiliza en todos los casos el ciclo de PCR que se muestra en la Figura 5.1. 

 

Figura 5.1: Ciclo de PCR utilizado en amplificación de ADN genómico de E. coli. 

La verificación de la integridad, así como la cuantificación de ADN obtenido de los productos 
de amplificación se realiza mediante electroforesis en gel de agarosa (0.8% p/v) en buffer 
TBE 0.5X, teñido con Bromuro de Etidio (5 μg/μL).  

En paralelo se corre un marcador de peso molecular (Gene Ruler 1Kb DNA Ladder, 
Fermentas®) de forma de estimar el tamaño de los amplicones obtenidos así como poder 
valorar la concentración de ADN. Se fotografía bajo luz UV con cámara digital Kodak DC120 
(Kodak Digital Science) y convirtiendo a archivo de imagen usando el Sistema de Análisis y 
Documentación 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 automático ABI 3730XL Applied Biosystems). 

5.1.12 Gel de proteínas 

Se sigue la técnica para SDS-PAGE sobre las fracciones solubles e insolubles del producto de 
extracción obtenido por ultrasonido en buffer de pH 8,0. 

94 °C 94 °C

72°C 72 °C

4°C

5 min 1 min

3 min 10 min

15 min

54 °C

2 min
25 ciclos
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5.1.13Condiciones de conjugación 

El ensayo de conjugación se desarrolla de acuerdo el siguiente procedimiento adaptado de 
Kang y colaboradores:372 A partir de cultivos en fase exponencial tanto del donor como del 
receptor, en este caso las cepas  E. coli (HPS1-mob-asd-pir116) (pBT20-bla 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 L del sobrenadante, se 
descarta el resto del sobrenadante y se suspende el centrifugado en los 30 L 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 vórtex 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 biocatalíticos 

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 

-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 % 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-Lactaldehído (4) 
 

598-35-6 No cuantificado 
 

Síntesis 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: antibiótico requerido para mantener 
presión selectiva según 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 rpm durante 16 a 24 horas, 
momento en el que se adiciona la glucosa (6), glicerol (1) o una combinación de ambas 
según el ensayo que se esté ejecutando. Se toman 200 L del cultivo y se inoculan 20mL de 
LB/Ant conteniendo igual composición de azúcares 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 DO600nm= 0,5. En ese momento se induce el sistema mediante la adición de 24 
L de IPTG (20) 800 mM y se adiciona el sustrato en estudio hasta alcanzar una 
concentración final de 10 mM.  

Las biotransformaciones a partir del  punto de inducción 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 mínimo 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 inóculo las células cosechadas en las biotransformaciones en 
régimen de células en crecimiento aerobio. Las células así obtenidas se lavan y se utilizan 
para inocular un vial preparado para asegurar condición anaerobia (medio hervido, gaseado 
bajo corriente de N2, vial con septo y sellado,  etc.).   

Al momento de inocular el vial se reitera la adición 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-óxido) incorporada al 
medio de cultivo como indicador de potencial redox. 

La incubación 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: antibiótico requerido para mantener 
presión selectiva según 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 37ºC y 200 rpm en agitador orbital hasta alcanzar una 
DO600nm= 0,5 momento en que se induce el sistema mediante la adición de 240 L de IPTG 
(20)  800 mM y 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 fisiológico 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-ácido sulfónico).  

La reacción se desarrolla, -salvo que se indique otra cosa en un medio- de composición 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 reacción se coloca en jarra anaerobia generando atmósfera anaerobia a través 
del uso de AnaeroGen® de Oxoid o similar el que es descartado y repuesto en ocasión de 
cada muestreo. Se incuba, salvo que se indique otra condición a 37 °C durante el período de 
evaluación del ensayo. 

5.2.5 Muestreo de Biotransformaciones 

De las reacciones de Biotransformación se extraen muestras periódicamente, para el caso 
de análisis mediante Cromatografía Gaseosa (GC) se toman 400 L de mezcla de reacción las 
que se extraen con 800 L de Acetato de Etilo.  

Se agita en vórtex durante 1 minuto y se separan las fases mediante centrifugación. Los 
extractos orgánicos se separan, se secan con Na2SO4anhidro y se guardan en freezer a –20 
°C hasta el momento de su inyección en GC.  

En el caso de ensayo mediante Cromatografía Líquida de Alta Precisión (HPLC), se toma una 
muestra de 1000 L, se filtra sobre acetato de celulosa de 0,45 m (Sartorius Stedium 
Biotech o equivalente) y se mantiene a -20 °C hasta el momento de su inyección en HPLC. 

Para ensayos de expresión de proteína mediante análisis de electroforesis de proteínas en 
geles con matriz de poliacrilamida, se extraen 1500 L de muestra que se mantienen a -20 
°C hasta el momento de su procesamiento. 

5.3   Materiales y métodos de síntesis orgánica 

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 petróleo, 
cloroformo y diclorometano. Los mismos fueron destilados previos a su uso. Para las micro-
extracciones de seguimiento de reacción se utilizó 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 purificación posterior. Las reacciones, cuando se requieren 
condiciones anhidras, se desarrollan en material de vidrio previamente secado por 
aplicación de calor, en atmósfera de nitrógeno o argón y utilizando solventes secos. 

En general el seguimiento de las reacciones se desarrolla por TLC según lo descrito en el 
apartado 5.4.1.  

