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Resumen  

El objetivo general de esta Tesis fue profundizar en el estudio del potencial de cepas inmovilizadas de 

Gluconobacter como biocatalizadores en la obtención de compuestos de interés industrial. Se planteó la hipótesis 

de que estrategias no tradicionales de inmovilización mejorarían significativamente la aplicabilidad industrial de 

las cepas de Gluconobacter, permitiendo una producción eficiente de compuestos a partir de glicerol y sus 

derivados. En particular, se esperaba que las cepas mutantes de Gluconobacter y su inmovilización en soportes 

no convencionales mejoraran la producción de ácido glicérico (AG) y otros compuestos, mientras que la 

implementación de cascadas biocatalíticas integradas permitieran la síntesis efectiva de productos aminados. 

Se realizó un análisis sobre la capacidad de oxidación de Gluconobacter oxydans (Gox) en derivados de glicerol 

con el objetivo de obtener cetonas útiles para la síntesis de compuestos aminados. Se logró mejorar la producción 

de AG utilizando células en reposo de Gluconobacter frateurii (Gfr), desarrollando una metodología económica 

que también serviría como control para futuras reacciones con preparaciones inmovilizadas. Los resultados 
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obtenidos demostraron un notable potencial de las cepas Gox y Gfr para la obtención de compuestos oxidados a 

partir de glicerol, con la producción de dos cetonas nuevas, 1-etoxi-3-hidroxipropan-2-ona (EHA) y 1-hidroxi-3-

(2,2,2-trifluoroetoxi)propan-2-ona (3FHA), y la capacidad de obtención de AG por células en reposo utilizando 

solamente agua. 

Asimismo, se utilizaron técnicas de modificación genética racional para generar mutantes de Gluconobacter, 

obteniéndose cepas fluorescentes de Gfr y Gox que expresan la proteína mCherry, lo que resultó fundamental para 

el estudio de la arquitectura de preparaciones inmovilizadas. Además, se abordó el desarrollo de un mutante de 

Gfr capaz de producir únicamente AG a partir de glicerol sin la acumulación del coproducto dihidroxiacetona (DHA) 

utilizando herramientas CRISPR. Esto sienta un antecedente sin precedentes en la modificación genética de esta 

cepa utilizando este abordaje. 

Se evaluaron diversas técnicas no tradicionales de inmovilización en Gluconobacter, incluyendo el atrapamiento 

en matrices híbridas de polímeros orgánicos y materiales nanoparticulados, la integración con nanomateriales 

silíceos, la generación de cubiertas unicelulares y la unión a materiales obtenidos por impresión 3D. Los 

resultados subrayaron la importancia de la inmovilización como estrategia de estabilización de este 

biocatalizador, y de seleccionar adecuadamente la matriz de inmovilización para mejorar los resultados en las 

biotransformaciones. 

Finalmente, se diseñó e implementó una estrategia innovadora de co-inmovilización para combinar 

biocatalizadores enzimáticos con cepas de Gluconobacter, permitiendo la realización de una cascada en formato 

1-Pot para la preparación de serinol. En un abordaje inédito, esta estrategia utilizó esporas artificiales decoradas 

con una transaminasa inmovilizada por colas de histidina en la superficie bacteriana. Asimismo, se utilizó una 

nueva estrategia de funcionalización sobre nanopartículas de sílica biomimética para la inmovilización de la 

transaminasa. Este inmovilizado se logró acoplar en una reacción en 2-Pot en conjunto con Gox, donde el etil 

gliceril eter (EGE) fue oxidado a EHA, siendo luego modificado por aminación reductiva para obtener 2-Amino-3-

etoxipropan-1-ol (2A3EP). Este compuesto es una amina quiral con potencial en síntesis de fármacos, que nunca 

había sido sintetizado utilizando esta estrategia. 

Los resultados de esta Tesis Doctoral no solo avanzaron el conocimiento sobre el comportamiento de 

Gluconobacter como biocatalizador, sino que también contribuyeron a la biocatálisis y las biotransformaciones 

en general, con nuevas estrategias de mejora de procesos biosintéticos y biocatalizadores. Los estudios realizados 

han abierto varias nuevas líneas de investigación, que continúan siendo exploradas para expandir las aplicaciones 

y mejorar las reacciones biocatalíticas de Gluconobacter. 
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Abstract 

The overall objective of this thesis was to further explore the potential of immobilized Gluconobacter strains as 

biocatalysts for the production of compounds of industrial interest. The hypothesis proposed was that non-

traditional immobilization strategies would significantly enhance the industrial applicability of Gluconobacter 

strains, enabling the efficient production of compounds from glycerol and its derivatives. Specifically, it was 

anticipated that mutant strains of Gluconobacter immobilized on unconventional supports would improve the 

production of glyceric acid (AG) and other compounds, while the implementation of integrated biocatalytic 

cascades would allow for the effective synthesis of aminated products. 

An analysis was conducted on the oxidation capacity of Gluconobacter oxydans (Gox) on glycerol derivatives with 

the aim of obtaining ketones useful for the synthesis of aminated compounds. The production of AG was 
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successfully enhanced using resting cells of Gluconobacter frateurii (Gfr), developing a cost-effective methodology 

that also served as a control for future reactions with immobilized preparations. The results demonstrated a 

notable potential of the Gox and Gfr strains for producing oxidized compounds from glycerol, including the 

production of two new ketones, 1-ethoxy-3-hydroxypropan-2-one (EHA) and 1-hydroxy-3-(2,2,2-

trifluoroethoxy)propan-2-one (3FHA), as well as the ability to obtain AG from resting cells using only water. 

Furthermore, rational genetic modification techniques were used to generate Gluconobacter mutants, resulting in 

fluorescent Gfr and Gox strains expressing the mCherry protein, which was crucial for studying the architecture of 

immobilized preparations. Additionally, a mutant Gfr strain capable of producing only AG from glycerol without 

accumulating the by-product dihydroxyacetone (DHA) was attempted using CRISPR tools. This represents an 

unprecedented milestone in the genetic modification of this strain using this approach. 

Various non-traditional immobilization techniques for Gluconobacter were evaluated, including entrapment in 

hybrid matrices of organic polymers and nanoparticulated materials, integration with siliceous nanomaterials, 

single-cell encapsulation, and attachment to materials obtained by 3D printing. The results underscored the 

importance of immobilization as a stabilization strategy for this biocatalyst and the need to carefully select the 

immobilization matrix to improve biotransformation outcomes. 

Finally, an innovative co-immobilization strategy was designed and implemented to combine enzymatic 

biocatalysts with Gluconobacter strains, enabling a 1-Pot cascade reaction for the preparation of serinol. In an 

unprecedented approach, this strategy utilized artificial spores decorated with a histidine-tagged transaminase 

immobilized on the bacterial surface. Additionally, a new functionalization strategy on biomimetic silica 

nanoparticles was employed for transaminase immobilization. This immobilized enzyme was successfully coupled 

in a 2-Pot reaction together with Gox, where ethyl glycerol ether (EGE) was oxidized to EHA, followed by reductive 

amination to obtain 2-Amino-3-ethoxypropan-1-ol (2A3EP). This compound is a chiral amine with potential in drug 

synthesis, and it had never been synthesized using this strategy before. 

The results of this Doctoral Thesis not only advanced the understanding of Gluconobacter as a biocatalyst, but also 

contributed to biocatalysis and biotransformation in general, with new strategies for improving biosynthetic 

processes and biocatalysts. The studies conducted have opened several new lines of research that are being 

further explored to expand applications and enhance biocatalytic reactions of Gluconobacter. 

 

  



 

ix 

 

Índice  

Agradecimientos ............................................................................................................................................ iii 

Resumen ......................................................................................................................................................... v 

Abstract ........................................................................................................................................................ vii 

Índice ............................................................................................................................................................. ix 

Lista de abreviaturas ....................................................................................................................................... xi 

Introducción general ....................................................................................................................................... 2 

Objetivos....................................................................................................................................................... 30 

CAPÍTULO 1: Oxidación de glicerol y derivados por células en reposo de cepas de Gluconobacter ..................... 32 

1.1. Introducción ...................................................................................................... 32 

1.2. Materiales y métodos ........................................................................................... 42 

1.3. Resultados y discusión .......................................................................................... 46 

1.4. Conclusiones parciales ......................................................................................... 62 

CAPÍTULO 2: Modificación genética de cepas de Gluconobacter ...................................................................... 64 

2.1. Introducción ...................................................................................................... 64 

2.2. Materiales y métodos ........................................................................................... 76 

2.3. Resultados y discusión .......................................................................................... 86 

2.4. Conclusiones parciales ....................................................................................... 118 

CAPÍTULO 3: Inmovilización de cepas de Gluconobacter en matrices no tradicionales .................................... 120 

3.1. Introducción .................................................................................................... 120 



 

x 

 

3.2. Materiales y métodos ......................................................................................... 135 

3.3. Resultados y discusión ........................................................................................ 143 

3.4. Conclusiones parciales ....................................................................................... 180 

CAPÍTULO 4: Gluconobacter como herramienta en cascadas biocatalíticas ................................................... 185 

4.1. Introducción .................................................................................................... 185 

4.2. Materiales y métodos ......................................................................................... 189 

4.3. Resultados y discusión ........................................................................................ 195 

4.4. Conclusiones parciales ....................................................................................... 220 

Perspectivas futuras .................................................................................................................................... 223 

Conclusiones generales ............................................................................................................................... 241 

Anexos ........................................................................................................................................................ 244 

Bibliografía .................................................................................................................................................. 350 

 

 

  



 

xi 

 

Lista de abreviaturas  

Compuestos químicos 

• 1,2,4-BT: 1,2,4-Butanotriol 

• 1,3-PDO: 1,3-Propanodiol 

• 2A3EP: 2-Amino-3-etoxipropan-1-ol 

• 2-KM: 2-Ketomioinositol 

• 3-DHS: 3-Deshidroshikimato 

• 3FGE: 3-Fluoroetil gliceril éter, 3-(2,2,2-trifluoroetoxipropano-1,2-diol) 

• 3FHA: 1-Hidroxi-3-(2,2,2-trifluoroetoxi)propan-2-ona 

• 5-KF: 5-Ketofructosa 

• 6-NSL: 6-(N-hidroxietil) amino-6-desoxi-L-sorbofuranosa 

• A2,5-DKG: Ácido 2,5-diketoglucónico 

• A2-KG: Ácido 2-keto-D-glucónico 

• A2-KLG: Ácido 2-keto-L-gulónico 

• A3,4-DHB: Ácido 3,4-dihidroxibutírico 

• A3-HP: Ácido 3-hidroxipropiónico 

• A4-HB: Ácido 4-hidroxibutírico 

• A5-HV: Ácido 5-hidroxivalérico 

• A5-KG: Ácido 5-ketoglucónico 

• A6-HC: Ácido 6-hidroxicaproico 

• A6-HH: Ácido 6-hidroxihexanoico 

• AHMFC: Ácido 5-hidroximetil-2-furancarboxílico 

• AG: Ácido glicérico 

• BCA: Ácido bicinconínico 

• CoQ10: Coenzima Q10 

• DHA: Dihidroxiacetona 

• EGE: Etil gliceril éter, 3-etoxipropano-1,2-diol 

• EHA: 1-Etoxi-3-hidroxipropan-2-ona 

• FAD: Flavina adenina dinucleótido 

• FEA: Feniletilamina  

• IDA: Ácido iminodiacético 

• IMS: Isomaltomegalosacárido 

• IPTG: isopropil-beta-D-tio-galactopiranósido  



 

xii 

 

• MCD: Molibdopterina citosina dinucleótido 

• NHEG: N-2-hidroxietil glucamina 

• PEI: Polietilenimina 

• PLP: Piridoxal 5’-fosfato 

• PQQ: Pirroloquinolina quinona 

• PVA: Alcohol polivinílico 

• PVP: Polivinil pirrolidona 

• TA: Ácido tánico 

• TAFe: Polímero de ácido tánico y hierro 

• TEOS: Tetraetil ortosilicato 

• TMOS: Tetrametil ortosilicato 

Enzimas 

• DHQasa: 3-DHQ dehidratasa tipo I 

• m2KGDH: 2-Keto-D-gluconato deshidrogenasa de membrana 

• mADH: Alcohol deshidrogenasa de membrana 

• mAlDH: Aldehído deshidrogenasa de membrana 

• mArDH: Arabitol deshidrogenasa de membrana 

• mFDH: Fructosa deshidrogenasa de membrana 

• mGADH: D-Gluconato deshidrogenasa de membrana 

• mGDH: Glicerol deshidrogenasa de membrana, nombre alternativo para la enzima mPDHP 

• mGluDH: Glucosa deshidrogenasa de membrana 

• mIDH: Inositol deshidrogenasa de membrana 

• mPDHP: Poliol deshidrogenasa principal de membrana, también llamada glicerol deshidrogenasa de 

membrana (mGDH) o sorbitol deshidrogenasa de membrana (mSlDH) 

• mQDH: Quinato deshidrogenasa de membrana 

• mSDH: L-Sorbosa deshidrogenasa de membrana 

• mSlDH: Sorbitol deshidrogenasa de membrana, nombre alternativo para la enzima mPDHP 

• mSNDH: L-Sorbosona deshidrogenasa de membrana 

• PfATA: Transaminasa de Pseudomonas fluorescens 

Técnicas analíticas 

• FTIR: del inglés Fourier-Transform Infrared Spectroscopy, espectroscopía infrarroja por transformada de 

Fourier 



 

xiii 

 

• GC-FID: del inglés Gas Chromatography with Flame Ionization Detection, cromatografía de gases con 

detección por ionización de llama 

• GC-MS: del inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry, cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas 

• HPLC: del inglés High-Performance Liquid Chromatography, cromatografía líquida de alta resolución 

• PCR: del inglés Polymerase Chain Reaction, reacción en cadena de la polimerasa 

• SEM: del inglés Scanning Electron Microscopy, microscopía electrónica de barrido 

• STEM: del inglés Scanning Transmission Electron Microscopy, microscopía electrónica de transmisión de 

barrido 

• STEM-EDS: del inglés Scanning Transmission Electron Microscopy - Energy Dispersive Spectroscopy, 

microscopía electrónica de transmisión de barrido acoplada a espectroscopía de dispersión de energía 

• STEM-HAADF: del inglés Scanning Transmission Electron Microscopy - High-Angle Annular Dark Field, 

microscopía electrónica de transmisión de barrido con campo oscuro anular de alto ángulo 

• TEM: del inglés Transmission Electron Microscopy, microscopía electrónica de transmisión  

• XPS: del inglés X-ray Photoelectron Spectroscopy, espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos X 

Microorganismos 

• Gfr: Gluconobacter frateurii NBRC 103465 

• Gox: Gluconobacter oxydans NBRC 14819 

Equipos 

• RID: del inglés Refractive Index Detector, detector de índice de refracción (utilizado para HPLC) 

• RBR: del inglés Rotating Bed Reactor, reactor de lecho rotatorio 

• PDA: del inglés PhotoDiode Array, detector de arreglo de diodos (utilizado para HPLC) 

• SOS-BR: del inglés Sealed Oxygen Stirred Bioreactor, reactor agitado de oxígeno presurizado 

Otros 

• 1-Pot: Modalidad de cascada biocatalítica llevada a cabo en un solo recipiente 

• 2-Pot: Modalidad de cascada biocatalítica llevada a cabo en dos recipientes distintos 

• A4M1: Soporte de inmovilización híbrido compuesto por 4% alginato y 1% MT 

• A4M4: Soporte de inmovilización híbrido compuesto por 4% alginato y 4% MT 

• A4S1: Soporte de inmovilización híbrido compuesto por 4% alginato y 1% SiNPs 

• A4S4: Soporte de inmovilización híbrido compuesto por 4% alginato y 4% SiNPs 

• BAA: Bacterias del ácido acético 



 

xiv 

 

• BSA: Seroalbúmina bovina 

• CDH: Corte(s) doble hebra 

• CLEAs: del inglés Cross-linked enzyme aggregates, agregados de enzimas entrecruzados 

• CLCAs: del inglés Cross-linked cell aggregates, agregados de células entrecruzadas 

• CRISPR: del inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, repeticiones 

palindrómicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas 

• CRISPRi: del inglés CRISPR interference, CRISPR interferencia 

• CNF: Fibras nanocelulósicas 

• dCas: Nucleasa Cas “muerta”, incapaz de generar cortes en el ADN 

• DO600 nm: Densidad óptica medida a 600 nm 

• Ee: Exceso enantiomérico 

• gARN: ARN guía 

• kb: kilobases 

• kDa: kilo Dalton 

• KO: del inglés knock out, silenciamiento de un gen 

• LPS: Lipopolisacáridos de membrana 

• MT: Arcilla montmorillonita 

• nCas: Nickasa Cas, solo genera cortes simple hebra 

• nt: nucleótido/s 

• PAM: del inglés Protospacer Adjacent Motif, motivo adyacente protoespaciador 

• pb: par/es de bases 

• PDB: del inglés Protein Data Bank 

• RBS: del inglés Ribosome Binding Site, sitio de unión al ribosoma. 

• rpm: revoluciones por minuto 

• sgARN: ARN de guía simple 

• SiNPs: Nanopartículas de sílica 

• SiNPsTAFe: Nanopartículas de sílica recubiertas con el polímero TAFe 

• TALENs: del inglés Transcription Activator-Like Effector Nucleases, nucleasas efectoras similares a 

activadores de la transcripción 

• TRet: Tiempo de retención (aplicado a técnicas cromatográficas) 

• UFC: Unidades formadoras de colonia 

• vvm: volumen de gas por volumen de tiempo por minuto 

• ZFNs: del inglés Zinc Finger Nucleases, nucleasas de dedos de zinc 



 

1 

 

 

 

 

Introducción general 
  



 

2 

 

Introducción general 

La biocatálisis 

La biocatálisis permite la obtención de una gran variedad de productos químicos debido al  constante desarrollo 

de nuevos procesos y biocatalizadores1. Definida como el uso de catalizadores de base biológica para realizar 

conversiones químicas2–4, esta alternativa a los procesos químicos convencionales es una de las claves para una 

química más verde y sostenible. El aumento global de la población ocurrido en los últimos años ha impactado 

directamente en la economía, aumentando la demanda de alimentos, combustibles y productos químicos. Para 

hacer frente a esta demanda cada vez mayor, es necesario llevar a cabo una mayor explotación de los recursos 

naturales. Dada la disponibilidad limitada de ciertos recursos y la necesidad de garantizar su utilización de forma 

responsable, la industria química se ha visto obligada a abordar estas preocupaciones, repensando los procesos 

productivos y disminuyendo su impacto ambiental5. Es por esta razón que a principios del siglo XXI el interés de la 

comunidad científica por la biocatálisis aumentó de manera exponencial, lo que se ve reflejado en el aumento en 

el número de publicaciones anual relacionado a esta temática (Figura 1). En la actualidad esta disciplina se 

mantiene consolidada, incorporando desde hace 10 años un número casi sostenido de publicaciones que supera 

las 1500 al año. 

 

Figura 1. Número de publicaciones científicas por año relacionadas con el término “biocatálisis” en el siglo XXI. Fuente: Scopus. 

Existen dos grandes tipos de catalizadores biológicos que son empleados en las reacciones biocatalíticas 

industriales, las enzimas libres y las células enteras. Las enzimas son proteínas catalizadoras biocompatibles y 

biodegradables que se encuentran naturalmente dentro de los organismos vivos6. Su potencial como alternativas 

verdes a los catalizadores químicos queda evidenciado en la gran variedad de reacciones químicas que pueden 

catalizar: de tipo redox, pericíclicas, sustituciones, adiciones, eliminaciones y rearreglos7. Estos eficientes 

catalizadores permiten llevar a cabo reacciones entre 108 y 1010 veces más rápidas que sus pares no catalizados, 
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a la vez que presentan una alta selectividad que los hace biocatalizadores ideales para aplicaciones de química 

fina8. Esta última característica les permite distinguir entre grupos químicos, regiones moleculares y diferentes 

enantiómeros, lo que muchas veces posibilita la disminución en los  pasos sintéticos necesarios para la obtención 

de moléculas complejas9. Gracias a esta alta selectividad, es posible eliminar pasos de protección y 

desprotección que en numerosos procesos químicos son indispensables. Otra característica atractiva de estos 

biocatalizadores está relacionada a sus condiciones de operación. En general, las enzimas trabajan en 

condiciones acuosas, valores de pH cercanos a la neutralidad y temperaturas moderadas, lo que se traduce en 

procesos productivos con menor impacto ambiental y reducido gasto energético6. En contraste, los procesos 

químicos a menudo se llevan a cabo a altas temperaturas y presiones, lo que aumenta sus requerimientos 

energéticos, a la vez que utilizan solventes y catalizadores con metales pesados que pueden ser costosos y 

altamente contaminantes10. Adicionalmente, las condiciones de operación comunes de una gran variedad de 

enzimas las hace candidatas ideales para su uso en reacciones en cascada. Dada su relevancia, las cascadas 

biocatalíticas serán abordadas más en profundidad en la siguiente sección de esta introducción. 

No obstante, el uso de enzimas libres en biocatálisis presenta una serie de desafíos. Problemas asociados a la 

baja estabilidad de las enzimas fuera de sus condiciones óptimas de operación limitan su aplicabilidad8. Su uso 

en solución no solo las hace más propensas a la desnaturalización, sino que también dificulta su separación, lo 

que disminuye su reusabilidad6. Adicionalmente, el posible requerimiento de cofactores y los costos asociados a 

los procesos de purificación de las mismas puede encarecer significativamente su implementación11.  