Los productos de reacción, salvo que se explicite lo contrario se purifican por cromatografía 
flash usando sílica gel (Kieselgel 60, EM Reagents, 230-400 mesh). 

La caracterización de los productos se realiza por MS-ID, GC-MS, GC-MS con SPME, 1H y 13C 
RMN y rotación óptica de ser aplicable, según lo descrito en los apartados 5.4.4 a 5.4.7 y 
5.4.10  

5.3.3  Síntesis de 2-metoximetoxi-1-propanol (8) 

Protección del alcohol primario 

En un balón 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 CH2Cl2 seco a temperatura 
ambiente durante dos horas. La mezcla de reacción se diluye en éter con HCl 1N acuoso y se 
seca sobre Na2SO4. 
La reacción se sigue a través de TLC (utilizando como fase móvil Éter de Petróleo / Acetato 
de Etilo 8:1, Rf=0,2-0,3 revelador p-anisaldehído. La purificación se realiza mediante 
cromatografía en columna flash usando como solvente de elución Éter de Petróleo / Acetato 
de Etilo 10:1.  El producto de reacción (23) es un aceite. (70 %). 
Alternativamente se realiza la reacción en las siguientes condiciones: El 1,2-propanodiol (2)  
500 mg (6.57 mmol) se agrega a CH2Cl2 seco, la mezcla se enfría 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 reacción se detiene a los 15 minutos.  
La mezcla de reacción se diluye en CH2Cl2y se lava con solución de NaHCO3 saturada y se 
extrae con CH2Cl2. Se seca con Na2SO4 y se filtra. La purificación se desarrolla según se ha 
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descrito anteriormente,se eluye con Éter de Petróleo / Acetato de Etilo 10:1. El producto 
obtenido (23) es un aceite. (66 %). 

Reacción sobre alcohol secundario 

En un balón de dos bocas, en baño 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  CH2Cl2 seco y 
2.124 g (26.4 mmol)  de Cloro-metil-metil-eter (MOMCl) (25). La mezcla se agita durante una 
hora a 0 °C y posteriormente se mantiene agitación a Temperatura ambiente durante 12 
horas. Se  neutraliza el exceso de DIPEA (37) con HCl 1N (26.4 mL). Se extrae con CH2Cl2y se 
seca sobre Na2SO4. Se elimina el solvente y se purifica en columna flash eluyendo el 
producto con Éter de Petróleo:Acetato de Etilo 10:1. El seguimiento de la reacción se 
desarrolla en TLC con Éter de Petróleo:Acetato de Etilo 8:1. Esta reacción da lugar al 
producto de reacción (26). (58 %). 
Alternativamente, la reacción se desarrolla en un balón seco de dos bocas en baño de hielo 
recurriendo a la mezcla de 374 mg (1.975 mmol) del producto (23) con MOMCl (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 agitación a Temperatura ambiente durante 12 
horas. La neutralización de DIPEA (37) se realiza con HCl 1N (aproximadamente 84.7 mL). El 
resto de las condiciones se mantiene incambiada respecto a lo descrito anteriormente 
obteniéndose (26). (43%). 

Desprotección del alcohol primario  

En un balón de dos bocas en baño 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 
reacción se realiza en TLC usando CH2Cl2:CH3OH 96:4, Rf: 0.4.  La purificación del producto 
se desarrolla mediante cromatografía flash. Se empaca la columna con EP/AcOEt 7:3  y 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 reacción se desarrolla en balón agregando el producto (26) (118 mg, 
0,504 mmol) a una mezcla de AcOH:THF:H2O 4:2:2 (2 mL) a temperatura ambiente durante 
20 hs. 

El producto de reacción se neutraliza con solución saturada de NaHCO3, se lava con H2O y se 
extrae con CH2Cl2. Se seca sobre Na2SO4. El seguimiento de la reacción se realiza en TLC 
usando CH2Cl2:CH3OH 96:4, Rf: 0.4. La purificación de (8) se desarrolla mediante 
cromatografía flash en columna empacada con  CH2Cl2:CH3OH 98:2 se eluye en dos etapas, 
con CH2Cl2:CH3OH 98:2 y luego CH2Cl2:CH3OH 96:4.  Se obtiene el producto final 2-
metoximetoxi-1-propanol (7). (20 %). 
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5.3.4  Síntesis de (R)-2-metoxi metoxi-1-propanol (8a) 

Se reiteran las reacciones anteriormente descritas, que mejor desempeño presentan 
recurriendo como reactivo a (R)-1,2-propanodiol (2a). Se obtienen los productos 
intermediarios (23a) y (26a), para finalmente conducir a la obtención del producto final (8a). 
(61 %). 

 

5.3.5  Síntesis de propilencarbonato (7) 

En un balón 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 deCH2Cl2 seco. Finalmente, en baño de hielo, 130 
mg (0.657 mmol) de Difósgeno (26) es agregado por goteo muy lentamente. La reacción se 
deja avanzar por 5 horas a temperatura ambiente. El DIPEA (37) presente en la mezcla de 
reacción se neutraliza con HCl 1 N previo a desarrollar extracción con  CH2Cl2de (7). El 
extracto se seca con Na2SO4. El seguimiento de la reacción se realiza con TLC usando 
CHCl3/CH3OH 95:5.  (66 %). 