Alternativamente, células enteras de origen microbiano, animal o vegetal también pueden ser utilizadas como 

biocatalizadores12,13. En cualquier caso, las mismas actúan como reservorio de las enzimas que finalmente 

catalizan la reacción deseada, por lo que el uso de células enteras comparte las ventajas asociadas con el uso de 

enzimas que fueron mencionadas anteriormente. Las células microbianas son los catalizadores de célula entera 

más relevantes para la biocatálisis ya que su crecimiento y manipulación genética suelen ser sencillos, por lo que 

en adelante, las referencias a catalizadores de célula entera se centrarán en células de este tipo. Generalmente, 

una célula microbiana en suspensión es más resistente a los cambios en su entorno que una enzima en solución, 

lo que disminuye el riesgo de inactivación y facilita su separación y reutilización14. Asimismo, los microorganismos 

pueden catalizar fácilmente reacciones en cascada, ya que varias enzimas de una misma vía metabólica, tanto 

natural como artificial, pueden coexistir dentro de la célula15. La suplementación con cofactores exógenos puede 

ser evitada, ya que la propia célula los produce y recicla16. Estas ventajas, junto con los bajos costos de producción 

de estos catalizadores, contribuyen a la generación de bioprocesos más económicos14. 

Los procesos biocatalíticos que involucran células enteras de origen microbiano pueden ser llevados a cabo por 

células en crecimiento o en reposo17. La producción de compuestos con células en crecimiento presenta 

generalmente altas productividades, pero está asociada a un procesamiento downstream más complejo8. Dado 

que la producción del compuesto de interés acompaña la proliferación del microorganismo, tanto los 
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componentes del medio de crecimiento como los metabolitos celulares producidos se presentan como 

contaminantes18. Por el contrario, los procesos que involucran células en reposo se componen de dos fases. La 

primera involucra el crecimiento del biocatalizador, mientras que la segunda es dedicada exclusivamente a la 

producción del compuesto objetivo y generalmente se da en un medio de reacción limpio que facilita su posterior 

separación19. Esto es posible ya que la reacción de interés es llevada a cabo por células que se encuentran 

metabólicamente activas pero no en crecimiento18. El uso de este tipo de células otorga versatilidad al diseño del 

proceso productivo, ya que permite seleccionar las condiciones óptimas para la obtención de producto, 

independientemente de las condiciones óptimas para el crecimiento de la biomasa19. Adicionalmente, el uso de 

células en reposo facilita la producción de compuestos tóxicos que podrían inhibir el crecimiento celular, dado 

que la generación de biomasa ocurre en una fase previa a la producción del compuesto objetivo. 

Como queda evidenciado, la versatilidad y aplicabilidad de los catalizadores biológicos hace de la biocatálisis una 

disciplina en constante crecimiento que amplía sus horizontes año a año con la síntesis de nuevas moléculas de 

relevancia. Sin embargo, la implementación de los biocatalizadores a grandes escalas se ve muchas veces 

limitada por factores relacionados con sus condiciones de operación, generando cuellos de botella que dificultan 

su eficiencia y viabilidad económica. En aras de mejorar su aplicabilidad, se ha buscado desarrollar tecnologías 

facilitadoras que permitan sortear estos desafíos. A continuación, se presentarán algunos de estos desafíos y sus 

principales soluciones tecnológicas. 

Principales desafíos de la biocatálisis y sus soluciones tecnológicas 

La investigación a nivel de laboratorio del uso de biocatalizadores en reacciones de síntesis de moléculas de 

relevancia es vasta y se encuentra en constante crecimiento (Figura 1). Sin embargo, el traslado de estos procesos 

a escalas industriales muchas veces resulta desafiante. La aplicabilidad de los procesos biocatalíticos a esta 

escala, requiere del abordaje una serie de desafíos que permitan mejorar sus rendimientos. Entre estos desafíos, 

se encuentran principalmente el desarrollo de biocatalizadores altamente activos, robustos y estables, la 

prevención de su inactivación bajo las condiciones adversas de aplicación industrial, y la optimización de la 

ingeniería de los procesos, para maximizar la eficiencia y selectividad de los mismos1,20,21. 

Estos diferentes cuellos de botella pueden ser abordados a nivel tecnológico desde la mejora de los 

biocatalizadores o desde la optimización de las condiciones operativas. En los últimos años, varios autores de 

prominencia en el campo de la biocatálisis y la química verde han identificado una serie de tecnologías que se 

presentan como soluciones a estas problemáticas comunes1,17,20. Entre ellas se destacan el desarrollo de nuevos 

biocatalizadores, la inmovilización, la implementación de cascadas biocatalíticas y el uso de biorreactores con 

propiedades mejoradas. A continuación, se presentarán en mayor profundidad estas tecnologías facilitadoras 

que, desde el punto de vista de la mejora de los biocatalizadores o la mejora de las condiciones de reacción, 

contribuyen al desarrollo de la biocatálisis como herramienta industrial. 
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Tecnologías facilitadoras para el desarrollo y mejora de biocatalizadores 

Entre las principales tecnologías disponibles para la mejora de biocatalizadores se destaca la modificación 

genética, y la inmovilización. La ingeniería genética permite no solo obtener catalizadores de célula entera con 

propiedades mejoradas, sino que permite la obtención de organismos productores de enzimas de relevancia 

industrial, más estables y con mayor aplicabilidad. Por su parte, la inmovilización es una de las técnicas más 

relevantes de estabilización de catalizadores, facilitando además su reutilización y separación. En las siguientes 

secciones se profundizará en la aplicación de dichas técnicas y su potencial para la obtención de nuevos y mejores 

biocatalizadores.    

• Ingeniería genética aplicada a biocatalizadores 

La ingeniería genética de biocatalizadores de célula entera o de bacterias productoras de enzimas de relevancia 

industrial es una de las principales fuentes de mejora de los procesos biocatalíticos. La versatilidad de este 

abordaje facilita no solamente la obtención de biocatalizadores más activos y estables, sino que permite ampliar 

significativamente la variedad de productos obtenidos a partir de estos, permitiendo la generación de nuevas 

enzimas o la reconfiguración del metabolismo de las células. Un compendio de ejemplos de aplicabilidad de 

distintos tipos de modificación genética como herramienta para la mejora de biocatalizadores, junto con sus 

principales implicancias en los procesos biocatalíticos, se observa en la Tabla 1. 

Tabla 1. Posibles aplicaciones de la ingeniería genética en la mejora de biocatalizadores de célula entera o enzimas aisladas. Adaptado de 

Mulet et al.22. (Continuación) 

Modificación genética Tipo de modificación Efecto 
Posibles implicancias en los procesos 

biocatalíticos 

Adición de un cassette de expresión 

para una nueva proteína o enzima 

Modificación con plásmido de 

expresión o modificación 

permanente del genoma 

Generación de un 

mutante que expresa una 

nueva proteína o enzima 

Generación de mutantes para obtener nuevos 

productos de relevancia industrial 

 

Mejora de una biotransformación por el agregado de 

una proteína o enzima que aumenta la formación de un 

compuesto de interés 

Cambio de un promotor natural por 

uno más fuerte 

Modificación permanente del 

genoma 

Aumento en la expresión 

de una proteína o enzima 
Producción aumentada del compuesto de interés 

Cambio de un promotor natural por 

uno más débil 

Modificación permanente del 

genoma 

Disminución en la 

expresión de una proteína 

o enzima 

En casos que no se puede realizar un Knock out (KO) a 

un determinado gen, disminución en la producción de 

compuestos cuyas vías compiten con la del producto 

de interés 

Adición de un cassette expresión 

con un promotor inducible 

Modificación con plásmido de 

expresión o modificación 

permanente del genoma 

Expresión inducible de 

una proteína o enzima 

En casos en los que un producto es tóxico, permite la 

generación de biomasa previo a la inducción de la 

producción del compuesto 

En la obtención de proteínas o enzimas recombinantes, 

permite generar biomasa, previo a la inducción de la 

expresión proteica 
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Tabla 1. Posibles aplicaciones de la ingeniería genética en la mejora de biocatalizadores de célula entera o enzimas aisladas. Adaptado de 

Mulet et al.22. (Continuación) 

Modificación genética Tipo de modificación Efecto 
Posibles implicancias en los procesos 

biocatalíticos 

Modificación de la secuencia 

nucleotídica de una proteína o 

enzima para reemplazar 

aminoácidos 

Modificación con plásmido de 

expresión o modificación 

permanente del genoma 

Modificación en la 

secuencia aminoacídica 

con potencial 

modificación de la 

estructura tridimensional 

de una proteína o enzima 

Aumento en la actividad enzimática 

 

Modificación en el scope de sustrato de una enzima, 

aumentando la cantidad de productos que se puede 

obtener o aumentando la especificidad de la misma 

para evitar productos indeseados 

 

Aumento en la estabilidad de la enzima o proteína, 

facilitando su reutilización y permitiendo tiempos de 

operación más largos 

 

Facilitación de la inmovilización mediante la adición de 

regiones ricas en ciertos aminoácidos (clusters) que 

permitan su unión al soporte 

por características como su hidrofobicidad o carga 

 

Adición de linkers entre proteínas o 

enzimas 

Modificación con plásmido de 

expresión o modificación 

permanente del genoma 

 

Generación de proteínas 

de fusión 

 

 

Generación de proteínas 

de fusión 

Obtención de proteínas quiméricas que mejoran la 

distribución espacial de los dominios enzimáticos que 

las componen, facilitando la obtención de producto 

Para casos en los que la proteína de fusión es 

fluorescente, facilita el estudio de su localización y 

caracterización 

Adición de un tag a una proteína o 

enzima 

Modificación con plásmido de 

expresión o modificación 

permanente del genoma 

Generación de una 

proteína marcada 

Dependiendo del tag utilizado, se facilita el estudio de 

su localización y/ purificación 

Generación del KO de un gen 
Modificación permanente en el 

genoma 

Generación de una cepa 

mutante que no expresa 

una cierta proteína o 

enzima 

Disminución en la producción de un cierto compuesto 

Entre las distintas estrategias de modificación genética de microorganismos se encuentran las de tipo aleatorio y 

las llamadas “racionales”. Las de tipo aleatorio generan mutaciones al azar, como la evolución adaptativa o la 

mutagénesis inducida por radiación. Por otro lado, las de tipo racional involucran por ejemplo sistemas de 

expresión con plásmidos o sistemas de edición permanente del genoma, como las técnicas basadas en CRISPR. 

Las técnicas de mutagénesis aleatoria resultan ventajosas para mejorar biocatalizadores de célula entera en 

organismos no modelo, ya que no requieren un conocimiento profundo de sus genomas para obtener mutantes 

con fenotipos mejorados23. Adicionalmente, su sencilla implementación permite construir fácilmente grandes 
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bibliotecas de mutantes. Por estos motivos, estas técnicas se presentan como una gran herramienta para generar 

cepas con un alto rendimiento productivo. Estos procesos exponen al microorganismo a un ambiente 

desfavorable, obligándolo a generar mutaciones para adaptarse mejor a las condiciones en las que se cultiva, o 

inducen mutaciones a partir de los efectos de la radiación en los ácidos nucleicos. De esta manera, no solamente 

es posible obtener catalizadores de célula entera con propiedades mejoradas, sino que los mutantes obtenidos 

pueden ser fuentes de enzimas modificadas, que potencialmente pueden ser aplicadas en reacciones fuera de la 

célula. Sin embargo, aunque sencillas de implementar, este tipo de técnicas suelen demandar tiempos 

experimentales prolongados, a la vez que requieren de metodologías de cribado de alto rendimiento debido a la 

gran cantidad de mutantes generados24.  

En contraste, las herramientas de ingeniería genética permiten el diseño racional de nuevas cepas bacterianas 

para su utilización como catalizadores de célula entera o como fábricas productoras de enzimas. A diferencia de 

la mutagénesis aleatoria, la ingeniería genética racional facilita la obtención de cepas mutantes en menos tiempo 

y elimina, como se mencionó anteriormente, la necesidad de métodos de cribado de alto rendimiento. Los 

sistemas de expresión basados en plásmidos son la forma más popular de modificación genética racional para 

huéspedes procariotas y levaduras, debido a que generalmente se presentan como una alternativa relativamente 

sencilla para su manipulación genética. Este tipo de modificaciones es especialmente relevante para la expresión 

heteróloga de enzimas, empleando como huéspedes cepas específicas de microorganismos modelo, como E. coli 

o S. cerevisiae, que aseguran una producción eficiente de biocatalizadores de orígenes variados. 

Sin embargo, en el contexto de la generación de biocatalizadores de célula entera, el uso de plásmidos trae 

consigo ciertas desventajas. Ejemplos de estas son la alta carga metabólica asociada al mantenimiento de los 

plásmidos y la necesidad de utilizar antibióticos como marcadores de selección en las reacciones, entre otras. Por 

estas razones, la industria biotecnológica se ve impulsada a la generación de cepas mutantes libres de plásmidos, 

a través de la modificación permanente de su genoma25. 

La modificación genómica de microorganismos puede llevarse a cabo mediante una variedad de técnicas de 

edición, las cuales pueden clasificarse en dos grupos en función de su dependencia de la reparación por 

recombinación homóloga26. Entre las técnicas exclusivamente dependientes de la ocurrencia de eventos de 

recombinación homóloga con más relevancia se encuentra el reemplazo de genes (o intercambio alélico), basado 

en la integración de plásmidos no replicativos, o el método de Recombineering, basado en el uso de recombinasas 

para mejorar la eficiencia de la recombinación homóloga. Este tipo de técnicas permiten una variedad de 

operaciones genómicas, basadas en la deleción, inserción y reemplazo de secuencias de ADN (Esquema 1).  
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Esquema 1. Posibilidades de edición genómica con técnicas basadas en eventos de reparación por recombinación homóloga. a) Deleción de 

una región genómica. b) Inserción de una secuencia de ADN dentro del cromosoma sin pérdida de ADN genómico. c) Reemplazo de una región 

genómica con otra secuencia de ADN. Recuadro violeta: gen de interés. Recuadro blanco: secuencia homóloga. Recuadro verde: secuencia 

reemplazada. Adaptado de Mulet et al.22. 

Por otro lado, existen otras técnicas de modificación genómica que pueden o no valerse de eventos de 

recombinación homóloga26. Por ejemplo, las técnicas de edición basadas en CRISPR, que serán exploradas en el 

Capítulo 2 de esta Tesis, pueden generar modificaciones genéticas a través de cortes en el ADN que pueden ser 

reparados por distintas vías. La reparación de estos cortes puede darse por recombinación homóloga, utilizando 

una secuencia molde de reparación, o a través de mecanismos alternativos que no requieren de un molde, 

generando modificaciones aleatorias. Esto es también válido para otras técnicas de edición basada en nucleasas, 

como el caso de la aplicación de TALENs (Transcription Activator-Like Effector Nucleases) o ZFNs (Zinc Finger 

Nucleases)27. Sin embargo, con la popularización de las técnicas basadas en CRISPR, el uso de nucleasas Cas ha 

suplantado casi en su totalidad a estas dos aproximaciones, debido su diseño e implementación más sencillos. 

Finalmente, existen técnicas de modificación genómica que no se basan en la reparación por recombinación 

homóloga, por ejemplo, la transposición. Los transposones permiten la integración de fragmentos de ADN de 

forma aleatoria en el genoma del huésped26. Esta estrategia es comúnmente utilizada para generar librerías de 

mutantes con inserciones en distintas posiciones, seleccionando posteriormente en favor de un fenotipo en 

particular. 

La aplicación de una o varias de las tecnologías de modificación genética antes mencionadas permiten el 

desarrollo de biocatalizadores con un diseño preciso, que permite su adaptación a las condiciones de aplicación 

industrial. 
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• Estrategias de inmovilización de biocatalizadores 

Entre las limitantes que a menudo se presentan en el desarrollo de biocatalizadores, se destacan su baja 

estabilidad operacional y sus limitadas capacidades de reutilización28. En lo que respecta a la estabilidad, el uso 

de catalizadores libres a nivel industrial se enfrenta a una serie de problemáticas. Por ejemplo, los altos esfuerzos 

de corte generados impactan en la integridad de los biocatalizadores e indirectamente sobre su función. A su vez, 

las condiciones de operación son generalmente distintas a las observadas en sus contextos biológicos, lo que 

también puede afectar negativamente la integridad del biocatalizador. Esto es especialmente cierto en el caso de 

las enzimas libres, cuyas estructuras terciarias y cuaternarias son significativamente lábiles, pero también aplica 

al caso de las células libres. Esta problemática está directamente asociada a la baja reusabilidad, ya que la 

pérdida de actividad de un biocatalizador imposibilita completamente su utilización en otro ciclo productivo. Sin 

embargo, no solo la estabilidad se presenta como limitante a la hora de reutilizar un biocatalizador libre. Su 

recuperación del medio de reacción es muchas veces desafiante, requiriendo de complejos procesos de filtración 

y centrifugación de grandes volúmenes, lo que dispara significativamente los costos de producción.  

La inmovilización de biocatalizadores surge como una estrategia que permite aumentar la estabilidad de los 

mismos, a la vez que facilita su recuperación y subsecuente reutilización. Esta implica el confinamiento físico de 

un biocatalizador en una cierta región del espacio, con la retención de su actividad catalítica y la posibilidad de ser 

utilizado de manera continua y repetida29. Producto del aumento en la estabilidad y reusabilidad, los 

biocatalizadores inmovilizados generalmente alcanzan además mejores productividades acumuladas que sus 

pares libres. Esta serie de ventajas (Esquema 2a), se acompaña además de la posibilidad de llevar a cabo la co-

inmovilización de distintos biocatalizadores, lo que facilita la implementación de cascadas biocatalíticas. Además 

de las ventajas ya mencionadas, la inmovilización de los biocatalizadores que conforman una cascada 

biocatalítica presenta como beneficio un aumento en la proximidad de los mismos, lo que facilita el flujo de 

intermediarios hacia el producto final. Las cascadas biocatalíticas serán analizadas con mayor profundidad en la 

siguiente sección. 

En contraposición, a menudo la inmovilización presenta una serie de desafíos que afectan la productividad y 

aplicabilidad de los preparados obtenidos (Esquema 2b). Sin embargo, dado que las ventajas aportadas por la 

inmovilización de biocatalizadores son altamente atractivas para el desarrollo de procesos industriales, se han 

buscado activamente soluciones para superar estos desafíos.  
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Esquema 2. Ventajas (a) y desafíos de la inmovilización de biocatalizadores, junto a sus potenciales soluciones tecnológicas (b). Adaptado de 

Ripoll et al.36. 

Uno de los principales problemas asociados con la inmovilización es la pérdida de actividad del catalizador luego 

del proceso. Esta pérdida de actividad puede estar asociada a daños en la estructura del mismo causados por las 

condiciones de inmovilización, o por la aparición de restricciones difusionales relacionadas a la incorporación de 

la matriz. Para mitigar los efectos de la inmovilización sobre la estructura de los biocatalizadores, numerosos 

protocolos han sido desarrollados con la finalidad de llevar a cabo el proceso en condiciones más propicias para 

el biocatalizador, permitiendo disminuir la pérdida de actividad30. Por ejemplo, protocolos como la inmovilización 

de enzimas por atrapamiento en nanopartículas de sílica biomimética (SiNPs)31. Este protocolo procede en 

condiciones suaves de pH y temperatura, lo que favorece a la conservación de la actividad enzimática. Por otro 

lado, la disminución del efecto de las restricciones difusionales ha sido abordada desde distintas perspectivas. 
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Por ejemplo, distintos tipos de reactores han sido utilizados para mejorar la transferencia de gases y masa hacia 

el interior de las preparaciones inmovilizadas, concepto que se explorará más adelante en esta Introducción. 

Alternativamente, se han diseñado diversas arquitecturas para las preparaciones inmovilizadas con el objetivo de 

minimizar las restricciones difusionales32–34. Un ejemplo de esto es la preparación de inmovilizados con forma 

lenticular, también conocidos como “Lentikats”. Este tipo de preparados posee una geometría que facilita la 

transferencia de masa y gases hacia y desde los biocatalizadores, y ha sido utilizada exitosamente tanto para la 

inmovilización de enzimas aisladas35 como de células enteras32. 

Otra problemática común en la preparación de biocatalizadores inmovilizados es la baja resistencia física de 

algunas matrices de inmovilización frecuentemente utilizadas, como por ejemplo los hidrogeles, afectando tanto 

las productividades como la retención de los biocatalizadores en el preparado. La mejora de las propiedades 

físicas de las matrices de inmovilización puede ser llevada a cabo a través de la generación de matrices híbridas, 

con el agregado de componentes que mejoren por ejemplo la dureza y durabilidad de los preparados37,38. A modo 

de ejemplo, la combinación de hidrogeles a base de alginato con materiales silíceos resulta en la obtención de 

matrices altamente resistentes, que son adecuadas para la inmovilización de bacterias39 y enzimas40.  

Finalmente, el costo de la matriz se presenta como otra limitante de la aplicación de biocatalizadores 

inmovilizados. El agregado de una estrategia de inmovilización frecuentemente encarece los procesos 

productivos, por lo que resulta de especial interés encontrar matrices de inmovilización económicas. Por ejemplo, 

se han utilizado desechos industriales como el rastrojo de maíz y sus derivados para la inmovilización de 

biocatalizadores, logrando abaratar los costos finales del proceso41,42. 

Una elección cuidadosa del enfoque metodológico y los materiales es crucial para la preparación de 

biocatalizadores inmovilizados eficientes43–45. Entre las estrategias de inmovilización más frecuentes se 

encuentran la unión covalente, la adsorción, el atrapamiento, la encapsulación, y el entrecruzamiento46 (Esquema 

3).  
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Esquema 3. Estrategias de uso frecuente para la inmovilización de biocatalizadores. Estas aproximaciones pueden ser utilizadas tanto para la 

inmovilización de enzimas aisladas como de células enteras. 

La inmovilización por unión covalente requiere de la formación de este tipo de interacciones entre el biocatalizador 

y la matriz. Estas uniones son fuertes por lo que aseguran una alta retención del biocatalizador, pero su 

irreversibilidad generalmente limita el reciclaje de la matriz. La adsorción por su parte implica la unión del 

biocatalizador a la matriz a través de interacciones débiles como por ejemplo interacciones iónicas o hidrofóbicas. 

En este caso es necesario cuidar las condiciones de operación para evitar la pérdida de catalizador al medio, 

aunque la capacidad de remover el catalizador de la matriz facilita el reciclaje de la misma.  

Las estrategias como el atrapamiento y la encapsulación implican la formación de una estructura que recubre al 

biocatalizador y lo mantiene separado del medio de reacción. La principal diferencia entre estas estrategias radica 

en la arquitectura de los preparados obtenidos. Mientras que en el atrapamiento el biocatalizador se encuentra 

confinado dentro de una malla constituida por la matriz de inmovilización, la encapsulación refiere simplemente 

a la formación de una barrera entre el biocatalizador y el medio de reacción47.  

Finalmente, las estrategias de entrecruzamiento no requieren la utilización de una matriz preexistente, ya que los 

preparados inmovilizados se generan a través de interacciones generadas entre los mismos biocatalizadores. Las 

mismas son generadas por la adición de agentes entrecruzantes que permiten la formación de enlaces covalentes 

que generan el agregado del biocatalizador y lo heterogeinizan. Los productos resultantes en este caso son los 

llamados Cross-Linked Enzyme Aggregates (CLEAs) o Cross-Linked Cell Aggregates (CLCAs), dependiendo de si se 

tratan de agregados de enzimas o de células enteras, respectivamente. 

En cuanto a los materiales utilizados como matrices de inmovilización de biocatalizadores, la selección debe 

considerar condiciones del bioproceso como el pH, temperatura, agitación o aditivos, ya que estos factores 
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pueden influir en el rendimiento de los materiales48. Además, el biocatalizador puede verse influenciado por la 

naturaleza de la matriz de inmovilización, cambiando así sus propiedades biológicas49. Adicionalmente, los 

parámetros físicos como el tamaño de los poros o la superficie total impactan directamente la cantidad total de 

biocatalizador inmovilizado, así como la partición de sustratos y productos que afectan la productividad de las 

reacciones biocatalíticas. Una matriz de inmovilización ideal debe ser durable, estable, económica, inerte, de fácil 

funcionalización, biocompatible y resistente al ataque microbiano. 

Los materiales utilizados para la inmovilización de biocatalizadores son numerosos, existiendo una gran variedad 

de matrices comerciales disponibles, así como de protocolos de preparación y modificación de otras tantas que 

pueden ser llevados a cabo a nivel de laboratorio. Estas matrices pueden ser clasificadas por su origen, existiendo 

las de tipo inorgánico y orgánico. Las matrices inorgánicas incluyen vidrio sinterizado, cerámica, materiales a base 

de carbono, diatomita y cuarzo. Alternativamente, las matrices orgánicas pueden ser naturales, como el colágeno, 

el agar, la agarosa, la celulosa, el quitosano y el alginato, o sintéticas como la acrilamida, el poliuretano y alcohol 

polivinílico (PVA)50. 

Con la aparición sostenida de nuevos procesos biocatalíticos y los notorios beneficios que la inmovilización ofrece 

en términos de estabilidad, reusabilidad y productividad, el desarrollo de nuevas matrices y técnicas de 

inmovilización se ha convertido en una línea de investigación clave. La búsqueda de matrices más eficientes, 

económicas y sostenibles, junto con la optimización de los procedimientos de inmovilización, no solo permite 

ampliar el rango de aplicaciones industriales de los biocatalizadores, sino que también contribuye a la viabilidad 

económica de estos procesos. 

Tecnologías facilitadoras basadas en la ingeniería de la reacción 

Otra aproximación para potenciar las reacciones biocatalizadas consiste en mejorar la ingeniería de la reacción. 

Este tipo de mejoras no involucran al biocatalizador per se, sino que se enfocan en ajustar las condiciones en las 

que se realiza la reacción para obtener mejores rendimientos. Un ejemplo de esto es la implementación de 

cascadas biocatalíticas, en la que se combina más de un biocatalizador para obtener de forma eficiente una 

variedad de compuestos. Este tipo de cascadas permiten disminuir los tiempos de procesamiento y los descartes, 

posibilitando una reducción en los costos operativos1. Alternativamente, la selección de reactores específicos que 

potencien las capacidades de los biocatalizadores permite incrementos tanto en los rendimientos y en la 

estabilidad operacional, como en las posibilidades de reutilización en varios ciclos consecutivos. A continuación 

se desarrollan estas distintas aproximaciones, junto con sus ventajas y potencialidades. 
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• Implementación de cascadas biocatalíticas 

Las cascadas biocatalíticas se definen como el uso de una combinación de catalizadores de origen biológico que 

actúan de forma secuencial y concertada para obtener un producto de interés9. La implementación de las mismas 

es una poderosa herramienta para el desarrollo de moléculas complejas a partir de otras más sencillas, 

obteniendo así diversos fármacos, fragancias, edulcorantes artificiales o precursores de polímeros, entre otros51–

54.  

La implementación de este tipo de cascadas presenta una serie de ventajas. En general el empleo de catalizadores 

de origen biológico tiene como ventaja que estos frecuentemente comparten condiciones operativas, como ser 

medios acuosos, y pHs y temperaturas suaves52. Esto los hace más compatibles entre sí y facilita el diseño de la 

cascada. Otra ventaja inherente al uso de biocatalizadores es su alta especificidad, disminuyendo así la 

ocurrencia de reacciones secundarias55. Cada tipo de cascada tiene además beneficios característicos que lo 

hacen más atractivo para una determinada aplicación. 

Existen varios tipos de cascadas biocatalíticas, combinando tanto enzimas como células enteras, e incluso las 

llamadas quimioenzimáticas, que combinan biocatalizadores con catalizadores químicos52,56,57. En esta sección 

se hará foco únicamente en aquellas compuestas íntegramente por biocatalizadores, ya que este tipo de cascadas 

se utilizarán posteriormente en este trabajo para la síntesis de compuestos de interés farmacéutico. 

En la literatura, se pueden encontrar distintas clasificaciones aplicables a estos variados tipos de cascadas 

biocatalíticas, basadas en los biocatalizadores implicados y en sus mecanismos de funcionamiento (Esquema 4). 

Tomando en consideración el origen de sus componentes, las cascadas de tipo natural son aquellas que ya existen 

dentro de los organismos, mientras que las cascadas artificiales son aquellas que combinan biocatalizadores de 

distintos orígenes (Esquema 4a). También se consideran artificiales aquellas cascadas que emplean enzimas 

obtenidas por ingeniería genética52.  Estos dos tipos de cascadas pueden proceder tanto in vivo como in vitro51 

(Esquema 4b). Las cascadas de tipo in vivo se dan dentro de una célula que expresa las enzimas involucradas en 

las misma, mientras que las in vitro se dan en condiciones no fisiológicas, generalmente con enzimas aisladas o 

combinaciones de enzimas aisladas con células enteras52,58.  

Desde el punto de vista de la implementación de las cascadas in vivo o in vitro, existen una variedad de ventajas y 

desventajas asociadas con ambos formatos. En el caso de las cascadas in vivo se destaca la ventaja de prescindir 

completamente de procesos de purificación de las enzimas implicadas en la cascada, ya que las mismas son 

expresadas por el organismo que las contiene55. A su vez, el agregado de cofactores o de sistemas de regeneración 

de cofactores es muchas veces innecesario ya que la propia célula los produce y recicla52. La proximidad espacial 

de los biocatalizadores dada por la compartimentación de los mismos dentro de la célula también resulta un 

beneficio de la implementación de cascadas in vivo.  Sin embargo, es frecuente la ocurrencia de reacciones 



 

15 

 

secundarias producto del metabolismo del huésped que pueden tener implicancias negativas en la obtención del 

compuesto de interés56. Asimismo, limitantes asociadas a la toxicidad de ciertos intermediarios o la dificultad de 

entrada y salida de sustratos y productos hacia y desde el interior celular también pueden impactar en la 

productividad de la cascada52.  

En contraste, el uso de cascadas in vitro permite un mayor control de los parámetros operativos y facilita la síntesis 

de compuestos tóxicos que, en un sistema celular, dañarían a la célula huésped55. Además, implementar 

reacciones con un elevado número de enzimas es más sencillo, ya que no es necesario realizar múltiples 

modificaciones genéticas en la célula huésped. No obstante, el uso de enzimas aisladas en cascadas in vitro 

generalmente requiere de procesos de purificación que pueden ser costosos, lo que aumenta los gastos 

operativos y encarece los procesos productivos52. 

Por otro lado, las cascadas pueden ser clasificadas por su topología (Esquema 4c). Generalmente se clasifican en 

cascadas lineales, paralelas, ortogonales y cíclicas52,56. Las lineales son las más comúnmente utilizadas y están 

constituidas por reacciones consecutivas para la obtención de un producto en particular. Por otro lado, las 

cascadas paralelas son aquellas que combinan dos reacciones que comparten un cofactor, y ambos productos 

resultan de interés. Las llamadas cascadas ortogonales son aquellas en las cuales se agrega una enzima adicional 

que puede ser utilizada para reciclar un cofactor (en este caso el producto obtenido de esta reacción secundaria 

no es de interés) o para remover subproductos o intermediarios indeseados. Finalmente, las cascadas cíclicas son 

aquellas en las cuales uno de los productos es convertido nuevamente en uno de los sustratos iniciales. Este tipo 

de cascadas es utilizado para beneficiar la producción de uno de los productos frente a la de otro.  

Las cascadas también pueden clasificarse como de tipo “1-Pot” o “Multi-Pot”, dependiendo de la forma en que se 

llevan a cabo las reacciones (Esquema 4d). En las cascadas 1-Pot, todas las reacciones ocurren en un solo 

recipiente, lo que simplifica el proceso al eliminar por completo los pasos de aislamiento de intermediarios. Esto 

no solo disminuye la complejidad del procedimiento global, sino que también reduce el número de pasos 

intermedios de procesamiento56. Además, en este formato, se minimiza la ocurrencia de reacciones 

energéticamente desfavorables o reversibles, ya que los intermediarios generados son fácilmente captados por el 

siguiente biocatalizador, favoreciendo la formación del producto final52,56. 
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Esquema 4. Clasificación de cascadas biocatalíticas, considerando el origen de los biocatalizadores (b), el entorno en el que se producen las 

reacciones (b), su topología (c), o la cantidad de recipientes en los que son implementadas (d). S: Sustrato. I: Intermediario: P: Producto. 
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Por otro lado, en las cascadas Multi-Pot, las reacciones se llevan a cabo en pasos secuenciales, donde el 

sobrenadante de una reacción se utiliza como sustrato para la siguiente, en otro recipiente. Aunque este enfoque 

puede requerir un ajuste de las condiciones experimentales y/o la adición de un catalizador a la mezcla reactiva, 

hay situaciones en las que separar las cascadas en distintos recipientes resulta beneficioso. Por ejemplo, si los 

parámetros operativos óptimos de uno de los biocatalizadores difieren significativamente de los del siguiente, la 

separación de la secuencia de reacciones puede ser ventajosa. 

Como se mencionó anteriormente, la selección del tipo de cascada a implementar dependerá de un conjunto 

variado de factores que aseguren una buena productividad del compuesto de interés. Estos factores son 

principalmente el tipo o tipos de biocatalizador a utilizar, las condiciones óptimas de operación de los mismos, y 

las características de los intermediarios y productos finales de la reacción.  

Las cascadas biocatalíticas ofrecen un enfoque sumamente eficiente para la síntesis de compuestos complejos 

a partir de precursores simples, destacándose por su capacidad para reducir intermediarios y mejorar la 

selectividad del proceso. La versatilidad de las cascadas, y su flexibilidad para adaptarse a diversas condiciones 

operativas, permiten su implementación en una amplia gama de aplicaciones industriales. Aunque cada tipo de 

cascada presenta ventajas y desafíos particulares, la selección cuidadosa de las condiciones y catalizadores 

asegura una elevada productividad y viabilidad económica. A medida que la biotecnología avanza, el desarrollo de 

nuevas estrategias y la optimización de estas rutas catalíticas seguirá impulsando su adopción en industrias clave, 

consolidando su rol en la producción sostenible de productos de alto valor añadido. 

• Selección del biorreactor 

En el escalado de las reacciones biocatalizadas, una correcta selección del biorreactor a utilizar puede impactar 

significativamente en su productividad59. La naturaleza de los biocatalizadores, ya sean células enteras o enzimas 

aisladas, genera una serie de requerimientos que deben ser satisfechos para asegurar un buen desempeño por 

parte de los mismos. Entre estos requerimientos se encuentra, por ejemplo, la generación de una buena 

transferencia de masas y gases, con especial énfasis en la aireación en el caso de reacciones biocatalizadas por 

microorganismos aerobios. Por ejemplo, distintos tipos de biorreactores y modos de operación han sido diseñados 

para asegurar una buena aireación.   

Otro requerimiento importante es la disminución de efectos de corte que afecten la estabilidad de los 

biocatalizadores. Aunque también aplicable a las células enteras, esto es especialmente relevante para las 

enzimas, cuya estructura tridimensional es altamente lábil. En este entendido, como se mencionó anteriormente, 

es frecuente que los biocatalizadores se sometan a inmovilización. Esto permite mejorar su estabilidad 

operacional, además de otorgar una serie de ventajas añadidas, exploradas previamente en esta Introducción. 

Consecuentemente, el uso de biocatalizadores heterogéneos requiere de biorreactores con ciertas características 
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que permitan su operación y mejoren su desempeño. Por ejemplo, el diseño de estos biorreactores no solamente 

debe tener en cuenta la estabilidad del biocatalizador per se, sino también la del soporte de inmovilización, lo que 

requiere del desarrollo de biorreactores especializados60.  

A continuación, se presentarán una selección de ejemplos de biorreactores cuya implementación permite mejorar 

las condiciones operativas de reacciones biocatalizadas. Debido al alcance de esta Tesis, lejos de ser una 

exposición exhaustiva de ejemplos, se buscará enfatizar especialmente en tipos de biorreactor que aportan 

ventajas operativas a reacciones llevadas a cabo por reacciones catalizadas por microorganismos enteros libres 

o biocatalizadores inmovilizados.  

Entre los distintos tipos de reactores que son frecuentemente utilizados para reacciones con células enteras, que 

presentan características que permiten su mejor rendimiento, se encuentran los biorreactores de columna de 

burbujas, los de tipo “airlift”, y los reactores de oxígeno comprimido (Esquema 5a, b y c). 

Los biorreactores de columna de burbujas tienen una estructura muy simple y no cuentan con agitación mecánica. 

Tanto la aireación como la agitación se logran mediante burbujeo de gas61 (Esquema 5a). Se presentan como una 

opción de bajo costo y bajo consumo de energía, con especial aplicación en bioconversiones con 

microorganismos aerobios obligados. Esta tecnología es una alternativa sencilla a los reactores más complejos, 

ya que permite una alta circulación de fluidos, además de presentar una buena transferencia de masa y calor, con 

un menor esfuerzo de corte. Esta última característica hace que este tipo de reactores también sea adecuado para 

preparaciones inmovilizadas, ya que estos bajos esfuerzos de corte permiten la preservación de las matrices de 

inmovilización.  

Por otro lado, los reactores tipo "airlift" se agitan neumáticamente, por lo que la aireación no solo proporciona 

oxígeno, sino que también es responsable de generar la mezcla dentro del reactor. Se diferencian de las columnas 

de burbujas por el hecho de que en los reactores tipo “airlift” se genera circulación de líquido dentro del reactor, 

además de la generada por el flujo de burbujas61. Una representación esquemática de un reactor de tubo 

concéntrico se observa en el Esquema 5b. 
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Esquema 5. Tipos de biorreactores utilizados para potenciar las reacciones biocatalizadas. a) Biorreactor de columna de burbujas. b) 

Biorreactor de tipo “airlift”, formato tubo concéntrico. c) Biorreactor de oxígeno comprimido. d) Biorreactor de lecho rotatorio. Adaptado de 

Ripoll et al.36. 

Otro tipo de biorreactor que presenta relevancia en biotransformaciones que involucran microorganismos 

aerobios es el de oxígeno comprimido, también llamado SOS-BR por sus siglas en inglés (Sealed Oxygen Stirred 

Bioreactor) (Esquema 5c). Las reacciones con aerobios obligados requieren ambientes con alta concentración de 

oxígeno que, la mayoría de las veces, no se pueden alcanzar simplemente suministrando aire a un reactor. 

Reemplazar el aire con oxígeno puro es la manera más sencilla de lograr un ambiente enriquecido con oxígeno62. 

Sin embargo, debido al elevado costo del oxígeno, esta estrategia se vuelve inviable cuando se trabaja con 

sistemas abiertos. Alternativamente, el uso de biorreactores de oxígeno comprimido para estas 

biotransformaciones permite ambientes enriquecidos con oxígeno a altas presiones parciales, lo que resulta en 

una alta tasa de utilización del oxígeno a una fracción del costo62. Además, los biorreactores de oxígeno 
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comprimido eliminan la necesidad de agentes antiespumantes debido a las altas presiones alcanzadas dentro del 

recipiente, lo que facilita la recolección de productos finales más puros63. En esta misma línea, se ha observado 

que las altas presiones generadas en el interior de estos reactores favorecen la transferencia de masa en 

preparados inmovilizados, lo que puede favorecer los rendimientos productivos62.  

Por otro lado, también en el contexto de las biotransformaciones catalizadas por biocatalizadores inmovilizados, 

ya sean enzimas aisladas o células enteras, los reactores de lecho rotatorio (Esquema 5d) ofrecen una serie de 

ventajas importantes64,65. Este tipo de reactores están especialmente diseñados para prevenir la desintegración 

de las matrices de inmovilización mediante su retención dentro del lecho rotatorio, minimizando así la formación 

de debris. Además de aumentar las velocidades de agitación sin comprometer la integridad estructural de las 

matrices, lo que facilita la transferencia de masa, estos reactores permiten una separación más sencilla del medio 

de reacción. Dado que las partículas inmovilizadas permanecen confinadas en el lecho, es más fácil recuperar los 

biocatalizadores al final del proceso, evitando la necesidad de pasos adicionales de filtración o centrifugación. 

Esto no solo mejora la eficiencia del proceso, sino que también reduce los costos asociados a la separación y 

recuperación de biocatalizadores. Asimismo, el aumento en la estabilidad operativa de las enzimas o células 

inmovilizadas contribuyen a prolongar la vida útil del sistema y a disminuir la frecuencia de sustitución de las 

matrices. Como resultado, los reactores de lecho rotatorio representan una opción atractiva para procesos a 

escala industrial, donde la durabilidad y eficiencia son factores clave. 

La selección adecuada del tipo de reactor es fundamental para maximizar la eficiencia y productividad en procesos 

biocatalíticos. Los distintos tipos de reactores ofrecen soluciones específicas para mejorar la transferencia de 

masa, aireación y estabilidad de los biocatalizadores. Estos avances permiten optimizar tanto el rendimiento de 

las reacciones como la separación de los componentes al final del proceso, lo que resulta en una mayor eficiencia 

y viabilidad para su aplicación a escala industrial. 

La disponibilidad de la batería de estrategias facilitadoras discutidas en las secciones anteriores constituye uno 

de los principales motores para el desarrollo de nuevos y mejores bioprocesos. Los continuos avances 

tecnológicos experimentados año a año en estas áreas, simplifican cada vez más la traslación de los procesos 

biocatalíticos desde el laboratorio hacia el ámbito industrial. 

Gluconobacter como biocatalizador  

En los últimos años, el interés en las bacterias del género Gluconobacter ha ido en aumento (Figura 2). Las mismas 

son ampliamente estudiadas por su versatilidad, ya que su utilización va desde la preparación de bebidas 

fermentadas66,67, hasta la elaboración de biosensores68,69, celdas de combustible microbianas con distintas 

aplicaciones70,71 o su implementación como biocatalizadores72. Como la mayoría de las bacterias del ácido acético 

(BAA), las cepas de Gluconobacter son actores importantes en el área de las biotransformaciones con células 
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enteras73, explotando su capacidad única para oxidar de forma incompleta azúcares y alcoholes. Este hecho no 

solamente se ve reflejado en el aumento anual casi sostenido observado en las publicaciones científicas 

relacionadas (Figura 2a), sino en el incremento de patentes creadas a partir de aplicaciones de este género 

bacteriano, lo que subraya su alta relevancia a nivel industrial (Figura 2b).  

 

Figura 2. Número de publicaciones científicas (a) y patentes creadas (b) relacionadas con el término “Gluconobacter” en el Siglo XXI. Fuentes: 

Scopus (publicaciones científicas) y Google Patents (patentes). 