 

5.3.6  Síntesis de (R)-propilencarbonato (7a) 

Análogamente a lo previamente descrito se realiza la síntesis de (R)-propilencarbonato (7a)  
con los siguientes ajustes, se reemplaza el Propilenglicol (2) por el (R)-1,2-propanodiol (2a) y 
se utiliza Trifósgeno (27) en vez de Difósgeno (26) (reduciendo la dosificación de manera de 
mantener los equivalentes de fósgeno a reaccionar) (94 %). 

 

5.3.7     Síntesis enzimática de (R)-propilencarbonato (7a) 

En un balón de 100 mL equipado con agitación magnética, condensador y termómetro 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 reacción se adiciona lipasa de C. 
antarctica (Novozyme 435, 0.30 g) como biocatalizador y tamices moleculares de 5 Å (2.0 g) 
como sumidero del metanol (31) formado en la reacción de transesterificación. La reacción 
se lleva a cabo a 60 °C por 24 hs. Monitoreando la reacción por TLC usando como fase móvil 
CHCl3/CH3OH 95:5. (15 %) 

Una vez finalizada la reacción se centrifuga a 2000 rpm surante 10 min para remoción de 
lipasa y tamices moleculares. El sobrenadante se evapora bajo presión reducida para 
obtener un aceite incoloro- amarillento (7a). La identidad del producto obtenido se 
confirma por RMN (Ver Anexo III) y la pureza enantiomérica del se verifica mediante GC 
quiral. 
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5.3.8   Síntesis quimio-enzimática de lactaldehído(4) a partir de metilglioxal 1,1- 
dimetilacetal (32) 

Reducción de metilglioxal 1,1-dimetilacetal (32) con Saccharomyces cerevisiae 

En 100 mL de agua se disuelve metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) (500 L, 4,13 mmol) y 
sacarosa (10 g). En esa solución se suspenden 10 g de levadura de panificación 
(Saccharomyces cerevisiae). Se realizan en simultáneo  dos controles (blanco levadura y blanco 
sustrato). Se incuba a 30 °C en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos 
de reacción 0, 24 y 48 hs. A las 48 hs se filtra la solución y se continúa la reacción con el 
sobrenadanteconteniendo (33).  

Reducción de metilglioxal 1,1-dimetilacetal (32) con Daucus carota 

En 100 mL de solución acuosa de metilglioxal 1,1-dimetil acetal (32) (500 L, 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 simultáneo  dos controles (blanco zanahoria y blanco 
sustrato). Se incuba a 30 °C en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos 
de reacción 0, 24 y 48 hs. A las 48 hs se filtra la solución y se continúa la reacción con el 
sobrenadante conteniendo (33).   

Desprotección del dimetilacetal (33) 

La desprotección del dimetil acetal (33) obtenido en las etapas anteriores se realiza 
mediante incubación con 2 mL de resina Dowex 50W-X8 H+ durante 24 horas a temperatura 
ambiente obteniéndose una solución conteniendo lactaldehído (4).  

5.3.9 Síntesis enzimática de lactaldehído (4) a partir de metilglioxal (3) 

Reducción de metilglioxal (3) con Saccharomyces cerevisiae 

En 100 mL de agua se disuelve metilglioxal (3) (1000 L, 16,2 mmol) y sacarosa (10 g). En esa 
solución se suspenden 10 g de levadura de panificación (Saccharomyces cerevisiae). Se 
realizan en simultáneo  dos controles (blanco levadura y blanco sustrato). Se incuba a 30 °C 
en agitador orbital a 200 rpm. Se realizan muestreos a tiempos de reacción 0, 24 y 48 hs. A 
las 48 horas se interrumpe la reacción ensayándose la solución conteniendo los productos 
de reducción del carbonilo primario, el acetol (14),del carbonilo secundario, el lactaldehído 
(4)y el  producto de reducción de ambos carbonilos, el 1,2-propanodiol (2).   

Reducción de metilglioxal (3) con Daucus carota 

En 100 mL de solución acuosa de metilglioxal (3) (1000 L, 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 simultáneo  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 reacción 0, 24 y 48 hs. A 
las 48 horas se interrumpe la reacción ensayándose la solución conteniendo los productos 
de reducción del carbonilo primario,el acetol (14), del carbonilo secundario,el lactaldehído 
(4) y el producto de reducción de ambos carbonilos, el 1,2-propanodiol (2). 

5.3.10  Síntesis química de DL-lactaldehído (4) 

La síntesis de DL-lactaldehído (4) se realiza siguiendo la técnica descrita por Grochowski y 
colaboradores con modificaciones.395 

Reducción 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 NaBH4 (40) manteniendo agitada la 
solución sobre baño de hielo. La solución resultante se agita por 1 hora a temperatura 
ambiente, se centrifuga para separar el exceso de sólido y la capa metanólica se evapora 
con corriente de nitrógeno. El producto resultante DL-lactaldehído dimetil acetal (33) se 
disuelve en 4 mL de CH2Cl2 y se lava con 2 mL de solución de NaHCO3.  

Se separan las fases y la capa orgánica se separa y se seca con Na2SO4 obteniéndose (33) 
bajo la forma de un aceite incoloro.  

Desprotección del acetal 

La desprotección del dimetil acetal (33) obtenido en la etapa anterior se realiza mediante 
incubación con 2 mL de resina Dowex 50W-X8 H+ (200 a 400 mesh) durante 18 horas a 
temperatura ambiente obteniéndose la solución de DL-Lactaldehído (4).  