Gluconobacter es un grupo de microorganismos no modelo, aerobios estrictos, Gram negativos, cuya temperatura 

óptima ronda los 30 °C y su pH óptimo se encuentra entre 5,5 y 6,074. Como característica principal, transversal a 

todas las BAA, estos microorganismos poseen una serie de enzimas deshidrogenasas ancladas en su membrana 

interna que les permite oxidar una variedad de azúcares y azúcares alcoholes. La oxidación incompleta de estos 

compuestos, denominada fermentación oxidativa, está acoplada a la cadena respiratoria, permitiendo la 

obtención de energía73. Estas enzimas de membrana poseen su sitio activo orientado al espacio periplásmico, por 

lo que es en ese compartimento celular donde se lleva a cabo la generación de los productos oxidados, sin 

necesidad de que ingresen al citoplasma75. Sumado a esto, las bacterias liberan estos productos al medio de 

reacción, lo que las posiciona como excelentes candidatas para su uso en biocatálisis. Una visión más profunda 

del metabolismo de las bacterias del género Gluconobacter y el rol de las deshidrogenasas de membrana se 

presenta en la introducción del Capítulo 1 de esta Tesis.  
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Dadas las características anteriormente mencionadas, estos microorganismos son utilizados como 

biocatalizadores en reacciones de oxidación para la obtención de productos de alta relevancia industrial. Entre 

ellos se encuentran el vinagre76, los precursores de la vitamina C L-sorbosa y ácido 2-keto-L-gulónico (A2-KLG)77, 

el principio activo dihidroxiacetona (DHA)78, utilizado en la industria dermocosmética, y la molécula 6-(N-

hidroxietil)amino-6-desoxi-L-sorbofuranosa (6-NSL), utilizada para la producción del fármaco antidiabético 

Miglitol79.  

Las reacciones de oxidación catalizadas por Gluconobacter a menudo tienen la ventaja adicional de una 

selectividad exquisita80,81, lo que atrae más interés para su estudio y exploración de futuras aplicaciones. Las 

particulares características de estas bacterias y su versatilidad han impulsado un gran número de investigaciones 

para avanzar en el conocimiento sobre su manipulación y estabilización genética para aprovechar su potencial en 

toda su extensión82,83. En particular, en los últimos años se ha visto un aumento significativo en la riqueza de 

productos generados a través de biotransformaciones de Gluconobacter (Figura 3, Tabla 2).  
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Figura 3. Variedad de productos obtenidos por biotransformaciones utilizando Gluconobacter en los últimos años. Imagen actualizada, basada 

en Ripoll et al. 202336. El significado de los acrónimos utilizados se destalla en la sección “Abreviaturas” y en la Tabla 2.  
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Tabla 2. Productos obtenidos mediante biotransformación utilizando cepas de Gluconobacter como catalizadores en los últimos años (enero 

2017 a marzo 2024). Versión actualizada de la Tabla 1 de Ripoll et al. 202336.  (Continuación) 

Producto Sustrato 
Enzima(s) involucradas en la 

biotransformación 
Observaciones Ref. 

1,2,4- butanotriol (1,2,4-

BT) 
D-xilosa 

Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (xilosa a ácido 

xilónico), xilonato dehidratasa (ácido xilónico a 2-

keto-3-deoxi-xilonato), Descarboxilasa (2-keto-3-

deoxi-xilonato a 3,4-dihidroxibutanal), reductasa (3,4-

dihidroxibutanal a 1,2,4-BT) 

Precursor de fármacos anticancerígenos 

y antivirales, así como del plastificante 

1,2,4-butanotriol trinitrato. 

84 

2-metoxi acetaldehído 2-metoxietanol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (2-metoxietanol a 2-

metoxiacetaldehído) 

Intermediario en la producción de 

tetrahidroisoquinolinas y triptolinas. 
85 

3-deshidroshikimato (3-

DHS) 
Quinato 

Quinato deshidrogenasa (mQDH) (quinato a 3-

deshidroquinato), 3-DHQ dehidratasa tipo I (DHQasa) 

(3- deshidroquinato a 3-DHS) 

Intermediario clave para la síntesis de 

varios compuestos (ej: el fármaco 

antiviral oseltamivir). 

86 

3-metilbutanal 
Alcohol 

isoamílico 
mADH (alcohol isoamílico a 2-metilbutanal) 

Intermediario en la producción de 

tetrahidroisoquinolinas y triptolinas. 
85 

5-ketofructosa (5-KF) 
Sacarosa o 

fructosa 

Sacarasa (sacarosa a fructosa y galactosa) y fructosa 

deshidrogenasa (mFDH) (fructosa a 5-KF) 
Edulcorante no nutritivo. 25,87–93 

6-(N-hidroxietil) amino-6-

desoxi-L-sorbofuranosa 

(6-NSL) 

N-2-hidroxietil 

glucamina 

(NHEG) 

Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (NHEG a 6-

NSL) 

Precursor del Miglitol (medicamento 

antidiabético). 

42,79,81,94–

98 

Acetaldehído Etanol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (etanol a 

acetaldehído) 

Intermediario en la síntesis de vinagre 

(ácido acético) o tetrahidroisoquinolinas 

y triptolinas. 

85 

Acetoína 2,3-butanodiol ND 

Bloque de síntesis química utilizado en 

cosmética y farmacia, potenciador del 

sabor. 

99 

Ácido (R)-mandélico 
R-1-fenil-1,2-

etanodiol 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (R-1-fenil-1,2-

etanodiol a R-mandelaldehído), Aldehído 

deshidrogenasa (mAlDH) (R-mandelaldehído a ácido 

(R)-mandélico) 

bloque de síntesis de antitumorales, 

agentes contra la obesidad, antibióticos 

y materiales quiroópticos. 

100 

Ácido 2,5-diketoglucónico 

(A2,5-DKG) 
Glucosa 

Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (glucosa a ácido 

glucónico), gluconato-2-deshidrogenasa (ácido 

glucónico a A2-KG); m2KGADH (2- keto-gluconato 

deshidrogenasa) (A2-KG a A2,5-DKG) 

Precursor de la vitamina C. 101–103 

Ácido 2-keto-D-glucónico 

(A2-KG) 
Glucosa 

Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (glucosa a ácido 

glucónico), Gluconato deshidrogenasa (mGADH) 

(ácido glucónico a A2-KG) 

Aditivo alimentario, detergente, 

revelador fotográfico, precursor de 

vitamina C e isovitamina C. 

104–108 

Ácido 2-keto-L-gulónico 

(A2-KLG) 

D-sorbitol o L-

sorbosa 

Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (sorbitol a L-

sorbosa), 

L-sorbosa deshidrogenasa (mSDH) (L-sorbosa a L-

sorbosona) y L-sorbosona deshidrogenasa (mSNDH) 

(L-sorbosona a A2-KLG) 

Precursor de la vitamina C. 77,109–113 

Ácido 3,4-

dihidroxibutírico 

(A3,4-DHB) 

3,4- 

dihidroxibutanal 

Aldehído deshidrogenasa (mAlDH) (3,4- 

dihidroxibutanal a A3,4-DHB) 
Bloque de síntesis química 84,114 

Ácido 3-hidroxipropiónico 

(A3-HP) 

1,3-propanodiol 

(1,3-PDO) 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (1,3-PDO a 3- 
hidropropionaldehído), Aldehído deshidrogenasa 

(mAlDH) (3-hidroxipropionaldehído a A3-HP) 

Bloque de síntesis química. 62,115,116 
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Tabla 2. Productos obtenidos mediante biotransformación utilizando cepas de Gluconobacter como catalizadores en los últimos años (enero 

2017 a marzo 2024). Versión actualizada de la Tabla 1 de Ripoll et al. 202336.  (Continuación) 

Producto Sustrato 
Enzima(s) involucradas en la 

biotransformación 
Observaciones Ref. 

Ácido 4-hidroxibutírico 

(A4-HB) 
1,4 butilenglicol ND Bloque de síntesis para química fina. 116 

Ácido 5-hidroximetil-2-

furancarboxílico (AHMFC) 

5-

Hidroximetilfurf

ural 

Deshidrogenasa de membrana desconocida (5-

hidroximetilfurfural a AHMFC) 

Bloque de construcción para 

biocombustibles, disolventes y 

polímeros. 

80 

Ácido 5-hidroxivalérico 

(A5-HV) 

1,5 

pentilenglicol 
ND Bloque de síntesis para química fina. 116 

Ácido 5-ketoglucónico 

(A5-KG) 
Glucosa 

Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (glucosa a ácido 

glucónico), Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) 

(ácido glucónico a A5-KG) 

Precursor del ácido L-tartárico 

(compuesto de relevancia industrial). 
101,108,117 

Ácido 6-hidroxicaproico 

(A6-HC) 
1,6-hexilenglicol ND Bloque de síntesis para química fina. 116 

Ácido 6-hidroxihexanoico 

(A6-HH) 

1,6-hexanodiol 

(1,6-HD) 
ND Bloque de síntesis química. 116,118 

Ácido acético etanol 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (etanol a 

acetaldehído), Aldehído deshidrogenasa (mAlDH) 

(acetaldehído a ácido acético) 

Principal componente del vinagre, posee 

propiedades medicinales, antioxidantes, 

antibacterianas, anticancerígenas y 

antihiperglicémicas 

119 

Ácido acrílico 1,3-PDO 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (1,3-PDO a 3-

hidroxipropionaldehído), 3-hidroxiacil-(ACP) 

deshidratasa y 3-hidroxidecanoil-(ACP) deshidratasa 

(3-hidroxipropionaldehído a acroleína), aldehído 

deshidrogenasa (mAlDH) (acroleína a ácido acrílico) 

Bloque de síntesis química utilizado en 

polímeros superabsorbentes, plásticos, 

cauchos sintéticos, fibras, 

recubrimientos, adhesivos, acabados de 

cuero y detergentes. 

120 

Ácido adípico 1,6-HD ND Bloque de síntesis química. 116,118,121 

Ácido arabinónico Arabinosa 
Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (arabinosa a 

ácido arabinónico) 

Precursor de la eritrosa y el eritritol, 

utilizado para producir polímeros, 

cementos compuestos, materiales de 

procesamiento de semiconductores, y 

cosméticos. Se puede utilizar para 

aplicaciones médicas. 

104,122–125 

Ácido butírico Butanol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (butanol a ácido 

butírico) 

Materia prima sintética utilizada en los 

campos de la alimentación, la medicina 

y la agricultura. 

126,127 

Ácido fenilacético 2-Feniletanol 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (2-feniletanol a 

fenilacetaldehído), 

aldehído deshidrogenasa (mAlDH) (fenilacetaldehído 

a ácido fenilacético) 

Compuesto aromático utilizado en la 

industria alimentaria y cosmética. 
32,128,129 

Ácido furoico Furfural ND 

Se utiliza como materia prima en las 

industrias de resinas, plásticos, 

alimentos, farmacéutica y perfumería. 

130–132 

Ácido galactárico 
Ácido 

galacturónico 
ND 

Precursor de varios polímeros y sustituto 

del ácido glucárico. 
133 

Ácido galactónico Galactosa 
Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (galactosa a ácido 

galactónico) 

Se utiliza en la industria farmacéutica y 

cosmética, y como acidificante en 

alimentos. 

104,122,123,

134–136 
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Tabla 2. Productos obtenidos mediante biotransformación utilizando cepas de Gluconobacter como catalizadores en los últimos años (enero 

2017 a marzo 2024). Versión actualizada de la Tabla 1 de Ripoll et al. 202336.  (Continuación) 

Producto Sustrato 
Enzima(s) involucradas en la 

biotransformación 
Observaciones Ref. 

Ácido glicérico (AG) Glicerol 

Alcohol deshidrogenasa (mADH) (glicerol a 

gliceraldehído) y aldehído deshidrogenasa (mAlDH) 

(gliceraldehído a AG) 

Bloque de síntesis química con actividad 

biológica probada. Se puede utilizar para 

la producción de tensioactivos y 

bioplásticos. 

37,137,138 

Ácido glicólico Etilenglicol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (etilenglicol a ácido 

glicólico) 

Se utiliza en la producción de productos 

químicos como adhesivos, en la 

limpieza de metales, como aditivo para 

colorantes. Precursor del ácido 

poliglicólico y del ácido poli (láctico-co-

glicólico). 

116,139–143 

Ácido glucónico Glucosa 
Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (glucosa a ácido 

glucónico) 

Se utiliza en las industrias láctea, de 

bebidas y textil. Se utiliza además en la 

limpieza de metales, lavado de platos, 

detergentes para ropa, productos para la 

salud y cosméticos. Además, se emplea 

como edulcorante artificial y agente 

antibacteriano. 

104,108,122,

123,144–168 

Ácido glucurónico glucosa ND 

Presente en la kombucha, precursor del 

compuesto anticáncer ácido D-sacárico 

1,4 lactona169. 

160 

Ácido glutárico A5-HV ND Bloque de síntesis para química fina. 116 

Ácido manónico Manosa 
Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (manosa a ácido 

manónico) 

Se utiliza como producto químico, 

quelante, dispersante, y retardante para 

pozos de petróleo. 

104,122,123,

170 

Ácido xilónico Xilosa 
Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (xilosa a ácido 

xilónico) 

Bloque de síntesis química con 

aplicaciones como reductor de agua en 

cemento, precursor del 1,4-butanodiol, 

1,2,4-BT y 3,4-dihidroxibutirato. Utilizado 

en la industria alimentaria como 

acidificante. 

62,63,104,11

4,122–

124,132,158,

162,166,167,

171–190 

Biolixiviante (medio 

gastado ácido) 
Azúcares 

Glucosa deshidrogenasa (mGluDH) (azúcares a 

ácidos orgánicos) 

Se utiliza para la biolixiviación, para la 

recuperación de tierras raras. 
191–193 

Butanal 1-butanol Alcohol deshidrogenasa (mADH) (1-butanol a butanal) 
Intermediario en la producción de 

tetrahidroisoquinolinas y triptolinas. 
85 

Celulosa bacteriana Glucosa 

Glucokinasa (Glucosa a Glucosa-6-fosfato (G6P)), 

fosfoglucomutasa (G6P a glucosa-1-fosfato (G1P), 

UDPG-pirofosforilasa (G1P a UDP-glucosa (UDPG)), 

celulosa sintasa (polimerización de celulosa a partir 

de UDP-glucosa)194 

Biomaterial con aplicaciones 

industriales en la industria alimentaria y 

biomédica. 

195–201 

Coenzima Q10 (CoQ10) - Múltiples enzimas 

Se utiliza en las industrias alimentaria, 

cosmética y farmacéutica para el 

tratamiento de enfermedades cardíacas, 

cáncer, diabetes y enfermedades de 

Alzheimer y Parkinson. 

202,203 
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Tabla 2. Productos obtenidos mediante biotransformación utilizando cepas de Gluconobacter como catalizadores en los últimos años (enero 

2017 a marzo 2024). Versión actualizada de la Tabla 1 de Ripoll et al. 202336.  (Continuación) 

Producto Sustrato 
Enzima(s) involucradas en la 

biotransformación 
Observaciones Ref. 

Dihidroxiacetona (DHA) Glicerol 
Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (glicerol a 

DHA) 

Aditivo para lociones de bronceado sin 

sol. 

33,37,58,78,

132,138,162,

204–219 

D-tagatosa Galactitol 
Deshidrogenasa de membrana dependiente de PQQ 

desconocida (galactitol a D-tagatosa) 
Azúcar raro. 220,221 

E-Ascladiol Patulina 
Deshidrogenasas GOX0525 y GOX1899 dependientes 

de NADH (Patulina a E-Ascladiol) 

Compuesto no tóxico para humanos 

obtenido a partir de la toxina Patulina. 

Por sus funcionalidades puede ser útil 

para síntesis química. 

222 

Fenilacetaldehído 2-feniletanol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (2-feniletanol a 

fenilacetaldehído) 

Compuesto aromático utilizado en las 

industrias alimentaria y cosmética. 
129 

Fructosa 
Sacarosa o 

manosa 

Invertasa (sacarosa fructosa) o Manosa 

deshidrogenasa de membrana (manosa a fructosa) 

Precursor del edulcorante no nutritivo 5-

KF. 
89,223 

Isomaltomegalosacárido 

(IMS) 
Maltodextrina Dextrano dextrinasa (DDasa) (Maltodextrina a IMS) 

Mejora la solubilidad en agua de los 

compuestos lipofílicos. 
224 

L-eritrosa Eritritol 

Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (eritritol a L-

eritrulosa), L-ribosa isomerasa citoplasmática (L-RI) 

(L-eritrulosa a L-eritrosa) 

Aldotetrosa poco frecuente con diversas 

actividades farmacológicas. 
225 

L-eritrulosa Eritritol 
Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (eritritol a L-

eritrulosa) 

Se utiliza como ingrediente en lociones 

de bronceado sin sol. 
62,226 

Levan Fructosa Levansucrasa (fructosa a levan) 
Polisacárido utilizado en la industria 

alimentaria. 
227–235 

L-ribonato L-ribosa 

Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) (L-ribosa a 

L-ribonolactona, hidrolizada espontáneamente a L-

ribonato) 

Nuevo producto obtenido a partir de la 

oxidación con la poliol deshidrogenasa 

mayor. 

236 

L-sorbosa D-sorbitol 
Poliol deshidrogenasa principal (mPDHP) o GoSlDH 

(especial, dependiente de NADP+) 
Precursor de la vitamina C. 148,237–246 

L-xilo-3-hexulosa Galactitol 
Deshidrogenasa de membrana dependiente de PQQ 

desconocida (galactitol a L-xilo-3-hexulosa) 
Azúcar raro. 220,221 

Manosa Fructosa 
D-manosa isomerasa de membrana (fructosa a 

manosa) 

Compuesto de alto valor para las 

industrias alimentaria y farmacéutica247. 
223 

Melanina 
L-DOPA (no 

confirmado) 
ND 

Utilizada en tratamiento de 

enfermedades. Propiedades de 

intercambiador catiónico. 

248 

Pentanal 1-pentanol 
Alcohol deshidrogenasa (mADH) (1-pentanol a 

pentanal) 

Intermediario en la producción de 

tetrahidroisoquinolinas y triptolinas. 
85 

Pirroloquinolina quinona 

(PQQ) 
Péptido PqqA 

Vía biosintética compleja compuesta por varias 

enzimas (codificadas por el grupo de genes 

pqqABCDEFG) 

Cofactor redox, su sal sódica se utiliza 

como suplemento dietético. 
249–252 

Propanal 1-propanol 
Alcohol deshidrogenasa mADH (1-propanol a 

propanal) 

Intermediario en la producción de 

tetrahidroisoquinolinas y triptolinas. 
85 
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Tabla 2. Productos obtenidos mediante biotransformación utilizando cepas de Gluconobacter como catalizadores en los últimos años (enero 

2017 a marzo 2024). Versión actualizada de la Tabla 1 de Ripoll et al. 202336.  (Continuación) 

Producto Sustrato 
Enzima(s) involucradas en la 

biotransformación 
Observaciones Ref. 

Protocatecuato Quinato 

Quinato deshidrogenasa (mQDH) (quinato a 3-

deshidroquinato), Deshidroquinato dehidratasa (3-

deshidroquinato a 3-DHS), Dehidroshikimato 

dehidratasa (3-DHS a Protocatecuato) 

Compuesto con propiedades 

antioxidantes y precursor del ácido 

mucónico. 

253 

Riboflavina - Múltiples enzimas 

Vitamina (B2) soluble en agua utilizada 

como aditivo alimentario o en productos 

farmacéuticos. 

254 

Xilitol D-arabitol 

D-arabitol deshidrogenasa de membrana (mArDH) (D-

arabitol a L-xilulosa), xilitol deshidrogenasa NAD-

dependiente (XDH) (L-xilulosa a xilitol) 

Alcohol de azúcar pentahidroxilado con 

aplicaciones en las industrias 

alimenticia y farmacéutica. 

255 

En particular, la conversión de glicerol a DHA y AG mediante cepas de Gluconobacter es una de las 

biotransformaciones que ha despertado mayor interés en los últimos años, como lo evidencian las numerosas 

publicaciones recientes sobre el tema137,213,214,216. Este interés se debe principalmente a tres factores: la creciente 

demanda de DHA en la industria cosmética, el elevado valor y potencial de aplicación del AG, y principalmente,  el 

gran excedente de glicerol generado por la industria de biocombustibles. Este último, un subproducto inevitable 

de la producción de biodiésel (Esquema 6), plantea importantes desafíos medioambientales debido a su potencial 

contaminante. Con el auge de las energías renovables y el consecuente crecimiento de la industria del biodiésel, 

la cantidad de glicerol crudo producido ha aumentado considerablemente, lo que ha incentivado la búsqueda de 

soluciones que permitan valorizar este subproducto y reducir su impacto ambiental. 

 

Esquema 6. Síntesis química de biodiesel (ésteres metílicos) a partir de aceites o grasas y metanol. El catalizador empleado en la reacción es 

generalmente KOH. Como subproducto, se obtiene el glicerol crudo en una relación 10:1 (g/g). 

La biotransformación de este subproducto en compuestos de mayor valor agregado a través de 

biotransformaciones ofrece una alternativa sostenible para reducir el impacto ambiental de la producción de 

biodiésel, al tiempo que facilita la creación de una biorefinería, mejorando la rentabilidad económica de la 
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industria. Es por estos motivos que nuestro grupo de investigación se ha centrado en su estudio, y que durante 

este trabajo será utilizada como biotransformación modelo para una variedad de estrategias biocatalíticas. 

Durante esta Tesis Doctoral se buscó ampliar el conocimiento en el campo de la biocatálisis mediante el 

estudio de la aplicación de dos cepas de Gluconobacter con potencial uso industrial.  

Nuestra hipótesis se basó en la premisa de que el empleo de estrategias no tradicionales de inmovilización 

podría mejorar o facilitar las bioconversiones catalizadas por Gluconobacter. 

Entendemos por estrategias no tradicionales aquellas innovadoras y sin precedentes en su aplicación a este 

género bacteriano, incluyendo el uso de nuevos materiales, la modificación de la superficie celular y el 

diseño de arquitecturas que integren múltiples biocatalizadores. Nuestro enfoque fue potenciar las 

posibilidades de aplicación de Gluconobacter en biotransformaciones y contribuir al desarrollo de 

estrategias extensibles a otros biocatalizadores microbianos o sistemas mixtos. 

En este trabajo de Tesis, los nuevos inmovilizados se aplicaron a variedad de bioconversiones. En esta 

búsqueda de nuevas y mejores biotransformaciones catalizadas por Gluconobacter, se implementaron 

distintas estrategias para mejorar sus características a través de modificaciones genéticas, acoplamiento 

con distintos catalizadores y desafío con sustratos novedosos que en el futuro se pudieran trasladar al uso 

biocatalizadores inmovilizados.   
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Objetivos 

El objetivo general de esta Tesis es facilitar la aplicación de cepas de Gluconobacter como biocatalizadores 

mediante el estudio de estrategias no tradicionales de inmovilización. 

Objetivos específicos 

•  Establecer condiciones para la producción de distintos compuestos a partir de glicerol y sus 

derivados, con distintas cepas de Gluconobacter en reposo: Se ensayarán las células de Gox en reposo 

para la oxidación de moléculas derivadas del glicerol. Adicionalmente, se estudiará la oxidación por 

células en reposo de Gfr para la producción de AG y DHA, estableciendo condiciones que favorezcan la 

producción del primero. Estos ensayos serán altamente relevantes para sentar las bases para los 

siguientes experimentos de inmovilización. 

• Generar cepas mutantes de Gluconobacter que faciliten el estudio de preparados inmovilizados y 

presenten mejores características para la producción de AG: Se realizarán modificaciones genéticas 

en Gox y Gfr para obtener cepas fluorescentes que faciliten el estudio de preparaciones inmovilizadas. Se 

buscará además implementar técnicas de modificación genética de Gfr basadas en CRISPR para la 

obtención de una cepa que produzca únicamente AG a partir de glicerol. 

• Inmovilizar cepas de Gluconobacter en soportes no tradicionales y estudiar sus propiedades: Se 

explorarán materiales no convencionales para la inmovilización de Gluconobacter. Se estudiará cómo la 

inmovilización afecta su capacidad de conversión de glicerol, su estabilidad y su reutilización en ciclos de 

producción sucesivos. 

• Implementar cascadas biocatalíticas que combinen biocatalizadores enzimáticos con cepas de 

Gluconobacter para la obtención de productos aminados a partir de glicerol y sus derivados: Se 

diseñarán procesos en los que se combinen catalizadores enzimáticos basados en transaminasas con las 

cepas de Gluconobacter para llevar a cabo reacciones secuenciales. El objetivo será generar productos 

aminados de interés a partir de glicerol y sus derivados, explorando su potencial de acoplamiento.    
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CAPÍTULO 1: Oxidación de glicerol y derivados por células en 

reposo de cepas de Gluconobacter 

1.1. Introducción 

El metabolismo de Gluconobacter y el rol de las deshidrogenasas de membrana como ventaja para su uso 

como biocatalizador 

Las bacterias del género Gluconobacter poseen un metabolismo energético inusual, lo que les confiere 

características interesantes para su explotación como biocatalizadores. Dentro de este género bacteriano la 

mayoría de las especies presentan algunas rutas metabólicas centrales incompletas, tales como la glucólisis y el 

ciclo de Krebs, encargadas de la oxidación completa de carbohidratos hacia CO2 y agua256,257. Por otro lado, estas 

bacterias tienen la capacidad de llevar a cabo la oxidación incompleta de carbohidratos en su periplasma, con una 

consecuente producción de energía a través de lo que se conoce como “fermentación oxidativa”159. Esta es llevada 

a cabo por una serie de deshidrogenasas de membrana (Esquema 7), mencionadas brevemente en la Introducción 

general de esta Tesis, que se encuentran ancladas en la membrana interna de estas bacterias75. 

 

Esquema 7. Deshidrogenasas de membrana presentes en bacterias del género Gluconobacter. mPDHP: Poliol deshidrogenasa principal. 

mADH: Alcohol deshidrogenasa. mAlDH: Aldehído deshidrogenasa. mIDH: Inositol deshidrogenasa. mFDH: Fructosa Deshidrogenasa. mQDH: 

Quinato deshidrogenasa. mSDH: L-Sorbosa deshidrogenasa. mSNDH: L-Sorbosona deshidrogenasa. mGluDH: Glucosa deshidrogenasa. 

mGADH: D-Gluconato deshidrogenasa. m2KGDH: 2-Keto-D-gluconato deshidrogenasa. PQQ: Pirroloquinolina quinona. FAD: Flavina adenina 

dinucleótido. MCD: Molibdopterina citosina dinucleótido. Adaptado a partir de Qin et al.73 y He et al.75. 
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La fermentación oxidativa está acoplada a la cadena respiratoria, ya que estas enzimas transfieren equivalentes 

de reducción a ubiquinonas, que se reducen a ubiquinol. El ubiquinol luego transfiere electrones al oxígeno 

molecular a través de las oxidasas terminales, también ubicadas en la membrana73. 

Con respecto a la estructura de estas enzimas, la mayoría está constituida por dos o tres subunidades diferentes, 

y requieren de distintos tipos de cofactores como el PQQ, el FAD y el MCD para llevar a cabo la oxidación de los 

sustratos73. Como ejemplos relevantes de deshidrogenasas de membrana se encuentran la alcohol 

deshidrogenasa (mADH), la aldehído deshidrogenasa (mAlDH) y la poliol deshidrogenasa principal (mPDHP), 

también conocida como glicerol deshidrogenasa o sorbitol deshidrogenasa. Las tres enzimas se encuentran 

involucradas en la oxidación de glicerol hacia DHA y AG en las bacterias del género Gluconobacter (Esquema 8).  

 

Esquema 8. Ejemplos de estructura de tres deshidrogenasas de membrana en Gluconobacter. mADH: Alcohol deshidrogenasa. mAlDH: 

Aldehído deshidrogenasa. mPDHP: Poliol deshidrogenasa principal. PQQ: Pirroloquinolina quinona. MCD: Molibdopterina citosina 

dinucleótido. I: Subunidad mayor. II: Subunidad mediana. III: Subunidad menor. c: Sitio de unión para grupos hemo c. 2Fe-2S: Sitio de unión 

para clusters 2Fe-2S.  Adaptado a partir de He et al.75 y Adachi et al.258. 

La enzima mADH cataliza la oxidación de alcoholes para obtener aldehídos, y en ocasiones, sus ácidos 

correspondientes75, aunque en el caso particular del gliceraldehído obtenido a partir de la oxidación de glicerol, es 

la enzima mAlDH la responsable de la formación de AG137. En este género de bacterias, la mADH suele ser 

heterotrimérica, presentando una subunidad mayor que se encarga de catalizar la oxidación del sustrato, que 

contiene sitios de unión para el cofactor PQQ y para los grupos hemo C (subunidad I); y una subunidad mediana 

de tipo citocromo c, con tres uniones a grupos hemo c que se encarga de reducir la ubiquinona a ubiquinol 

(subunidad II)258. Adicionalmente, la enzima posee una tercera subunidad pequeña que parece intervenir en la 

unión de la estructura enzimática a la membrana y hacer las veces de chaperona molecular (subunidad III)137. La 

estructura tridimensional de esta enzima en G. oxydans 621H ha sido elucidada recientemente por Adachi et al.258 

y depositada en el repositorio del Protein Data Bank (PDB) (Figura 4a). 
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Figura 4. Estructuras tridimensionales de las enzimas mADH y mAlDH de G. oxydans 621H. a) mADH (PDB:8GY2). Verde: subunidad I, 

deshidrogenasa. Amarillo: subunidad II, Citocromo C.  Violeta: subunidad III. b) mAlDH (PDB: 8GY3). Verde: subunidad I, deshidrogenasa. 

Amarillo: subunidad II, Citocromo C. Violeta: subunidad III. Estructuras depositadas por Adachi et al.258 en el repositorio PDB. 

La enzima mAlDH es la responsable de la oxidación de aldehídos para convertirlos en sus respectivos ácidos. Es 

generalmente un heterotrímero con una subunidad mayor con unión al cofactor MCD que corresponde al dominio 

deshidrogenasa (subunidad I), una subunidad mediana citocromo C con unión a tres grupos hemo c (subunidad 

II), y una subunidad pequeña con dos clusters [2Fe-2S] como grupos prostéticos75,258. La estructura tridimensional 

de esta enzima en G. oxydans 621H también ha sido elucidada recientemente por Adachi et al.258 (Figura 4b).  

Por otro lado, la enzima mPDHP, suele presentarse como un heterodímero en las especies de Gluconobacter. La 

misma es capaz de oxidar una gran variedad de sustratos a través de su subunidad mayor (subunidad I), 

responsable de la catálisis, empleando PQQ como cofactor. La subunidad pequeña por su parte parece actuar 

como chaperona molecular y estar asociada al anclaje de la estructura en la membrana (subunidad II)75. Hasta el 

momento no hay disponibles en PDB estructuras tridimensionales de esta enzima para ninguna especie de 

Gluconobacter. Sin embargo, existen modelos predictivos de AlphaFold, como el reportado recientemente por Xu 

et al.221 (Figura 5). 

a b
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Figura 5. Estructura tridimensional de la enzima mPDHP de G. oxydans 621H obtenida por predicción utilizando el programa 

AlphaFold. Verde: subunidad I, deshidrogenasa. Amarillo: subunidad II. Imagen obtenida a partir de la estructura propuesta por 

de Xu et al.221. 

La estructura de estas enzimas, su localización en la membrana interna, y la orientación de su sitio activo 

posibilitan la oxidación de múltiples sustratos sin la necesidad de que ingresen al citoplasma. Adicionalmente, los 

numerosos productos obtenidos a partir de las reacciones de oxidación de estas enzimas deshidrogenasas son 

liberados al medio, eliminando la necesidad de romper las células para obtenerlos. Como consecuencia de este 

peculiar metabolismo, las bacterias del género Gluconobacter suelen presentar bajos rendimientos de biomasa, 

pero altas productividades de compuestos generados por las deshidrogenasas de membrana, dada su elevada 

actividad catalítica73. En esta característica radica su atractivo como biocatalizadores de célula entera para su 

aplicación a nivel industrial.  

La obtención de compuestos de relevancia industrial utilizando bacterias del género Gluconobacter presenta 

antecedentes de la utilización de células en crecimiento, así como también de células en reposo72. La capacidad 

de estas bacterias de liberar los productos oxidados al medio de reacción, y las ventajas del empleo de células en 

reposo en lo que respecta al uso de medios de reacción más limpios ha cristalizado en la publicación de 

numerosos ejemplos de aplicación de esta tecnología. En consecuencia, la siguiente sección de esta introducción 

será dedicada a un análisis del estado del arte de las biotransformaciones de diversos sustratos por células en 

reposo de especies de Gluconobacter. 

Antecedentes de utilización de células en reposo de Gluconobacter como biocatalizadores 

La gran variedad de compuestos que han podido ser obtenidos a través de biotransformaciones con bacterias del 

género Gluconobacter ya ha sido abordada a grandes rasgos en la Introducción general de esta Tesis. Sin embargo, 
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en esta sección se abordarán particularmente aquellos productos obtenidos a partir de biotransformaciones que 

emplean células en reposo como biocatalizadores, así como sus ventajas asociadas.  

En los últimos 10 años, se han obtenido diversos productos a partir de reacciones catalizadas por células en 

reposo de bacterias del género Gluconobacter (Tabla 3). Estos productos son muy variados, existiendo ejemplos 

de la producción de ácidos con potencial en síntesis química116, además de los compuestos DHA138 y L-eritrulosa226 

utilizados en cosmética, los endulzantes 5-KF90 y xilitol259, y el precursor del fármaco antidiabético Miglitol, 6-

NSL79.  

Tabla 3.  Productos obtenidos utilizando células en reposo de bacterias del género Gluconobacter en los últimos años. (Continuación) 

Producto 
Cepa de 

Gluconobacter 
Productividad 

(g/L.h) 

Conc. 
obtenida 

(g/L) 
Medio de reacción Condiciones de operación Ref. 

5-KF  

G. frateurii CHM 43 4,16 50 
Tampón acetato 100 mM, pH 

5,0, suplementado con 50 
g/L de D-manitol 

Volumen 1 mL, 96 g/L de peso 
húmedo de células, 

Temperatura 25 °C, agitación 
150 rpm 

90 

G. oxydans fdh mutante 
de G. oxydans 621H 

ΔhsdR 
SD 8,7 

Tampón fosfato de potasio 
40 mM, pH 6,0 

suplementado con fructosa 
9 g/L 

Volumen 500 mL, 30 °C, 
agitación 200 rpm 

88 

6-NSL 

G. oxydans/AB-PQQ-
VHb (G. oxydans H-8 

mutante) 
5,5 ± 0,5 87,5 ± 5,9 90,0 g/L NHEG, 2,5 g/L 

MgSO4, pH 5,0 

Volumen 3 L en reactor de 5L. 4 
g/L de peso seco de células, 15 

°C, agitación 400 rpm y 
aireación 2 vvm  

79 

G. oxydans H-8 
(mutante de G. oxydans 

ZJB-605) 
1,8 64,3 ± 2,2 

70 g/L NHEG, 2,5 g/L MgSO4, 
pH 5,0 

 
Volumen 50 mL en matraces 

baffleados de 500 mL, 4 g/L de 
peso seco de células,15 °C, 

agitación 180 rpm 

97 

G. oxydans ZJB-605 0,89 48,9 ± 2,5 
60 g/L NHEG y MgCl2.6H2O 

20 mM, pH 5,0 

 
Volumen 2 L en reactor de 5 L, 4 
g/L de peso seco de células, 15 
°C, agitación 400 rpm, aireación 

2,0 vvm 

95 

G. oxydans/pBB-sldAB, 
mutante de G. oxydans 

ZJB-605 
1,6 

184,28 g/L 
luego de 3 lotes 
con las mismas 

células 

75 g/L NHEG, 20mM 
MgCl2.6H2O, pH 5,0 

6,03 g/L de peso seco de 
células, 15°C, agitación 180 

rpm 

81 

G. oxydans ZJB16009 
mutante de G. oxydans 

ZJB-605 
1,5 53,6 

Tampón 100 mM Tris– HCl 
(pH 5,0) y 60 g/L NHEG 

4,02 g/L de peso seco de 
células, reactor de 5 L, 15 °C, 
agitación 400 rpm y aireación 

2,0 vvm 

94 

A2-KG 
G. oxydans_tufB_ga2dh 
mutante de G. oxydans 

DSM2003 
10,07 453,3 

480 g/L Ácido glucónico, pH 
5,8*  

60 g/L peso húmedo células, 
reactor de 7 L con volumen de 

1,5 L. 30 °C, agitación 600 rpm y 
oxígeno 1 L/min 

260 
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Tabla 3.  Productos obtenidos utilizando células en reposo de bacterias del género Gluconobacter en los últimos años. (Continuación) 

Producto 
Cepa de 

Gluconobacter 
Productividad 

(g/L.h) 

Conc. 
obtenida 

(g/L) 
Medio de reacción Condiciones de operación Ref. 

A3-HP 

G. oxydans DSM 50049 2,4 11,4 10,0 g/L 1,3-PDO, pH 5,5* 

Reactor de 3 L con volumen 1L, 
modo batch, 3,25 g/L de peso 

seco de células, 28 °C, pH 5,5, 
agitación 800 rpm y aireación 1 

L/min 

261 

G. oxydans NL71 1,73 83,2 

5 g/L extracto de levadura, y 
0,5 g/L MgSO4, 1 g/L KH2PO4, 

2 g/L K2HPO4, y 5 g/L 
(NH4)2SO4, 1,3-PDO** 

 
Reactor de 3L, volumen 1L, 
concentración de bacterias 
equivalente a DO600 nm = 2, 

presión de oxígeno mantenida 
en 0,03 - 0,05 MPa, 30 °C, 500 

rpm 

 
116 

A4-HB G. oxydans NL71 1,96 94,3 

5 g/L extracto de levadura, y 
0,5 g/L MgSO4, 1 g/L KH2PO4, 

2 g/L K2HPO4, y 5 g/L 
(NH4)2SO4, 1,4-
butilenglicol** 

Reactor de 3 L, volumen 1L, 
concentración de bacterias 
equivalente a DO600 nm = 2, 

presión de oxígeno mantenida 
en 0,03 - 0,05 MPa, 30 °C, 500 

rpm 

116 

A5-HV G. oxydans NL71 2,1 102,3 

5 g/L extracto de levadura, y 
0,5 g/L MgSO4, 1 g/L KH2PO4, 

2 g/L K2HPO4, y 5 g/L 
(NH4)2SO4, 5 pulsos de 1,5-

pentilenglicol 

Reactor de 3L, volumen 1L, 
presión de oxígeno mantenida 
en 0,03 - 0,05 MPa, 30 °C, 500 

rpm, pH mantenido en 5,5 

116 

A6-HC G. oxydans NL71 1,01 48,8 

5 g/L extracto de levadura, 
0,5 g/L MgSO4, 1 g/L KH2PO4, 

2 g/L K2HPO4, y 5 g/L 
(NH4)2SO4, pH 7,0, 3 pulsos 

de aprox. 20 g/L de 1,6-
hexilenglicol 

Reactor de 3L, volumen 1L, 
concentración de bacterias 
equivalente a DO600 nm = 10, 

presión de oxígeno mantenida 
en 0,03 - 0,05 MPa, 30 °C, 500 

rpm, pH mantenido en 7,0 

116 

Ácido 
adípico G. oxydans DSM50049 0,49 37 

Tampón fosfato de sodio 100 
mM, suplementado con 10 

g/L de 1,6-hexanodiol, 
inicialmente pH 7,0, 

mantenido entre 5 y 5,5. 4 
pulsos de 5 g/L de 1,6-
hexanodiol cada uno 

5,4 g/L de peso seco de células. 
Reactor de 3L con volumen 1L. 

30 °C, 70% oxígeno disuelto, 
fed-batch. 

121 

Ácido 
celobiónico G. frateurii NBRC3285 

0,03 (valor 
aproximado) 

0,9 (valor 
aproximado) 

Tampón acetato 100 mM, pH 
5,5 suplementado con 27,8 

mM de celobiosa 
27 °C, agitación 262 

AG 

G. oxydans 
ATCC 621 

0,03 (valor 
aproximado) 

0,52 (valor 
aproximado) 

Tampón acetato 20 mM, 30 
g/L glicerol, 500 mL 

Reactor 1 L, volumen 500 mL, 
0,5 g/L de células, 30 °C, 

agitación 560 rpm, aireación 0,5 
L/min 

212 

G. frateurii 
NBRC103465 

 0,24 ± 0,01 10,9 ± 0,1 
glicerol 170 g/L, KH2PO4 0,9 

g/L, K2HPO4 0,1 g/L, 
MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 8,0 

Matraz 250 mL, volumen 30 mL, 
30 °C, agitación 180 rpm, 0,67 

g/L de peso seco de células 

138 
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Tabla 3.  Productos obtenidos utilizando células en reposo de bacterias del género Gluconobacter en los últimos años. (Continuación) 

Producto 
Cepa de 

Gluconobacter 
Productividad 

(g/L.h) 

Conc. 
obtenida 

(g/L) 
Medio de reacción Condiciones de operación Ref. 