5.3.11   Datos de espectroscopía y rotación óptica 

1-(tert-butildimetilsilil)oxi-2 propanol (23) 

1H RMN: (CDCl3, 400 MHz), δ (ppm):  3.58 (dd,J12=1.6 Hz J23=1.9 Hz, 1H, CH3-CH-O), 3.56 (m, 
J23=1.9 Hz, 1H, CH-CH2-O), 3.35 (m,J23=1.9 Hz, 1H, CH-CH2-O), 2.52 (s, 1H, C-OH), 1.11 (d, J1= 
1.6 Hz, CH3-CH), 0.90 (s, 9H, C-(CH3)3), 0.07 (s, 6H, Si-(CH3)2). 13C RMN (CDCl3, 400 MHz) δ 
(ppm): 68.95 (CH-CH2-O),68.30 (CH3-CH-O), 26.23 (C-(CH3)3), 18.51 (CH3-C), -5.02 (Si-(CH3)2).   

tert-butil(2-metoximetoxipropoxi)dimetilsilano(26) 

1H RMN: (CDCl3, 400 MHz), δ (ppm):  4.55 (m, 2H, O-CH2-O), 3.60 (m, 1H, CH3-CH-O), 3.47 
(m, 1H, CH-CH2-O), 3.35 (m, 1H, CH-CH2-O), 3.23 (s, 1H, C-OH), 3.44 (s, 3H, O-CH3), 0.99 (d, 
J=2.6 Hz, 3H, CH3-CH), 0.75 (s, 9H, C-(CH3)3), -0.07 (s, 6H, Si-(CH3)2). 13C RMN (CDCl3, 400 
MHz) δ (ppm): 95.74 (O-CH2-O), 69.67 (CH3-CH-O), 67.51 (CH-CH2-O), 55.29 (O-CH3), 26.05 
(C-(CH3)3), 17.57 (CH3-C),-0.07 (Si-(CH3)2). 
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(R)-2-metoximetoxi-1-propanol (8a) 

1H RMN: (CDCl3, 400 MHz), δ (ppm):  4.73 (m, 2H, O-CH2-O), 3.73 (dd, J12=4 Hz  J23=3 Hz, 1H, 
CH3-CH-O), 3.71 (s, 1H, C-OH), 3,64 (m, J12=4 Hz, 1H, CH-CH2-O), 3,52 (m, J23=3 Hz, 1H, CH-
CH2-O), 3.44 (s, 3H, O-CH3), 1.18 (d, J23=4 Hz, 3H, CH3-CH). 13C RMN (CDCl3, 400 MHz) δ 
(ppm): 95.94 (O-CH2-O), 74.34 (CH3-CH-O), 67.69 (CH-CH2-O), 55.54 (O-CH3), 17.67 (CH3-C). 
[α]D20: (R)= -33.23. TR en GC quiral (R): 30.233 min. 

(R)-propilencarbonato (7a)  

1H RMN, (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm): 4.86 (ddd, JCH-CH3=8 Hz, JCH-CH2=8 Hz, 1H, CH3-CH-CH2), 
4.57 (dd, JCH2-CH=8 Hz, JCH2-CH2=8 Hz, 1H, CH-CH2-O), 4.04 (dd, JCH2-CH= 8Hz, JCH2-CH2=8 Hz, 1H, 
CH-CH2-O), 1.50 (d, JCH-CH2=8 Hz, 3H,CH3). 13C RMN (CDCl3, 400 MHz) δ (ppm): 155.1 (C=O), 
73.54 (CH3-CH-O), 70.66 (CH-CH2-O), 19.11 (CH3-C). tR(R)-propilencarbonato (7a) = 23.85 min 
(GC quiral), e.e. > 99%. 

Lactaldehído (4) 

1H RMN, (D2O, 400 MHz) δ (ppm): 1.27 (d, JCH-CH3=4 Hz, 3H, CH3-CH-OH), 2.58 (s, 1H, CH3-CH-
OH), 4.28 (m (parcialmente cubierto por señal del D20), JCH2-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 analíticas 

5.4.1Cromatografía en capa fina 

Las cromatografías en capa fina (TLC) fueron llevadas a cabo en placas de sílica gel 60F-254  
Mallinckrodt y visualizadas con luz UV (254 nm) y/o reveladas primeramente en cámara de 
Yodo y posteriormente con Anisaldehído-H2SO4-Etanol o Ácido Fosfomolíbdico. 

5.4.2   Cromatografía gaseosa 

Los ensayos de seguimiento de reacciones desarrollados mediante Cromatografía Gaseosa  
se realizaron en Cromatógrafos Shimadzu, con diferentes columnas y condiciones de 
reacción según se describe en la Tabla 5.13 

En todos los casos se inyecta 1 L del extracto obtenido en disolvente orgánico. El gas 
carrier empleado en todos los ensayos es H2 (3 mL/min), el sistema de inyección 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 cromatografía gaseosa quiral - acetilación 

Las derivatizaciones de los productos de Biotransformación para ensayo en Cromatografía 
Gaseosa Quiral de 1,2-propanodiol (2) se realizan adicionando a 100 L de muestra obtenida 
de HPLC preparativa previamente liofilizada, 5 L de Trietilamina (36) y 10 L de Anhídrido 
Acético (41). 

Se agita 10 veces por inversión y se deja reposar 10 minutos previo a la inyección del 
producto acetilado.  

Similar procedimiento se realiza para los estándares (R)-1,2-propanodiol (2a) y (S)-1,2-
Propanodiol (2b). 

Tabla 5.13: Condiciones utilizadas en ensayos por Cromatografía Gaseosa. 

Descripción de 
análisis 

Sustrato Columna  Programa de Temperatura 

No quiral 
Cromatógrafo 

Shimazdu 2014 

-Etil Acetato      
de Etilo (5) 

Carbowax 20       
L=30 m,                         

Dint= 0,25 mm;                        
0,25 m   

 

60 °C (5 min) - 8 °C/min  hasta 140 °C - 
25 °C/min hasta 240 °C – 240 °C (5 min).           

Split (relación 1:50) con TSplit: 220 °C.             
TFID= 240 °C    

 

Quiral  
Cromatógrafo 

Shimadzu 2010 

1,2-Propanodiol (2)(a)             
Ácido Láctico (11)(b) 

 

Mega - Dex DAC              
L=25 m,  

Dint= 0,25 mm; 
Tmáx=230 °C,                   
ID#: 14768   

 

40 °C (10 min) - 2 °C/min  hasta 100 °C - 
100 °C (1 min) - 25 °C/min hasta 210 °C – 

210 °C (5 min).                                                
Split (relación 1:50) con TSplit: 250 °C.             

TFID= 250 °C 
 

No quiral  
GC-MS  

Shimazdu  

Lactaldehído (4) 
(SPME) 

Carbowax 20                   
L=30 m,               

Dint= 0,25 mm;                        
EF=0,4 m            

Tmáx=250 °C,    

40 °C (5 min) - 5 °C/min  hasta 150 °C - 
15 °C/min hasta 240 °C – 240 °C (5 min).           

Split (relación 1:50) con TSplit: 101 °C.             
TFID= 250 °C (c) 

 

Quiral  
Cromatógrafo 

Shimadzu 2010 

2- Metoximetoxi-1-
Propanol (8) 

Propilencarbonato 
(7)  

Megadex det-tbs  
Fase estacionaria: 
Dietil t-butil silil -

ciclodextrina. 
Temp. Max: 230ºC 

 
60 °C (5 min) -0, 5 °C/min  hasta 80 °C 

10 °C/min hasta 150 °C – 150 °C (5 min).           
Split (relación 1:50) con TSplit: 220 °C.             

TFID= 250 °C(c) 
 

 
      

(a)Producto de acetilación, (b) Producto de metilación, (c) Método base, se ensayan variantes sobre esta base. 

Derivatización para cromatografía gaseosa quiral – formación de metilésteres 

La derivatización de muestras de biotransformaciones destinadas a ensayo en 
Cromatografía Gaseosa Quiral de ácido láctico (11) se realiza adicionando a una solución de 
concentración aproximada de 10 mol/mL en H2O; 0,1 mL de H2SO4 y 1,0 mL de metanol 
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(31). La mezcla así 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 reacción se realiza una extracción con 200 mL de CH2Cl2, se agita en vórtex 
durante 1 minuto y se centrifuga. La fracción orgánica se separa para inyección en GC-quiral.  

Se realiza el procedimiento descrito para el producto racémico D/L-(+/-)-ácido láctico (11a)  y 
para el L-(+)-ácido láctico (11b), procediendo a asignar en el cromatograma por diferencia el 
pico correspondiente al obtenido para el D-(-)-Ácido Láctico (11a) . Se procede de esta forma 
al no ser posible obtener estándar comercial de D-(-)-ácido láctico (11a). 

5.4.3   Cromatografía líquida 

Los ensayos de HPLC se llevan a cabo inicialmente en el cromatógrafo Waters 590-Millipore 
y posteriormente en el Cromatógrafo Shimadzu LC-20AT, con columna Supelcogel® 610H  
(30 cm, 7.8 mm, ID59304-U).  

Fase Móvil: H2SO4 0.005 N ó CH2O2 25 mM. Flujo: 0.5 mL/min. Temperatura de columna: 35 
°C. Detector: Índice de refracción RID-10A. Volumen de inyección: 20 L. 

La preparación de la fase móvil en análisis de muestras de HPLC se realiza con H2SO4 
concentrado (95 – 98) %, provisto por J.T. Baker® disuelto en agua Milli-Q hasta alcanzar la 
concentración deseada. 

La preparación de ácido fórmico (13)  como fase móvil se realiza con CH2O2  adquirido a 
Sigma Aldrich®, disuelto en agua Milli-Q hasta alcanzar la concentración deseada. 

Por defecto la fase móvil utilizada es H2SO4, se recurre a CH2O2 como fase móvil cuando se 
requiere resolver los picos asignados a ácido láctico (11)  y glicerol (1)  que no presentan 
buena resolución en fase móvil H2SO4. 

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 lográndose resultados 
concluyentes en muestras de ácido láctico (11) . 

5.4.4 Espectrometría de masas (MS-ID) 

Los ensayos de Espectrometría de Masas mediante Inyección 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 Cromatografía gaseosa - espectrometría de masas (GC-MS) 

Los ensayos de Cromatografía Gaseosa - Espectrometría 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 (relación 1:50) con TSplit: 220 °C. Volumen inyectado: 1µL de la 
muestra extraída.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  Cromatografía gaseosa- espectrometría de masas con SPME (Solid Phase 
Micro Extraction) 

Para la confirmación de identidad de productos de síntesis volátil (caso del lactaldehído (4) 
sintetizado) se recurre a  cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC-
MS) a partir de muestra extraída en fase sólida (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 adsorción: 30 °C, 30 min. 
Condiciones cromatográficas: 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 (relación 1:50) Tinyector= 150 °C. 