Ácido 
galactárico 

G. oxydans NL71 0,04 2,6 

15 g/L de extracto de 
levadura, 0,5 g/L de 

MgSO4,1g/L KH2PO4,2 g/L de 
K2HPO4, y 2 g/L de 

(NH4)2SO4. 5 g/L de ácido 
galacturónico, tratado por 

electrodiálisis 

Reactor de 3 L con volumen 1 L, 
10 g/L de células, 30 °C, 

agitación 500 rpm, presión de 
oxígeno mantenida entre 0,03 y 

0,05 MPa 

133 

Ácido 
glicólico 

G. oxydans-adhABS 
mutante de G. oxydans 

DSM 2003 
1,6 73,3 

Tampón fosfato de sodio 100 
mM, pH 6,0, suplementado 

con 40 g/L de etilenglicol 

Reactor 7 L, volumen 2 L, 20 g/L 
de peso húmedo de bacterias, 
28 °C, agitación 600 rpm, pH 

controlado en 5,5 

263 

G. oxydans NL71 1,6 75,3 

5 g/L extracto de levadura, y 
0,5 g/L MgSO4, 1 g/L KH2PO4, 

2 g/L K2HPO4, y 5 g/L 
(NH4)2SO4, etilenglicol** 

Reactor de 3L, volumen 1L, 
concentración de bacterias 
equivalente a DO600 nm = 2, 

presión de oxígeno mantenida 
en 0,03 - 0,05 MPa, 30 °C, 500 

rpm 

116 

AHMFC G. oxydans DSM 50049 1,9 44,6 

Tampón fosfato 100 mM, pH 
7,0, 31,5 g/L de HMF con un 
pulso de 12 g/L de HMF a las 

6 horas 

Reactor de 0,5 L con volumen 
250 mL, aireación 1 vvm, 30 °C, 

agitación 500 rpm 

80 

Ácido 
lactobiónico 

G. frateurii NBRC3285 2,4 179 (valor 
aproximado) 

30% lactosa y cantidad 
equimolar de CaCO3, pH 7,3 

0,45 U/mL de células en reposo, 
agitación 240 oscilaciones/min, 

27 °C 

262 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

DHA 

G. oxydans ATCC 621 2,4 24,3 
Tampón acetato 20 mM, pH 

5,5 suplementado con 25 g/L 
de glicerol 

Matraz de 250 mL, volumen 50 
mL, 30°C, agitación 400 rpm 

214 

G. oxydans MTCC 904 0,2 47,9 

Tampón acetato 50 mM, pH 
5,0, 20 g/L de glicerol crudo 

inicial y luego tres pulsos 
más de 20 g/L 

5 g/L de bacterias, 30 °C, 
agitación 150 rpm 

210 

 G. oxydans 
ATCC 621 

1,3 23,4 
Tampón acetato 20 mM 

suplementado con 30 g/L 
glicerol 

Reactor 1 L, volumen 500 mL, 
0,5 g/L de células, 30 °C, 

agitación 560 rpm, aireación 0,5 
L/min 

212 

 

G. oxydans NBRC14819 1,9 ± 0,2 45,7 ± 4,4 
glicerol 50 g/L, KH2PO4 0,9 

g/L, K2HPO4 0,1 g/L, 
MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,0 

Matraz 250 mL, volumen 30 mL, 
30 °C, agitación 180 rpm, 0,67 

g/L de peso seco de células 

138 
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Tabla 3.  Productos obtenidos utilizando células en reposo de bacterias del género Gluconobacter en los últimos años. (Continuación) 

Producto 
Cepa de 

Gluconobacter 
Productividad 

(g/L.h) 

Conc. 
obtenida 

(g/L) 
Medio de reacción Condiciones de operación Ref. 

DHA 
G. frateurii 

NBRC103465 0,8 ± 0,1 19,6 ± 0,2 
glicerol 25 g/L, KH2PO4 0,9 

g/L, K2HPO4 0,1 g/L, 
MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 8,0 

Matraz 250 mL, volumen 30 mL, 
30 °C, agitación 180 rpm, 0,67 

g/L de peso seco de células 

138 

 G. oxydans NBRC14819 2,06 41,3 glicerol 50 g/L en agua 
Matraz 250 mL, volumen 30 mL, 
30 °C, agitación 180 rpm, 0,67 

g/L de peso seco de células 

138 

L-Eritrulosa G. oxydans 621HΔupp 
BP.8 

10 242 

1 g/L KH2PO4, 1,6g/L 
Na2HPO4, 1,4g/L (NH4)2SO4, 
0,2 g/L MgSO4. 7H2O, 0,1 g/L 
CaCl2.2H2O, pH 6,0, 242 g/L 

mesoeritritol 

Volumen 0,7 L, 30 °C, aireación 
2 vvm, oxígeno disuelto 

mantenido en 20% por la 
agitación (500-1200 rpm), 2,8 
g/L de peso seco de células 

226 

Xilitol 
G. oxydans CGMCC 

1.49 0,72 28,8 
D-xilulosa 30 g/L, 30 g/L D-
glucosa, CaCO3 20 g/L, 0,6 
mM NADH y 2% etanol (v/v) 

Matraz 1 L, volumen 200 mL, 
100 g/L de G. oxydans y 100 g/L 

de E. coli BL21-xdh, 30 °C, 
agitación 200 rpm 

259 

*No se especifica si se utilizó un tampón o solamente una solución acuosa del sustrato. ** No especifica concentración inicial. 

Existen una serie de ventajas en la aplicación de células en reposo de bacterias del género Gluconobacter como 

biocatalizadores. La combinación de esta promisoria estrategia biocatalítica con la capacidad de las especies de 

Gluconobacter de liberar los productos al medio facilita la obtención de medios de reacción más limpios, que 

requieren un menor procesamiento downstream. Entre los ejemplos presentes en la literatura se encuentran 

reportes de medios de reacción exclusivamente compuestos por sustratos y sales con efecto tamponante94,212, o 

en algunos casos con el añadido de fuentes de nitrógeno o cofactores que puedan mejorar la actividad de las 

células116,259. Inclusive, nuestro grupo de investigación demostró la capacidad de células en reposo de G. oxydans 

NBRC14819 de oxidar el glicerol utilizando simplemente una solución acuosa del sustrato como medio de 

reacción138. Dado que a nivel industrial los costos relacionados al procesamiento downstream pueden llegar a 

representar hasta un 80% del costo total del proceso264, la utilización de células en reposo de Gluconobacter ayuda 

en el desarrollo de procesos productivos más económicos. 

Otra ventaja subyacente de la utilización de células en reposo de Gluconobacter es la capacidad de obtener 

productos de interés a partir de sustratos tóxicos, como es el caso del NHEG en la producción de 6-NSL81. Mientras 

que la producción en crecimiento de este compuesto se ve significativamente afectada por el sustrato de la 

reacción, la producción con células en reposo se presenta como alternativa ya que la generación de biomasa para 

la reacción se puede dar en ausencia del sustrato en una etapa anterior. Asimismo, el estado metabólico de las 
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células en reposo permite obtener compuestos que, en condiciones de crecimiento, podrían ser asimilados por 

las propias células, lo que reduciría la productividad del proceso. Un ejemplo claro es la producción de L-eritrulosa 

por células en reposo de una cepa mutante de G. oxydans, que, a diferencia de las mismas células en crecimiento, 

no consumen el producto de oxidación generado a partir del meso-eritritol226. Estos ejemplos evidencian la 

potencialidad de las células en reposo de llevar a cabo algunas reacciones de forma más eficiente que sus pares 

en crecimiento, facilitando la obtención de productos de relevancia industrial.  

Con respecto a la escala de aplicación de estos procesos, cabe destacar que mientras que el potencial de muchas 

de estas biotransformaciones no ha sido aún evaluado en grandes volúmenes, existen numerosos reportes de su 

aplicación en reactores a escala de laboratorio116,212,226,260,261. Los buenos resultados obtenidos a escala de 

laboratorio sugieren que este enfoque de biotransformación podría tener altas probabilidades de ser 

implementado en procesos productivos a nivel industrial. Sin embargo, se requiere más investigación para 

alcanzar una maduración tecnológica adecuada. Por ello, la comunidad científica sigue explorando alternativas 

para proponer nuevas o mejores biotransformaciones de células en reposo. 

Las cepas de Gluconobacter más utilizadas como catalizadores en reposo suelen ser cepas salvajes y mutantes 

de la especie G. oxydans (Tabla 3), aunque también existen reportes de la utilización de cepas de la especie G. 

frateurii. Como se mencionó anteriormente, nuestro grupo de investigación tiene experiencia en la utilización de 

las cepas G. oxydans NBRC 14819 (Gox) y G. frateurii NBRC103465 (Gfr) para la oxidación de glicerol a partir de sus 

células en reposo. En un trabajo anterior, demostramos la capacidad de células en reposo de producir los 

compuestos DHA y AG a partir de glicerol puro y crudo en medios limpios como un tampón fosfato o incluso 

agua138. Sin embargo, el potencial de aplicabilidad de estas bacterias aún no se ha estudiado completamente. Para 

el caso de la cepa Gox, una buena productora de DHA a partir de glicerol, resulta pertinente el estudio de su 

capacidad de oxidación de compuestos derivados de este sustrato. La obtención de cetonas a partir de derivados 

de glicerol resulta de gran valor, ya que estos compuestos son sustratos para la obtención de aminas quirales 

altamente demandadas en la industrias farmacéutica y química265–267. Por otro lado, el valor de mercado del AG, 

un compuesto quiral con buenas perspectivas de aplicación268, resulta altamente elevado debido a que no existe 

un proceso industrial que permita su obtención de forma económica, limitando significativamente su estudio. Aun 

cuando la capacidad de células en reposo de Gfr de producir este compuesto quedó demostrada, la 

concentración de AG obtenido en las condiciones ensayadas (10,9 ± 0,1 g/L) no superó la reportada por Habe et 

al. en crecimiento (136,5 g/L)269. Continuar con el estudio de un proceso de producción de este compuesto a partir 

de glicerol utilizando células en reposo de Gfr continúa siendo relevante, especialmente la búsqueda de 

condiciones de operación que permitan la obtención de concentraciones más elevadas de este compuesto. 

En este capítulo de la Tesis se llevará a cabo un estudio de la capacidad de oxidación por parte de Gox de 

derivados de glicerol, con la finalidad de obtener cetonas que puedan ser utilizadas para la síntesis de 

aminas quirales. Asimismo, se buscará mejorar la productividad de AG con células en reposo de Gfr, con el 
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objetivo de desarrollar una metodología económica para la obtención de este compuesto. Los resultados a 

obtener serán fundamentales para utilizar de referencia en la posterior evaluación de preparados 

inmovilizados. 
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1.2. Materiales y métodos 

1.2.1. Cepas bacterianas  

Las cepas Gluconobacter oxydans NBRC14819 (Gox) y Gluconobacter frateurii NBRC103465 (Gfr) se obtuvieron 

del Instituto Nacional de Tecnología y Evaluación (NITE) (Tokio, Japón).  Las mismas fueron mantenidas en placas 

de medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 

g/L, pH 6,5) a 30 °C. 

1.2.2. Reactivos generales 

La glucosa, K2HPO4 y el glicerol fueron de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, Francia). La peptona fue de PanReac 

AppliChem (Barcelona, España). El extracto de levadura y el agar fueron de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido). El 

MgSO4.7H2O y el acetonitrilo fueron de J.T. Baker (Pensilvania, Estados Unidos). El KH2PO4 fue de Macron 

Chemicals (Pensilvania, EE. UU.). El H2SO4 y el CuSO4.5H2O fueron de Merck (Darmstadt, Alemania). Los 

estándares de AG y DHA, el metil imidazol, el anhídrido acético, el diclorometano, el eicosano, el MgSO4 anhidro y 

la polivinil pirrolidona (PVP) fueron de Sigma-Aldrich (Misuri, EE. UU.). Los derivados sintéticos de glicerol (Tabla 4) 

fueron proporcionados por el Dr. Fernando López-Gallego.  

1.2.3.  Preparación de inóculos bacterianos 

Se realizaron precultivos de Gox y Gfr en 3 mL en medio de glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 

D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) a 30 °C y 180 rpm durante 16 h. Se inocularon cultivos de 250 mL con 

6 mL de precultivo de Gox o Gfr y se incubaron a 30 °C y 200 rpm en matraces de 1 L que contenían medio de cultivo 

de glicerol (glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH2PO4 0,9 g/L, K2HPO4 0,1 g/L, MgSO4.7H2O 

1 g/L, pH 6,0). Al alcanzar un valor de DO600 nm de 1, se centrifugó un volumen correspondiente a 20 mg de peso 

seco de células durante 15 minutos a 5000 rpm y 4 °C. Las curvas de DO600 nm vs peso seco se pueden observar en 

la Figura A1. El pellet bacteriano se lavó con agua destilada para eliminar los residuos del medio de crecimiento y 

finalmente se centrifugó a 5.000 rpm a 4 °C durante 15 minutos nuevamente, desechando el sobrenadante. Los 

pellets bacterianos se almacenaron a -20°C hasta su uso posterior. Para los ensayos realizados con 2 mg de 

células, los pellets fueron resuspendidos en 1 mL de agua destilada y se tomaron 100 μL de la suspensión para 

inocular las reacciones. 

1.2.4. Conversión de glicerol y sus derivados por células en reposo 

Las reacciones de conversión de glicerol y sus derivados (Tabla 4) por células en reposo de Gox fueron llevadas a 

cabo inicialmente en tubos de 5 mL con 1 mL de reacción. El medio de reacción fue agua suplementada con 250 

mM de glicerol o sus derivados. El inóculo fue de 0,7 mg de peso seco de células. La reacción fue incubada a 30 °C 
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y 200 rpm por 24 h. Al finalizar la reacción se tomó una muestra y se procedió a su análisis por GC-FID. El estudio 

de la cinética de conversión de glicerol, etil gliceril éter (EGE) y 3-fluoroetil gliceril éter (3FGE) por células en reposo 

de Gox fueron llevadas a cabo en matraces de 25 mL con 3 mL de volumen de reacción. El medio de reacción fue 

agua suplementada con 250 mM de cada sustrato. El inóculo fue de 2 mg de peso seco de células. La reacción fue 

incubada a 30 °C y 200 rpm por 56 h. Se tomaron muestras periódicamente a lo largo de la reacción y se procedió 

a su análisis por GC-FID. Las muestras de tiempo final de cada reacción fueron además analizadas por GC-FID 

utilizando una columna quiral. 

Las reacciones de conversión de glicerol por Gfr fueron llevadas a cabo en matraces de 250 mL con un volumen 

de 30 mL. El medio de reacción fue agua suplementada con glicerol (50-250 g/L). El inóculo fue de 20 mg de peso 

seco de células. La reacción fue incubada a 30 °C y 200 rpm. Se tomaron muestras periódicamente a lo largo de la 

reacción que fueron posteriormente analizadas por HPLC.  

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo al menos por duplicado. 

1.2.5. Preparación general de muestras para análisis por GC 

Se colocaron 30 μL de la muestra en un tubo de 1,5 mL y se mezclaron con 30 μL de metil imidazol y 225 μL de 

anhídrido acético. La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10 min. A continuación, se añadieron 300 

μL de agua para detener la reacción, seguido de la adición de 300 μL de diclorometano con 2 mM de eicosano 

(patrón interno) para extraer los compuestos derivatizados. La mezcla se agitó vigorosamente en un vórtex durante 

30 s y se centrifugó a 15.000 g durante 1 min. La fase inferior (orgánica) se retiró y se colocó en otro tubo que 

contenía sulfato de magnesio para secar el solvente. A continuación, la fase orgánica se agitó vigorosamente en 

un vórtex y se centrifugó a 15.000 g durante 2 min, y la fase líquida se transfirió a un cono de vidrio de 150 μL 

insertado en un vial de vidrio para su posterior análisis por GC. 

1.2.6. Análisis por GC-FID convencional 

Las muestras preparadas como se ha descrito anteriormente se analizaron mediante GC empleando un sistema 

Agilent 8890 de Agilent (California, EE. UU.) utilizando una columna de metilpolisiloxano (5%-fenil) (Agilent, J&W 

HP-5 30 m × 0,32 mm × 25 μm), helio como gas portador y equipado con un FID. Las temperaturas del inyector y 

del detector FID fueron de 280 y 300 °C, respectivamente. La separación de los compuestos se realizó mediante el 

siguiente programa de temperatura: temperatura inicial 60 °C, mantenida 2 min, dos rampas, primero a 160 °C a 

una velocidad de 10 °C 1/min y finalmente a 240 °C a una velocidad de 20 °C 1/min. Los tiempos de retención de 

los derivados de glicerol y sus productos de oxidación fueron determinados de acuerdo a lo reportado por Grajales-

Hernández et al.270. Se prepararon curvas de calibración de glicerol (TRet = 10,2 min), DHA (TRet = 8,03 min), EGE (TRet 

= 8,9 min), EHA (TRet = 6,7 min), 3FGE (TRet = 8,2 min) con concentraciones entre 0,78 y 550 mM, dependiendo de 

cada compuesto (Figura A2). La determinación del tiempo de retención del producto de oxidación 3FHA (TRet = 5,9 
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min) se basó en los resultados reportados por Grajales-Hernández et al.270. El patrón interno eicosano presentó un  

TRet = 16,2 min. 

1.2.7. Análisis por GC-MS 

La cuantificación se llevó a cabo en un sistema de cromatografía de gases Agilent 7890 de Agilent (California, EE. 

UU.) usando una columna de (5%-fenil)-metilpolisiloxano (Agilent, J&W HP-5 30 m × 0,25 mm × 0,25 μm) con 1 

mL/min de flujo de columna constante, equipado con un detector cuadrupolo de triple eje. La temperatura de la 

entrada fue de 280ºC, las temperaturas de la fuente de MS y del cuadrupolo de MS fueron de 250 y 180ºC, 

respectivamente. La temperatura de la línea de transferencia al detector (MSD) fue de 300 ºC. La separación de 

compuestos se realizó mediante dos rampas de temperatura secuenciales: la temperatura inicial (60 °C) se 

mantuvo durante 2 min y se aumentó progresivamente hasta 160 °C a razón de 10 °C/min. Luego, la temperatura 

de la columna se aumentó a 20 °C min-1 durante 4 min hasta 240 °C y se mantuvo durante 4 min. Se analizó un 

estándar de EHA para poder comparar el patrón de masas con los productos de la reacción. Para el caso del 

producto de oxidación del 3FGE no se contaba con un estándar, por lo que se elucidó la estructura a partir del 

patrón de masas obtenido.  

1.2.8. Análisis GC-FID quiral 

La cromatografía quiral se realizó con un sistema Agilent 8890 de Agilent (California, EE. UU.), utilizando una 

columna de β-ciclodextrina en poli SPB-35 (fase fenil 35%/65% dimetilsiloxano (columna capilar BETA DEX TM 120, 

30 m × 25 mm × 0,25 μm). La separación de los compuestos se realizó mediante la siguiente rampa de temperatura: 

temperatura inicial 60 °C, dos rampas, primero a 150 °C a una velocidad de 2 °C min−1, y finalmente a 200 °C a una 

velocidad de 20 °C min−1. La determinación del tiempo de retención de los enantiómeros S-EGE (TRet= 34,98 min), 

R-EGE (TRet = 35,12 min)  , S- 3FGE (TRet= 32,04 min) y R-3FGE (TRet = 32,25 min) se basó en los resultados reportados 

por Grajales-Hernández et al.270. 

1.2.9. Preparación general de muestras para análisis por HPLC 

Las muestras se centrifugaron a 15000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Posteriormente, cada muestra se filtró con 

un filtro de 0,22 μm tratado con PVP al 2%. La muestra filtrada se colocó en un vial de vidrio para su posterior 

análisis por HPLC. 

1.2.10. Análisis por HPLC convencional 

La producción de AG y DHA, junto al consumo de glicerol se analizó utilizando un equipo de HPLC Shimadzu Nexera 

X2 (Kioto, Japón), con un detector de arreglo de diodos (PDA) y un detector de índice de refracción (RID). La 

columna utilizada fue una Rezex RHM-Monosaccharide H+ (8%) (California, EE.UU.). La fase móvil fue ácido 
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sulfúrico 5 mM : Acetonitrilo (70:30). La detección se realizó a 70 °C con un flujo de 0,6 mL/min durante 19 minutos, 

midiendo a 210 nm para AG y 271 nm para DHA utilizando el detector PDA. Para el glicerol se utilizó el detector RID. 

Los tiempos de retención registrados fueron: AG (TRet = 11,7 min), DHA (TRet =13,4 min) y glicerol (TRet = 14,6 min). 

Las muestras se inyectaron utilizando un volumen de 20 μl. Se construyeron curvas de calibración para AG (0,13-

16,6 g/L), DHA (0,5-50 g/L) y glicerol (0,50-50 g/L) (Figura A3). Las muestras se analizaron utilizando el programa 

LabSolutions de Shimadzu (Kioto, Japón). 

1.2.11. Análisis por HPLC quiral 

La separación de los enantiómeros a partir de muestras racémicas de DL-AG fue llevada a cabo con una columna 

CHIRALPAK MA(+) de Daicel Corporation (Osaka, Japón) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La fase 

móvil utilizada fue CuSO4 2 mM, el flujo fue de 0,5 mL/min y la temperatura de la separación se mantuvo en 25 °C. 

El volumen fue 2 o 10 μL dependiendo del ensayo y el tiempo de análisis fue de 10 min.  Se prepararon curvas de 

calibración a partir de soluciones estándar de D-AG, L-AG y DL-AG, en un rango de concentraciones de entre 7,4 y 

0,125 mM. Los tiempos de retención registrados para cada enantiómero fueron:  L-AG (TRet = 7,14 min) y D-AG (TRet 

= 7,46 min). 

Para el análisis del DL-AG obtenido por biotransformación de glicerol utilizando células en reposo de Gfr se realizó 

una cromatografía semi-preparativa previa, utilizando el mismo protocolo detallado anteriormente en la sección 

“1.2.10. Análisis por HPLC convencional”. 

El cálculo del exceso enantiomérico (ee) fue llevado a cabo de acuerdo con la siguiente ecuación: 

𝑒𝑒% =
𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑒𝑛𝑎𝑛𝑡𝑖ó𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑚á𝑠 𝑎𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (𝑚𝑀) − 𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑒𝑛𝑎𝑛𝑡𝑖ó𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑠 𝑎𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (𝑚𝑀)

𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑒𝑛𝑎𝑛𝑡𝑖ó𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑚á𝑠 𝑎𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (𝑚𝑀) + 𝐶𝑜𝑛𝑐.  𝑒𝑛𝑎𝑛𝑡𝑖ó𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑚𝑒𝑛𝑜𝑠 𝑎𝑏𝑢𝑛𝑑𝑎𝑛𝑡𝑒 (𝑚𝑀)
× 100 

  



 

46 

 

1.3. Resultados y discusión  

El alto potencial de oxidación de glicerol para la obtención de los compuestos AG y DHA por células en reposo de 

Gox y Gfr fue demostrado anteriormente por nuestro grupo de investigación138. Cada una de estas cepas presenta 

particularidades que las hacen interesantes, como la capacidad de Gox de oxidar el glicerol únicamente a DHA sin 

producción de AG, y la característica de Gfr de ser una de las mejores cepas productoras de este último 

compuesto269.  