5.4.7   Resonancia magnética nuclear 

Los espectros de RMN se realizan en un espectrómetro Bruker Avance DPX-400. Los 
desplazamientos químicos () se expresan en partes por millón (ppm) utilizando 
Tetrametilsilano (42) como referencia. Las constantes de acoplamiento (J) están expresadas 
en Hertz.  

5.4.8   Asignación de compuestos en cromatogramas de HPLC 

La asignación 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-
inyección con estándares comerciales  para aquellos productos disponibles comercialmente 
y a partir de productos de síntesis en el caso del lactaldehído (4).  
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Tiempos de retención asignados en las condiciones de cromatografía usadas enHPLC 

En la Tabla 5.14 se resumen los tiempos de retención asignados para cada compuesto de 
interés en base a la metodología descrita con anterioridad. 

Si bien estos tiempos de retención presentan pequeñas variacionesa lo largo del tiempo (en 
comparación interdiaria) el perfil de elución se mantiene inalterado. 

La asignación de tiempos de retención tabulada anteriormente resulta válida solamente 
para las condiciones de ensayos descritas en el apartado 5.4.3 “Cromatografía líquida” en 
cromatógrafo Shimadzu LC-20AT.  

Tabla 5.14: Tiempos de retención asignados para compuestos relevantes en 
biotransformaciones de glicerol (1) /glucosa (6) en las condiciones de ensayo descritas. 

Compuesto Tiempo de  
retención (min) 

Glucosa (6)  
Metilglioxal (3) 

Lactaldehído (4) 
Lactato (11) 
Glicerol (1)  

Formiato (13) 
Acetato (10) 

1,2-Propanodiol (2) 
Hidroxiacetona (14) 

Etanol (12) 
MOPS (15) 

12.95 
16.37 
17.23 
17.36 
18.07 
19,12 
20.53 
22.22 
23.42 
27.40 
28.84 

 

5.4.9   Asignación de compuestos en cromatografía gaseosa 

Análisis de la bio-reducción de -etil acetoacetato de etilo (5) 

La asignación de los picos obtenidos en los cromatogramas de GC a diferentes tiempos de 
retención se realiza en base a los resultados obtenidos con cepas con actividad descrita. Los 
compuestos anti (2S, 3S) y syn (2R, 3S) se obtienen de la reducción de este sustrato 
mediante E. coli BL21(DE3)yqhE(pPP4) y E. coli JM105(pKTS3) de acuerdo a lo descrito en la 
bibliografía.330,376 
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Tabla 5.15: Tiempos de retención asignados para -Etil acetoacetato de etilo (5) y los 
posibles alcoholes productos de biorreducción en las condiciones de ensayo descritas. 

Compuesto Tiempo de retención (min) 

-etil acetoacetato de etilo 14.5 

anti (2S-3S)--etil--hidroxibutirato de etilo (43) 16.5 

syn (2R-3S)--etil--hidroxibutirato de etilo (44) 17.4 

Los estándares utilizados para identificar los productos de reducción de Etil acetoacetato 
de etilo (5) se obtuvieron mediante: 

- Reducción con NaBH4(40) en Etanol (12), para la obtención de los cuatro alcoholes 
posibles. Aportados por la Dra. Paola Panizza.375 

- Biotransformación mediante la cepa E.coliBL21(DE3)yqhE(pPP4),con esta cepa se 
obtiene como producto mayoritario el isómeroanti (2S-3S)--etil--hidroxibutirato 
de etilo (43).375,376 

- Biotransformación mediante la cepa E.coliJM105(pKTS3).En esta biotransformación 
se obtiene como único producto el alcohol con configuraciónsyn (2R-3S)--etil--
hidroxibutirato de etilo (44).330 

5.4.10 Determinación de rotación óptica 

La medida de rotación óptica se realiza en un polarímetro Kruss OPtronic GmbH P8000 en 
una celda de 0.5 dm (concentración expresada en g/100 mL). Las soluciones se preparan en 
CHCl3.  

5.4.11 Separación e identificación de productos de biotransformación 

La separación de productos de biotransformación con fines de identificación o de 
confirmación de identidad se realiza colectando las diferentes fracciones eluidas en el 
puerto de salida del detector IR.  

Atendiendo a la dilución de las muestras se reitera esta operación sobre múltiples 
reiteraciones de una misma muestra. Con la finalidad de favorecer la separación completa y 
facilitar la colecta de los diferentes productos se reduce la presión en la bomba del HPLC, 
con la consecuente disminución 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 observación de la señal en 
monitor en tiempo real. 
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Figura 5.2: Fracciones  colectadas para identificación por MS-ID. 

La verificación de una adecuada separación se realiza a través de la reinyección de una 
alícuota de una de las fracciones separadas confirmando presencia únicamente del 
producto esperado. Las muestras se liofilizan a efectos de remover la fase acuosa presente 
previo a su  análisis mediante Espectrometría de Masas por Inyección Directa.  

 

5.4.12  Parámetros utilizados para caracterizar las biotransformaciones a partir de 
las áreas obtenidas en los cromatogramas. 