A continuación se presentarán resultados de experimentos llevados a cabo por células en reposo de Gox y Gfr. En 

el caso de Gox, los esfuerzos se centraron en estudiar la potencialidad de esta cepa para oxidar compuestos 

derivados del glicerol, generando productos con grupos cetona que resultan precursores interesantes para la 

obtención de moléculas quirales aminadas. Por otro lado, en base a los prometedores resultados obtenidos 

previamente en la producción de AG por células en reposo de Gfr, se buscó continuar estableciendo parámetros 

operacionales para mejorar la producción de este compuesto. 

Oxidación de derivados de glicerol por Gox 

El glicerol es uno de los sustratos naturales de la enzima mPDHP, que, como se mencionó anteriormente, también 

es responsable de la oxidación de otros polioles, como el sorbitol. Desde una perspectiva biotecnológica, la 

promiscuidad natural de esta enzima resulta particularmente interesante, ya que podría permitir la generación de 

nuevos compuestos a partir de sustratos sintéticos. Además, la batería de deshidrogenasas de membrana 

presente en Gox amplía aún más el espectro de sustratos oxidables por esta bacteria, lo que incrementa el 

potencial de obtener compuestos novedosos. Con la finalidad de explorar estas posibilidades, en el marco de esta 

Tesis se llevó a cabo una estancia en el Laboratorio de Biocatálisis Heterogénea del CIC biomaGUNE (San 

Sebastián, España), liderado por el Dr. Fernando López-Gallego. 

Partiendo de conocimientos previos adquiridos para la conversión de glicerol en DHA con la cepa Gox, se procedió 

a estudiar la capacidad de esta cepa para catalizar la oxidación de moléculas derivadas de glicerol, obtenidas por 

síntesis química. Estas moléculas poseen estructuras similares al glicerol, pero con modificaciones a nivel de los 

grupos OH posicionados en los carbonos primarios de la molécula (Esquema 9).  
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Esquema 9.  Oxidación esperada para derivados de glicerol por Gox. R = H para el sustrato natural glicerol, junto a su producto DHA. Las 

estructuras detalladas de los sustratos ensayados se observan en la Tabla 4. 

Se llevaron a cabo reacciones de conversión en agua, con el agregado de 250 mM de cada uno de los sustratos a 

ensayar, utilizando células en reposo de Gox. Los ensayos se realizaron bajo condiciones controladas de agitación 

(200 rpm) y temperatura (30 °C) durante 24 horas. Al finalizar la reacción, se llevó a cabo un análisis cualitativo por 

GC-FID para detectar la aparición de productos oxidados a partir de los sustratos sintéticos. La identificación de 

nuevos picos, correspondientes a los productos oxidados, se basó en el trabajo previo de Grajales-Hernández et 

al.270., quienes reportaron la oxidación de los mismos sustratos utilizando catalizadores enzimáticos.  En la Tabla 

4 se observan las estructuras de los sustratos estudiados junto con la de los productos de oxidación que pudieron 

ser obtenidos a través de Gox en las condiciones ensayadas. 

Tabla 4. Estudio la capacidad de Gox para oxidar sustratos sintéticos derivados de glicerol. (Continuación) 

Sustrato Producto 

Nombre Estructura molecular Nombre Estructura molecular 

Glicerol 
 

Dihidroxiacetona (DHA) 
 

3-metoxipropano-1,2-diol 
 

- - 

1,3-dimetoxipropano-2-ol 
 

- - 

3-etoxipropano-1,2-diol 
(EGE) 

 

1-etoxi-3-hidroxipropan-2-ona 
(EHA)  

1,3-dimetoxipropano-2-ol 
 

- - 

3-propoxipropano-1,2-diol 
 

- - 

3-isopropoxipropan-1,2-diol 
 

- - 

3-(2,2,2-trifluoroetoxipropano-
1,2-diol) 
(3FGE)  

1-hidroxi-3-(2,2,2-

trifluoroetoxi)propan-2-ona 

(3FHA)  

3-butoxipropano-1,2-diol 
 

- - 
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Tabla 4. Estudio la capacidad de Gox para oxidar sustratos sintéticos derivados de glicerol. (Continuación) 

Sustrato Producto 

Nombre Estructura molecular Nombre Estructura molecular 

3-fenoxipropano-1,2-diol 

 

- - 

Los resultados obtenidos demostraron una preferencia de Gox a tomar únicamente los sustratos EGE y 3FGE. Con 

el fin de estudiar la cinética de conversión de EGE y 3FGE en sus respectivas cetonas (EHA y 3FHA), se llevaron a 

cabo reacciones de conversión de 250 mM de cada sustrato, tomando muestras a distintos tiempos (Figura 6). 

Como control también se llevó a cabo una reacción de conversión de glicerol a DHA, uno de los productos 

naturales de la bacteria. 

 

Figura 6. Biotransformación de glicerol y sus derivados por células en reposo de Gox. a) Biotransformación de glicerol a DHA. Glicerol (círculo 

verde). DHA (cuadrado violeta). b) Biotransformación de EGE a EHA. EGE (triángulo azul). EHA (triángulo invertido amarillo). c) 

Biotransformación de 3FGE a 3FHA. 3FGA (rombo azul claro). 3FHA (cuadrado gris). Dado que no se contaba con un estándar de 3FHA, se 

muestra la cinética de formación de producto en base a su área detectada por GC-FID. 

En todos los casos, se observó que alrededor de las 9 horas de reacción se obtuvo la máxima producción de las 

cetonas, alcanzando rendimientos de conversión (%) distintos para cada sustrato. En el caso del sustrato natural 

de la enzima, el glicerol, la conversión fue cuantitativa. Al final de la reacción, no se logró detectar glicerol 

remanente por GC-FID (Figura A4a). La producción de DHA en este caso fue de 225,8 ± 7,6 mM, lo que se 
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corresponde a una conversión del 100%. Este resultado demuestra una vez más la gran capacidad de las células 

en reposo de Gox como productoras de este compuesto de interés industrial.  

Para el caso del sustrato sintético EGE, la reacción también se detuvo cerca de las 9 horas de reacción, obteniendo 

al final de la reacción 42,1 ± 0,9 mM de EHA, correspondiéndose con una conversión del 15,6 ± 0,5 % (Figura 6b). 

Es importante señalar que, dado que la muestra correspondiente a las 9 h fue la primera en ser tomada, no se 

puede determinar con precisión en qué momento se detuvo la reacción. A las 56 horas de reacción puede 

observarse tanto el producto como el sustrato en la mezcla de reacción en el análisis llevado a cabo por GC-FID 

(Figura A4b). Para confirmar la identidad del producto obtenido, se realizó adicionalmente un análisis de la 

muestra del tiempo final de reacción por GC-MS y se comparó el patrón de masas obtenido con el de un estándar 

de EHA (Figura 7). 

 

Figura 7.  Análisis por GC-MS del tiempo final de la reacción (T= 56 h) de oxidación de EGE por células en reposo de Gox. a) Cromatograma 

obtenido para la muestra de reacción. b) Espectro de masas de un estándar de EHA. c) Espectro de masas del pico correspondiente al producto 

de la reacción. 

La comparación de los espectros de masas del estándar de EHA y el del producto obtenido permitió demostrar 

que este último se corresponde con la cetona esperada. Tomando en consideración que el sustrato EGE es quiral, 

y que se ofreció una muestra racémica en la reacción, es posible que la bacteria tenga preferencia por uno de sus 

enantiómeros sobre el otro. Esta preferencia puede limitar la capacidad de conversión del biocatalizador, aunque 

puede resultar interesante para llevar a cabo procesos de desracemización. En estos procesos se puede obtener 

un enantiómero puro a partir de una mezcla racémica, a través de la conversión enantioselectiva de uno de ellos 

en otro compuesto, facilitando su posterior separación270. Para determinar si Gox presenta una preferencia de 

sustrato sobre el compuesto en estudio, se llevó a cabo un análisis cualitativo del consumo de los enantiómeros 
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R y S del EGE durante la reacción. En la Figura 8 se pueden observar los cromatogramas correspondientes al inicio 

de la reacción (T=0 h) y al final de la reacción (T=56 h).  

 

Figura 8. Estudio de preferencia de sustrato de Gox hacia los enantiómeros S (TRet= 34,98 min) y R (TRet = 35,12 min) del sustrato EGE. a) Tiempo 

inicial de la reacción (T= 0 h). b) Tiempo final de la reacción (T= 56 h). Los tiempos de retención de cada enantiómero fueron determinados de 

acuerdo a lo reportado por Grajales-Hernández et al.270. 

El análisis de los cromatogramas muestra un cambio en la composición enantiomérica observado, concordante 

con una preferencia marcada de la bacteria por el enantiómero S del sustrato EGE. En el entendido que solo uno 

de los enantiómeros del EGE es sustrato para la misma, se podría ajustar el porcentaje de conversión obtenido, 

considerando que en la mezcla racémica presentada en la reacción solo contaba con 125 mM del S-EGE. Esto 

duplica el porcentaje de conversión obtenido, que alcanza el 31,2 ± 0,9%. 

Por su parte, la oxidación del sustrato 3FGE fue la que presentó rendimientos más bajos (Figura 6c). Dado que no 

se contaba con un estándar de la cetona 3FHA, no se pudo cuantificar la concentración de producto obtenida. Sin 

embargo, se estudió el aumento del área relativa observada por GC-FID para poder elucidar la cinética de aparición 

de este producto. Al igual que con el sustrato EGE, la reacción muestra una marcada desaceleración que ocurre 

luego de las 9 horas de reacción. Nuevamente, cabe destacar que al ser esta la primer toma de muestra, no es 

posible determinar en qué momento se detuvo la reacción de manera exacta. En base al consumo de sustrato 

observado se puede llevar a cabo una estimación de la concentración de 3FHA obtenida luego de 56 h de 23,8 ± 
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0,5 mM. Este valor se correspondería a una conversión del 10,1 ± 0,2%. El análisis por GC-FID de una muestra 

tomada al final de la reacción muestra un gran remanente de sustrato, que se condice con la baja conversión 

alcanzada (Figura A4c). Para confirmar la identidad del producto obtenido se analizó esta muestra por GC-MS 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9.  Análisis por GC-MS del tiempo final de la reacción (T= 56 h) de oxidación de 3FGE por células en reposo de Gox. a) Cromatograma 

obtenido para la muestra de reacción. b) Espectro de masas del pico correspondiente al producto de la reacción. c) Estructuras asociadas a 

los fragmentos mayoritarios encontrados.  

Considerando que para el caso del producto 3FHA no se contaba con un estándar se debió llevar a cabo un análisis 

del espectro de masas obtenido para el compuesto. Para esto se buscó asociar las señales mayoritarias con las 

masas esperadas del fraccionamiento de la molécula de 3FHA acetilada. La adición del grupo acetilo se debe a la 

derivatización realizada para su análisis por GC. Como se observa en la Figura 9b, existen 4 picos mayoritarios 

asociados a masas moleculares de 43, 73, 101 y 113. Los mismos pudieron ser adjudicados exitosamente a 

distintos fragmentos pertenecientes a la molécula de 3FHA, confirmando la identidad del producto obtenido. 

Adicionalmente, dado que el sustrato 3FGE también presenta quiralidad, se estudió de forma cualitativa la 

preferencia de sustrato de la bacteria, respecto de sus enantiómeros (Figura 10).    
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Figura 10. Estudio de preferencia de sustrato de Gox hacia los enantiómeros S (TRet= 32,04 min) y R (TRet = 32,25 min) del sustrato 3FGE. a) 

Tiempo inicial de la reacción (T= 0 h). b) Tiempo final de la reacción (T= 56 h). Los tiempos de retención de cada enantiómero fueron 

determinados de acuerdo a lo reportado por Grajales-Hernández et al.270. 

A las 56 horas de reacción se puede observar un cambio en la composición enantiomérica observado en la mezcla 

de reacción, debido al consumo del enantiómero R por la bacteria. Nuevamente, en el entendido de que solo el 

enantiómero R fuera sustrato para la bacteria, el porcentaje de conversión pasaría a ser del 20,2 ± 0,4%. 

Del análisis de la conversión de todos los sustratos ensayados, se puede observar que en las condiciones del 

experimento las células en reposo parecen solamente mostrar la máxima actividad en las primeras 9 horas, 

aunque debido al protocolo de toma de muestras no se puede determinar el tiempo exacto en el que la conversión 

se detiene. Esto ocurre independientemente del sustrato al que sean sometidas y para concentraciones similares 

de sustrato se alcanzan rendimientos diferentes. Una posible explicación para este efecto podría estar relacionada 

con el desgaste estructural del biocatalizador o a efectos de toxicidad de los productos y sustratos, lo cual podría 

evidenciarse mediante ensayos de reutilización de las células. La reusabilidad limitada de las células de Gox fue 

observada previamente por nuestro grupo de investigación en la conversión de glicerol de crudo de splitting138. 

Resultaría de interés llevar a cabo experimentos incorporando células frescas al medio de reacción luego de las 9 

horas, para evaluar si la limitante para alcanzar conversiones más altas es el desgaste del biocatalizador. En tal 

caso, las biotransformaciones de EGE y 3FGE podrían verse beneficiadas por el uso de estrategias de 

estabilización del mismo, como puede ser la inmovilización. 
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Los resultados obtenidos durante esta etapa no permiten identificar con precisión cuál es la enzima responsable 

de la oxidación de los sustratos EGE y 3FGE. Sin embargo, se pueden hacer algunas observaciones. Dada su 

similitud estructural con el glicerol, es probable que, si son sustratos, los compuestos EGE y 3FGE sean oxidados 

por la enzima mPDHP. Bajo esta suposición, y al observar las conversiones diferenciales para cada sustrato, se 

podría inferir que el aumento en el tamaño del grupo éter con respecto al grupo OH del glicerol dificulta la catálisis. 

En la molécula de EGE, el grupo éter contiene un grupo etilo, que presenta un mayor volumen. Por otro lado, los 

bajos rendimientos obtenidos para la conversión de 3FGE podrían indicar que la presencia de los tres átomos de 

flúor en el grupo éter de la molécula impacta negativamente en la reacción. Esto puede deberse no solamente a 

su tamaño más voluminoso, sino también al carácter parcialmente iónico de los enlaces C-F, resultado de la alta 

electronegatividad del flúor. Esta polaridad en el enlace podría interferir con la correcta ubicación del sustrato en 

el sitio activo de la enzima, afectando así su capacidad de oxidación. 

Sin embargo, interesantemente, la preferencia de enantiómeros observada por parte de la bacteria fue diferencial 

para los dos sustratos. Mientras que para el sustrato EGE el enantiómero preferido fue el S, en el caso del 3FGE el 

enantiómero preferido fue el R. Este resultado podría ser un indicio de que la oxidación de estas moléculas no 

estaría siendo llevada a cabo por la misma enzima. Dada la gran diversidad de deshidrogenasas presentes en la 

membrana de Gox, esta posibilidad es altamente plausible. 

Para determinar si la enzima responsable de la oxidación de EGE y 3FGE es la mPDHP, o si uno o ambos 

compuestos están siendo oxidados por otras deshidrogenasas de membrana, se podrían realizar ensayos de 

docking o dinámica molecular. Estos estudios pueden utilizar modelos estructurales disponibles de estas 

enzimas, como los proporcionados por los repositorios PDB y AlphaFold. Estos estudios permitirían analizar las 

interacciones entre los sustratos y los aminoácidos de los sitios activos de las diversas enzimas potenciales, 

permitiendo determinar si la mPDHP, u otra deshidrogenasa, es responsable de la oxidación de EGE y 3FGE. 

Asimismo, estos estudios no solo servirían para confirmar la hipótesis planteada, sino también para identificar 

otros sustratos potenciales de estas enzimas y analizar la posible limitación de algunas de ellas en la conversión 

de los compuestos examinados. 

A modo complementario, sería útil realizar ensayos de inactivación génica (KO) de los genes que codifican para las 

posibles deshidrogenasas implicadas. La ausencia de productos oxidados en los ensayos con mutantes KO 

proporcionaría evidencia sólida sobre el rol de estas enzimas en la oxidación de EGE y 3FGE. 

La producción de EHA y 3FHA por células en reposo de Gluconobacter no había sido reportada hasta el momento, 

por lo que los resultados obtenidos suman a la gran variedad de productos que pueden ser obtenidos por 

biocatálisis utilizando estas bacterias. Como se mencionó anteriormente, este tipo de cetonas resulta de especial 

interés debido a su potencial como bloque de construcción para la obtención de moléculas con aminas quirales, 
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altamente demandadas en la industria farmacéutica. La producción de moléculas de este tipo a partir de los 

compuestos anteriormente mencionados será abordada en el Capítulo 4 de esta Tesis.   

Oxidación de glicerol a AG por células en reposo de Gfr 

El alto valor comercial del AG y su potencialidad como bloque de síntesis química lo hacen un compuesto atractivo 

para su obtención a partir de glicerol268. Como se mencionó anteriormente, la falta de procesos industriales para 

la producción de este compuesto en grandes cantidades resulta un cuello de botella para la investigación de sus 

potenciales aplicaciones. En este sentido, el estudio de la producción de AG con células en reposo de Gfr merece 

especial atención, ya que constituye una alternativa interesante para alcanzar un procedimiento escalable con 

altas productividades. Como se mencionó anteriormente, esta bacteria está descrita como una de las mejores 

productoras de AG a partir de glicerol, obteniendo además DHA como co-producto269 (Esquema 10). 

 

Esquema 10. Oxidación de glicerol por Gfr. mPDHP: Poliol deshidrogenasa principal. mADH: Alcohol deshidrogenasa. mAlDH: Aldehído 

deshidrogenasa. 

Estudios anteriores de nuestro grupo de investigación no solamente confirmaron la posibilidad de aplicar esta 

cepa como biocatalizador en la producción de AG con células en reposo, sino que permitieron identificar ciertos 

parámetros de interés para incrementar los rendimientos productivos138. Sin embargo, aún queda espacio para 

mejorar la aplicación de esta tecnología. Con este fin, durante este este trabajo de Tesis se profundizó en el 

desarrollo de la conversión de AG con células en reposo de Gfr. Parámetros obtenidos en estos experimentos 

anteriores, como la fase de crecimiento para colectar las células en reposo (mitad de fase exponencial) y la 

concentración de células a utilizar a en las conversiones (670 mg/L), fueron tomados como base para los 

experimentos que se presentan a continuación.  

Con respecto a la concentración inicial de glicerol a utilizar, el estudio previo abarcó un rango de concentraciones 

desde 25 g/L hasta 170 g/L, donde se midió la producción a tiempo final de los productos de oxidación del glicerol 

luego de 45 h138. Se observó que, a mayores concentraciones de glicerol, la producción de AG aumenta mientras 

que la de DHA disminuye. La mayor concentración de AG (10,9 ± 0,1 g/L) se obtuvo con la concentración 170 g/L, 

acompañada de una producción de DHA de 7,2 ± 0,1 g/L. Estos resultados fueron obtenidos con células en reposo 

utilizando como medio un tampón fosfato de potasio con el agregado de una sal de magnesio (KH2PO4 0,9 g/L, 
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K2HPO4 0,1 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 8,0), y aun cuando se utilizaron como base, en este trabajo se plantea la 

simplificación del medio de reacción utilizando solamente agua. 

Se planteó aumentar aún más la concentración de glicerol de partida, con la finalidad de comprobar si de esta 

forma se puede obtener una mayor concentración de AG. A su vez se buscó estudiar la cinética de conversión de 

los compuestos para identificar, por ejemplo, posibles efectos de inhibición por sustrato o producto, a la vez de 

identificar las máximas conversiones que pueden ser alcanzadas en las distintas condiciones. 

Se llevaron a cabo conversiones con concentraciones de glicerol de 50 g/L hasta 250 g/L. Las reacciones se 

llevaron a cabo a 30 °C y 200 rpm a lo largo de 72 h (Figura 11).  

 

Figura 11. Cinética de producción de AG (a) y DHA (b), y consumo de glicerol (c) por células en reposo libres de Gfr a partir de glicerol puro. 

Glicerol: 50 g/L (círculo violeta), 150 g/L (triángulo azul), 200 g/L (rombo verde), 250 g/L (cuadrado amarillo). 

Los resultados obtenidos muestran que independientemente de la concentración de glicerol, las células en 

suspensión de Gfr alcanzan la máxima conversión a los productos de interés en las primeras 24 h de reacción. 

Luego de este tiempo la concentración de DHA y AG se mantiene constante en todos los casos, lo que también 

ocurre para el caso del sustrato. Se comprobó que, a concentraciones elevadas de glicerol, 200 g/L y 250 g/L, se 

obtienen las mayores concentraciones de AG (9,3 ± 0,1 g/L y 9,7 ± 0,1 g/L, respectivamente).  
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A su vez, en concordancia con los resultados obtenidos anteriormente por el grupo, se observa que, a mayor 

concentración de glicerol inicial, menor es la producción de DHA. Mientras que con 50 g/L de glicerol puro se 

obtuvieron 21,9 ± 0,9 g/L de este compuesto, a 250 g/L de glicerol disminuye la producción de DHA en un 40%, 

alcanzando un valor de 13,1 ± 0,5 g/L en 72 h. Es probable que estos resultados se deban a la inhibición por sustrato 

sufrida por la enzima mPDHP, fenómeno ampliamente descrito en la literatura210. Comparativamente, la enzima 

mADH, responsable de la conversión de glicerol en gliceraldehído (primer paso hacia la formación de AG), y la 

enzima mAlDH no parecen verse notoriamente afectadas por las concentraciones de glicerol inicial ensayadas. 