% Conversión=100 ∗ ∑(á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠)/ ∑(á𝑟𝑒𝑎 𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜𝑠 + á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜𝑠) 

 
% Exceso diasteromérico  =  100 * ((á𝑟𝑒𝑎d may - á𝑟𝑒𝑎 d min)/( á𝑟𝑒𝑎 d may + á𝑟𝑒𝑎 d min)) 

d may: Diasterómero mayoritario      d min: Diasterómero minoritario 

 
Relación de Área=    á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜 𝑖 / á𝑟𝑒𝑎 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎(buffer MOPS (15) ) 

 

i)Separación de fracciones  
      (∑ 𝑛  corridas). 
ii)Liofilizado. 
iii)Recuperación en  MeOH. 
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5.4.13  Certificados de ensayo y especificaciones técnicas de glicerina obtenida en 
proceso productivo de biodiésel 

 
Figura 5.3: Especificación glicerina de splitting ALUR. 

ESPECIFICACIÓN DE MATERIAL

23/03/2015

Ing. Andrés Pena

CODIGO PRODUCTO:
DESCRIPCIÓN: 

1- CARACTERÍSTICAS TÉCNICAS

CARACTERÍSTICA ESPECIFICACIÓN UNIDAD METODO DE ENSAYO

Punto de Inflamación 40 - 60 ºC ASTM D9307

Contenido de Agua (Karl Fischer) <12 %(m/m) UNIT ISO - 12937

Viscosidad a 25ºC 0,047 Pa.s ASTM D445

Densidad a 20ºC 1,20-1,25 g/ml ASTM D4052

Cenizas <7 %(m/m) ASTM D5468-95

PCI base seca 14.200 kJ/kg ASTM D5468-95

Materia grasa <1 %(m/m) AOAC Met14019

pH 5-7 - Dilución 1/10

Contenido de metanol <5 % (m/m)
Medida indirecta con 

Flash Point

Cloruros <3 % (m/m) BS5711-12:1979

2- CARACTERÍSTICAS GENERALES

3- EMBALAJE

4- VALIDACIÓN DE CALIDAD
El producto se entrega con certificado de análisis que puede incluir los siguientes ensayos: Punto de 
inflamación, contenido de agua y densidad a 20ºC. En caso de ser necesario se determina contenido de glicerol 
y materia grasa. 
Se requiere la validación de la carga, previo al envío, mediante los ensayos de contenido de agua y Punto de 
Inflamación.

ND

Entrega a granel en camión cisterna. Opcional en isotanque, IBC y/o tambores.

Subproducto de la producción 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 HCl.

Glicerina de splitting

USP 32 GlycerinContenido de glicerol 70-80 %(m/m)



 
 

198 
 

 

 

Figura 5.4: Especificación glicerina cruda ALUR.  
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Anexo I 

Curvas de calibración 
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Página intencionalmente dejada en blanco  
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A partir de estándares comerciales de los diferentes productos se preparan soluciones de 
concentración conocidas. Se correlacionan las concentraciones en g/L de las diferentes  
soluciones y el área 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 (Área HPLC) - 0,031 

 
Figura AI.1: Curva de calibración de 1,2-propanodiol (2) para cuantificación en HPLC. 
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Glicerol (1)  
C (g/L) glicerol (1) = 3E-06 x (Área HPLC) + 0,010 

 
Figura AI.2: Curva de calibración de glicerol (1)  para cuantificación en HPLC. 

 

Glucosa (6)  
C (g/L)glucosa (6) = 5E-06 x (Área HPLC) + 0,165 

 
Figura AI.3: Curva de calibración de glucosa (6)  para cuantificación en HPLC. 
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Metilglioxal (3) 
C (g/L)metilglioxal (3)= 5E-06 x (Área HPLC) – 0,020 

 
Figura AI.4: Curva de calibración de metilglioxal (3) para cuantificación en HPLC. 

 
 
Ácido Láctico (11)  

C (g/L) ácido láctico (11) = 7E-06 x (Área HPLC) – 0,039

 
 

Figura AI.5: Curva de calibración de ácido láctico (11)  para cuantificación en HPLC. 
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Ácido Fórmico (13)  
C (g/L) ácido fórmico (13) = 1E-05 x (Área HPLC) – 0,064 

 
Figura AI.6: Curva de calibración de ácido fórmico (13)  para cuantificación en HPLC. 

 
Acetato (10)  

C (g/L) acetato (10) = 2E-05 x (Área HPLC) + 0,089 

 

Figura AI.7: Curva de calibración de acetato (10)  para cuantificación en HPLC. 
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Etanol (12)  
C (g/L) etanol (12) = 9E-06 x (Área HPLC) + 0,204 

 

Figura AI.8: Curva de calibración de etanol (12)  para cuantificación en HPLC. 
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Anexo II 

Lactaldehído (4) como intermediario de 
biotransformaciones de  

metilglioxal (3)/glicerol (1)/glucosa (6)  
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1: Estándar de lactaldehído (4) (síntesis química). 
2: Biotransformación de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6)  con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-FRT. 
3: Biotransformación de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6)  con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS3). 

4: Biotransformación de metilglioxal (3)/glicerol (1) /glucosa (6)  con E. coli FMJ39-T7pol-Gm-
FRT(pWS4). 

Figura AII.1: CG-Quiral de lactaldehído (4) estándar y muestras de biotransformación de 
metilglioxal (3)/glicerol (1)/glucosa (6). 

 
Figura AII.2: RMN 1H de lactaldehído (4). 
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Anexo III 

RMN - Síntesis enzimática de  

(R)-propilencarbonato (7a)  
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Figura AIII.1: RNM 13C de producto de reacción y blanco (sin lipasa). 

 

 
Figura AIII.2: RNM 1H de producto de reacción y blanco (sin lipasa). 
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Anexo IV 

Estimación de incertidumbre en las 
determinaciones cuantitativas en HPLC 
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Estimación de incertidumbre en las determinaciones cuantitativas 

Estimación de incertidumbres en repeticiones 

Una misma muestra se inyecta 16 veces en HPLC en las mismas condiciones en el transcurso 
de un mismo día 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 calibración con las que se calcula la 
concentración (expresada en g/L). En los casos en que no se cuenta con curva de calibración 
a efectos de una adecuada representación 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 máximo, el valor mínimo, la desviación 
estándar así como la relación existente entre la desviación estándar y el valor medio de las 
medidas obtenidas para cada producto (en g/L o en área dependiendo de los productos). 



 
 

240 
 

 
Figura AIV.1: Cromatograma en HPLC típico en fase móvil H2SO4. 

Tabla AIV.1: Concentración obtenida para cada reactivo y producto de reacción en cada 
repeticiónde medida, Valores máximo, mínimo, media y desviación estándar. 

 
*En el caso del producto lactaldehído (4) y el buffer MOPS (15)  se representa  Área * 1E-6. 

A continuación se representa la Concentración media y rango calculado según: 
(Concentración máxima – Concentración mínima) y por otro lado Concentración media y 
rango calculado según: (Media + 3*Desviación Estándar, Media – 3*Desviación Estándar). 

 

 

1 2

3

4 5 6 7

8

1:  glucosa                 3:  glicerol 5:  acetato 7:  etanol
2:  lactaldehído 4: formiato          6: 1,2-propanodiol        8: MOPS

Glucosa Lactaldehído 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

Repetición 1 2,30 0,74 4,45 1,48 4,15 0,18 0,92 1,05
Repetición 2 2,36 0,75 4,57 1,52 4,26 0,18 0,93 1,08
Repetición 3 2,08 0,66 3,99 1,31 3,71 0,15 0,84 0,94
Repetición 4 2,29 0,74 4,44 1,49 4,14 0,18 0,91 1,04
Repetición 5 2,55 0,83 4,95 1,65 4,59 0,19 1,01 1,20
Repetición 6 2,26 0,73 4,37 1,48 4,10 0,17 0,92 1,05
Repetición 7 2,25 0,72 4,35 1,46 4,06 0,17 0,89 1,02
Repetición 8 2,25 0,76 4,33 1,34 3,68 0,15 0,89 1,04
Repetición 9 2,09 0,67 4,00 1,38 3,93 0,19 0,86 0,96

Repetición 10 2,21 0,71 4,25 1,43 4,02 0,17 0,88 1,02
Repetición 11 2,02 0,64 3,85 1,29 3,65 0,15 0,82 0,93
Repetición 12 1,94 0,62 3,69 1,23 3,50 0,14 0,78 0,89
Repetición 13 2,22 0,72 4,28 1,44 4,03 0,17 0,86 1,03
Repetición 14 1,93 0,61 3,67 1,22 3,46 0,14 0,76 0,88
Repetición 15 2,04 0,65 3,89 1,31 3,68 0,15 0,79 0,93
Repetición 16 1,82 0,58 3,45 1,18 3,39 0,16 0,69 0,81

Máx 2,55 0,83 4,95 1,65 4,59 0,19 1,01 1,20
mín 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 / 
Media)*100

2,2 2,4 2,3 2,3 2,1 2,5 2,2 2,4

 Concentración de Producto (g/L) *
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Figura AIV.2: Concentraciones medias y rangos valor máximo, valor mínimo (g/L) para 

sustratos y productos en repeticiones.  
 
 

 
Figura AIV.3: Concentraciones medias (g/L) y rangos ± 3 x Desviación Estándar/(161/2)  

para sustratos y productos en repeticiones.  
*Para lactaldehído (4) y MOPS (15)  se representa Área x 1 E-6. 

En las representaciones de biotransformaciones salvo que se indique otra condición se 
representa como barra de error el 5 % del valor medio. Este valor según surge de la Tabla 
AIV.1 cubre es la cota máxima de las incertidumbres obtenidas a partir de la estimación de 
la desviación estándar con 16 repeticiones. 
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Estimación de incertidumbres en réplicas 

A partir de datos de concentración 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 análisis de incertidumbre asociada a 
las réplicas. 

Tabla AIV.2: Desviación estándar en triplicados de réplicas–Muestras a 24 hs y 48 hs. 

 
Se representa la media obtenida en las determinaciones y el rango calculado según 2 veces 
la desviación estándar (tomada como aproximación del error aleatorio) en cada ensayo para 
cada tiempo de evaluación. 

 
Figura AIV.4: Determinación de 1,2-propanodiol (2). Estimación de incertidumbres en 

réplicas en 3 ensayos diferentes realizados por triplicado, 24 y 48 hs, media ± 2*desviación 
estándar. 

En caso de desear representarse resultados de réplicas se representan con una barra de 
error estimada a partir del 10 % del valor medio. 

Ensayo 1 Ensayo 2 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

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

Tiempo de muestreo 24 horas

Tiempo de muestreo 48 horas
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…pero hoy lo haría. 

Líber Falco  

(1906-1955) 