Estos resultados coinciden con los reportados por Habe et al., en los que observan una mayor producción de AG 

frente a DHA utilizando concentraciones de glicerol de entre 150 y 250 g/L de glicerol, utilizando células en 

crecimiento de la misma cepa de Gfr utilizada en este estudio269.  

Considerando que la producción de AG y DHA fue igual para las concentraciones de glicerol inicial 200 g/L y 250 

g/L, se seleccionó la primera para realizar los experimentos siguientes. En estas condiciones, la producción de AG 

con Gfr fue similar al reporte anterior del grupo utilizando la misma cepa en reposo, pero utilizando un tampón 

fosfato de potasio como medio de reacción en lugar de agua. Adicionalmente, nuestros resultados superan la 

producción de AG reportada por De la Morena et al. para la producción de AG con células en reposo de G. oxydans 

ATCC 621 a partir de glicerol, donde se obtuvo un aproximado de 0,52 g/L de AG a partir de 30 g/L de sustrato212. El 

reporte antes mencionado es el único trabajo en el cual se reporta la producción de AG por células en reposo de 

una especie de Gluconobacter, aparte del llevado a cabo por nuestro grupo de investigación138.  

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis constituyen el reporte de conversión de glicerol a AG con la 

concentración más alta alcanzada hasta el momento utilizando células en reposo de esta especie bacteriana 

utilizando agua como medio de reacción. Sin embargo, en comparación con los 136,5 g/L de AG reportados por 

Habe et al. utilizando células en crecimiento de esta misma cepa, todavía existe espacio para la mejora en la 

producción de este compuesto269. De todas formas, es importante destacar que los experimentos del trabajo 

anterior fueron llevados a cabo en un reactor, con agitación y aireación, en comparación con los aquí reportados, 

que han sido llevados a cabo a escala de matraces sin aireación agregada más que la obtenida por agitación. En 

este entendido, es posible que las productividades puedan ser mejoradas al llevar a cabo la reacción en un reactor 

de tanque agitado, o inclusive en reactores de tipo airlift, SOS-BR o de columna de burbujas, como los 

mencionados en la Introducción general de este trabajo. Por otro lado, es relevante mencionar que mientras la 

producción en crecimiento de AG permite la obtención de altas concentraciones de producto, el mismo se obtiene 

con baja pureza, contaminado con los componentes del medio de crecimiento y otros metabolitos producidos 

durante este proceso. Contrariamente, la estrategia aquí desarrollada permite la producción de AG en agua, lo que 

facilita ampliamente el proceso de purificación del compuesto y reduce los costos asociados a esta tarea.   

Tal como se señaló anteriormente, la naturaleza quiral del AG es una de las propiedades más interesantes de este 

compuesto, dada la importancia de esta característica en la síntesis de moléculas más complejas con 
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aplicaciones en la industria farmacéutica. En el reporte de Habe et al. antes mencionado, la producción de este 

compuesto por células en crecimiento de la misma cepa bacteriana utilizada en este trabajo presentó un ee hacia 

el D-AG del 72%269. Sin embargo, dado que las condiciones de producción del compuesto son diferentes, la 

estructura de la enzima responsable podría verse afectada y se podría ver una diferencia en la enantioselectividad 

del producto obtenido. Por este motivo, es importante estudiar la composición enantiomérica del AG producido 

con las células en reposo de Gfr. Para ello, se llevó a cabo un análisis por HPLC utilizando una columna quiral 

CHIRALPAK (MA+).  

Se comenzó utilizando el protocolo de separación recomendado por el fabricante para evaluar la capacidad de 

este método de separar los enantiómeros D-AG y L-AG, partiendo de una muestra racémica comercial de DL-AG 

10 mM. Se ensayaron dos volúmenes distintos de inyección (2 y 10 µL), para determinar el efecto de la 

concentración de los compuestos en la separación, y a la vez establecer el volumen a utilizar en los ensayos 

siguientes. Mientras que al inyectar 10 µL de la solución DL-AG 10 mM no se logró observar dos picos, al disminuir 

el volumen inyectado a 2 μL se pudo observar señales que pueden asociarse a la presencia de los dos 

enantiómeros (Figura 12).   

 

Figura 12. Evaluación de distintos volúmenes de inyección (2 y 10 μL) para la separación por HPLC de los enantiómeros D-AG y L-AG a partir de 

una mezcla racémica de DL-AG. 

Estos resultados indican que a concentraciones más bajas de DL-AG, la separación es mejor. Sin embargo, cabe 

destacar que igualmente la resolución entre los dos picos obtenidos fue baja, y los intentos de mejorarla mediante 

ajustes en la composición de la fase móvil y el flujo de separación no dieron resultados satisfactorios. En el estudio 

previamente mencionado de Habe et al., se empleó un protocolo basado en el uso de dos columnas en tándem 

del tipo CHIRALPAK (MA+) para la separación de los enantiómeros269. Esta estrategia es comúnmente utilizada 

para mejorar la resolución quiral, ya que la alta similitud estructural entre los enantiómeros dificulta su 

separación271. Con esta estrategia, los autores lograron separar el D-AG y el L-AG satisfactoriamente. Sin embargo, 

dado que solo se contaba con una sola columna de este tipo en nuestro laboratorio, se debió continuar los análisis 

con el mismo protocolo, procurando inyectar volúmenes pequeños que permitiesen una mejor separación.    

Con la finalidad de determinar qué señal correspondía a cada uno de los picos obtenidos, se llevó a cabo el análisis 

de muestras generadas a partir del enriquecimiento de la muestra racémica comercial con soluciones puras de D-
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AG y L-AG (Figura 13). De acuerdo con los cromatogramas obtenidos al enriquecer la muestra racémica con las 

soluciones enantioméricamente puras, la primera señal observada corresponde al L-AG (7,14 min), mientras que 

la segunda corresponde al D-AG (7,46 min).  

 

Figura 13. Identificación de la señal de cada enantiómero en una mezcla racémica de DL-AG. a) Mezcla racémica de DL-AG. b) Mezcla racémica 

de DL-AG + D-AG. c) Mezcla racémica de DL-AG + L-AG. L-AG (TRet = 7,14 min). D-AG (TRet = 7,46 min). 

Habiendo identificado las señales de ambos enantiómeros se procedió a construir curvas de calibración para los 

distintos enantiómeros, tanto a partir de soluciones enantioméricamente puras como de la mezcla racémica 

comercial. Mientras que la curva de calibración obtenida para las soluciones enantioméricamente puras de L-AG 

y D-AG fueron iguales a la obtenida para el L-AG en la muestra racémica, la obtenida para el D-AG en la mezcla 

racémica fue distinta (Figura 14). 

 

a

b

c
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Figura 14. Curvas de calibración obtenidas para D-AG (violeta) (y = 88064x, R2=0,9997) y L-AG (verde) (y = 90393x, R2=0,9996) en soluciones 

enantioméricamente puras (a) y en una mezcla racémica (MR) (b). D-AG (MR) (y = 125383x, R²=0,9917). L-AG (MR) (y=90380x, R² = 0,9986). 

Un análisis del área de los picos de D-AG a distintas concentraciones en la mezcla racémica comercial demostró 

que al aumentar la concentración de la misma se observa un aumento no esperado en el área del pico generado 

por efecto de tailing. Este efecto es menor al disminuir la concentración de la mezcla racémica (Figura 15).  

 

Figura 15. Cromatogramas de la separación de una muestra racémica comercial de DL-AG a distintas concentraciones. a) 5 mM c/u. b) 2,5 mM 

c/u. c) 0,25 mM c/u. L-AG (TRet = 7,14 min). D-AG (TRet = 7,46 min). 
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Teniendo en cuenta las curvas de calibración obtenidas para los distintos componentes tanto en su forma 

enantioméricamente pura y en su mezcla racémica, y el efecto observado para el caso del D-AG, se decidió utilizar 

las obtenidas a partir de la mezcla racémica determinar la selectividad de las células en reposo de Gfr. 

Para ello se llevó a cabo una conversión de 200 g/L de glicerol en las condiciones previamente reportadas y se 

purificó el AG obtenido por HPLC utilizando una columna de exclusión aniónica. Seguidamente, el AG puro fue 

analizado utilizando el método de separación quiral (Figura 16).  

 

Figura 16. Análisis por HPLC de AG obtenido a partir de la oxidación de glicerol por células en reposo de Gfr (Muestra). Se presenta además 

como referencia un cromatograma de una mezcla racémica comercial (MRC). L-AG (TRet = 7,14 min). D-AG (TRet = 7,46 min).  

Las señales obtenidas en el cromatograma denotan una marcada selectividad de las células en reposo de Gfr 

hacia la formación de D-AG, aunque se puede constatar la presencia de una menor cantidad de L-AG. A pesar de 

la baja resolución del método, una estimación del ee obtenido hacia D-AG arrojó un valor de 72,8%, lo que se 

condice con los datos previamente reportados por Habe et al.269. Este resultado demuestra que la selectividad del 

biocatalizador no se vio modificada por las condiciones de operación, lo que implica robustez.  

La alta selectividad hacia la producción de D-GA se encuentra conservada en una variedad de acetobacterias. Por 

ejemplo, la cepa Acetobacter tropicalis NBRC16470 en crecimiento presenta una producción de D-AG con un ee 

del 99%269. Dentro del género Gluconobacter, existen reportes previos de la producción de D-AG por 

Gluconobacter sp. NBRC 3259 en crecimiento, presentando un ee del 77%272. Por su parte, existen reportes de 

producción de D-AG por Gluconobacter sp. CHM43 (anteriormente catalogada como G. frateurii CHM43) en 

crecimiento con un ee de entre el 73 y el 75%137. Interesantemente, en ese reporte reciente de Habe et al. se generó 

un mutante de Gluconobacter sp. CHM43, denominado TORI4, que presenta KO en los genes correspondientes a 

las deshidrogenasas de membrana mADH y mPDHP. Se observó que, al contrario de la cepa salvaje, el mutante 

produce L-AG con un ee de entre 42 y 43%. Los autores hipotetizan que sin los genes correspondientes a las 

deshidrogenasas mADH y mPDHP, la producción de L-AG puede estar siendo llevada a cabo por la alcohol 

deshidrogenasa intracelular dependiente de NAD(P) (ADH). Esta hipótesis podría explicar por qué es frecuente 

obtener una mezcla racémica de DL-AG en la conversión de glicerol por cepas de Gluconobacter.  

Muestra

MRC
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Dada la importancia de obtener compuestos quirales como el D-AG y el L-AG con alta pureza enantiomérica, 

futuros experimentos podrían enfocarse en la modificación genética de Gfr, dirigiéndose específicamente a la 

enzima ADH intracelular para aumentar la producción de D-GA. Además, mediante estrategias como la evolución 

dirigida, se podrían introducir mutaciones en el sitio activo de la enzima mADH para favorecer la obtención de L-

AG. 
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1.4. Conclusiones parciales 

Los resultados obtenidos en este capítulo demostraron el gran potencial de las cepas Gox y Gfr en reposo para la 

obtención de compuestos oxidados a partir de glicerol y nuevos derivados. Para el caso de Gox se estudiaron una 

variedad de potenciales sustratos logrando obtener dos cetonas nuevas, EHA y 3FHA, cuya producción utilizando 

células en reposo de esta bacteria no había sido reportada hasta el momento. Los productos obtenidos pudieron 

ser identificados por espectrometría de masas y constituyen compuestos de interés para la síntesis de moléculas 

aminadas que presenten quiralidad. Considerando la naturaleza quiral de estos sustratos, se estudió la 

preferencia de la bacteria por los distintos enantiómeros, siendo S-EGE y R-3FGE los que presentaron consumo. 

Esto demuestra la potencialidad de este microorganismo para llevar a cabo reacciones de desracemización de 

enantiómeros. Las células en reposo mostraron limitaciones en su capacidad de convertir en su totalidad los 

nuevos sustratos ensayados que podrían estar relacionadas a efectos de toxicidad o desgaste físico de los 

catalizadores. Futuros experimentos deberán centrarse en elucidar el porqué de este efecto e intentar remediarlo 

con estrategias que permitan intensificar los procesos, por ejemplo, mejorando la estabilidad del catalizador a 

través de su inmovilización. 

En cuanto al potencial de la cepa Gfr para producir AG, se logró obtener una de las concentraciones más altas de 

este compuesto utilizando células en reposo, con la ventaja adicional de que la reacción se llevó a cabo solo en 

agua. Aunque la producción con células en crecimiento269 de la misma cepa en otros reportes aún sobrepasa la 

obtenida con células en reposo, esta estrategia catalítica ofrece un medio de reacción más limpio, lo que 

simplifica el procesamiento posterior y pudiendo así reducir los costos asociados al procesamiento downstream.  

Del estudio de la composición enantiomérica del AG obtenido se pudo concluir que la selectividad del 

microorganismo no se ve afectada por las condiciones de operación aquí mencionadas, presentando un ee de D-

AG del 72,8%. Este valor es cercano al previamente reportado por Habe et al. para AG obtenido por células en 

crecimiento de la misma cepa269. Los resultados obtenidos en este trabajo nos acercan más hacia el desarrollo de 

una tecnología limpia de producción económica de AG a partir de glicerol. Dado que las reacciones reportadas 

durante este capítulo fueron llevadas a cabo en matraces, es posible que los rendimientos productivos puedan 

ser mejorados aún más escalando la producción a un reactor. La mejora en la aireación que vendría asociada a 

este escalado permitiría una mejor difusión de oxígeno hacia las células, que potencialmente mejoraría la 

producción de AG.  
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CAPÍTULO 2: Modificación genética de cepas de 

Gluconobacter 

2.1. Introducción 

Antecedentes de modificación genética en bacterias del género Gluconobacter  

Las cepas de Gluconobacter poseen una serie de cualidades que las convierten en un potencial chasis de interés 

para aplicaciones de biología sintética. Como ya fue mencionado anteriormente, la capacidad estos 

microorganismos de oxidar una gran cantidad de carbohidratos, alcoholes y otros compuestos relacionados, es 

una característica que puede ser aprovechada para producir compuestos de interés a través de ingeniería 

metabólica273. Existen distintas estrategias de modificación genética que han sido empleadas de forma exitosa en 

bacterias del género Gluconobacter en los últimos años (Esquema 11).  

 

Esquema 11. Estrategias de modificación de la expresión génica reportadas para su uso en especies de Gluconobacter. a) Estrategias de 

mutagénesis aleatoria que no requieren un conocimiento en profundidad del genoma de la bacteria, las mutaciones se dan al azar. b) 

Estrategias de modificación genética racional, es necesario conocer el blanco genético a modificar. Permite la generación de mutaciones 

precisas en el genoma de la bacteria. Adaptado de Ripoll et al.36. 
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Dada la relevancia industrial de estos microorganismos, existen numerosos ejemplos en los que estas distintas 

estrategias han sido aplicadas. La finalidad de estas ha sido en su mayoría la mejora de reacciones de 

biotransformación empleando estos biocatalizadores, siendo la especie G. oxydans la más frecuentemente 

modificada (Tabla 5). Dentro de las estrategias de modificación genética de tipo aleatorio utilizadas en 

Gluconobacter, existen ejemplos de mutación al azar utilizando estrategias de evolución adaptativa o de 

mutagénesis inducida por radiación (Esquema 11a). Por otro lado, los ejemplos más frecuentes de modificaciones 

racionales involucran el uso de plásmidos de expresión, o estrategias de modificación genómica permanente, 

como el intercambio alélico o las tecnologías basadas en CRISPR (Esquema 11b). 

Tabla 5. Ejemplos de aplicación de cepas de Gluconobacter modificadas genéticamente por distintos métodos para mejorar la 

obtención de diversos productos a partir de biotransformaciones. (Continuación) 

Estrategia de 
Modificación 

Producto objetivo 
Cepa de 

Gluconobacter 
modificada 

Modificación realizada Efecto en el fenotipo Ref. 

Mutagénesis 
aleatoria - 
Evolución 
adaptativa 

Azúcares ácidos (ác. glucónico, 
ác. xilónico, ác. arabinónico, ác. 

manónico, ác. galactónico) 
G. oxydans DSM 2003 

Sobreexpresión de enzima 
glucosa deshidrogenasa de 

membrana (mGluDH) 

Mayor producción de azúcares 
ácidos 

123 

L-Sorbosa G. oxydans WSH-004 

Mutaciones relacionadas con la 
traducción, el metabolismo de 
aminoácidos y nucleótidos, el 

metabolismo de carbohidratos y 
el metabolismo energético 

Mayor tolerancia al sorbitol y a 
la temperatura 

246 

A2-KLG G. oxydans MMC3 
Mutaciones aleatorias no 

determinadas 

Mayor tolerancia al sorbitol, 
mayor crecimiento y mayor 

producción y tolerancia al A2-
KLG 

111 

Mutagénesis 
aleatoria - 

Mutagénesis 
inducida por 

radiación 

6-NSL G. oxydans ZJB-605 
Mutaciones aleatorias no 

determinadas 

Mayor actividad en la sorbitol 
deshidrogenasa con aumento 

en la producción de 6-NSL 

94 

6-NSL G. oxydans ZJB-605 

Sobreexpresión de enzima 
sorbitol deshidrogenasa 

(mSlDH), sobreexpresión de 
genes relacionados con el 

metabolismo del PQQ 

Mayor producción de 6-NSL 97 

 
 
 
 
 
 
 

Sistemas de 
expresión 

basados en 
plásmidos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ácido xilónico G. oxydans DSM 2003 Sobreexpresión de mGluDH 

Mayor producción de ácido 
xilónico y mayor tolerancia a 
inhibidores presentes en el 
sustrato (rastrojo de maíz 

hidrolizado) 

183 

6-NSL G. oxydans ZJB-605 Sobreexpresión de mSlDH Mayor producción de 6-NSL 81 

DHA G. oxydans 621H 
Sobreexpresión de mSlDH y el 

transportador de glicerol GlpFp 

Mayor producción de DHA (solo 
sobreexpresión de mSlDH); 
mayor crecimiento y mayor 
tolerancia al glicerol (solo 

sobreexpresión del 
transportador) 

211 

Levan G. japonicus LMG 1417 
Sobreexpresión de levansucrasa 

LevS1417 
Mayor producción de levan 231 

Ácido xilónico G. oxydans NL71 Sobreexpresión de tiorredoxina 

Mejora en la capacidad 
oxidativa de la bacteria en 

presencia de contaminantes 
presentes en la biomasa 

lignocelulósica. Aumento de la 
producción de ácido xilónico 

178 
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Tabla 5. Ejemplos de aplicación de cepas de Gluconobacter modificadas genéticamente por distintos métodos para mejorar la 

obtención de diversos productos a partir de biotransformaciones. (Continuación) 

Estrategia de 
Modificación 

Producto objetivo 
Cepa de 

Gluconobacter 
modificada 

Modificación realizada Efecto en el fenotipo Ref. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sistemas de 
expresión 

basados en 
plásmidos 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

L-eritrosa G. oxydans DSM2003 
Sobreexpresión de L-Ribosa 

isomerasa y mSlDH con ligandos 
que permiten su colocalización 

Aumento en la producción de L-
eritrosa por aumento en la 
proximidad de las enzimas 

225 

A2-KLG G. oxydans WSH-003 

Sobreexpresión de L-sorbosa 
deshidrogenasa y L-sorbosona 

deshidrogenasa de 
Ketogulonicigenium vulgare 

WSH-001, unidas por un linker y 
presentando un adaptador SH3, 

sobreexpresión de la proteína 
CutA (andamio molecular) de 
Pyrococcus horikoshii con un 

ligando SH3, sobreexpresión de 
genes relacionados al 
metabolismo del PQQ 

Aumento en la producción de 
A2-KLG por aumento en la 

proximidad de las enzimas, 
combinado con un aumento en 

la biosíntesis de PQQ 

77 

3-DHS G. oxydans NBRC 3244 

Sobreexpresión de la DHQasa 
tipo I AroD de 

Gluconacetobacter 
diazotropicus con un péptido 

señal para secreción al 
periplasma 

Aumento en la producción de 3-
DHS debido a la exportación de 
la proteína AroD al periplasma 

86 

L-Sorbosa G. oxydans KCTC 1091 

Sobreexpresión de SlDH 
dependiente de NAD+ de G. 

oxydans G624, sobreexpresión 
de LreNox de Lactobacillus 

reuteri 

Aumento en la producción de L-
sorbosa por la sobreexpresión 

de la SlDH dependiente de 
NAD+, que es regenerado por 

LreNox 

239 

6-NSL G. oxydans H-8 

Sobreexpresión de hemoglobina 
Vhb del género Vitreoscilla 

combinado con la 
sobreexpresión de mSlDH y 

genes del metabolismo del PQQ 

Aumento en la producción de 6-
NSL con aumento en el 

crecimiento y la expresión de 
genes relacionados con la 

cadena respiratoria 

79 

5-KF G. oxydans 621H ΔhsdR 
Sobreexpresión de fructosa 

deshidrogenasa de G. japonicus 
NBRC 3260 

Aumento en la producción de 5-
KF por el agregado de la enzima 

exógena 

87 

5-KF G. oxydans ΔhsdR ΔtolB 
Sobreexpresión de la sacarasa 
SacC de Zymomonas mobilis 

ZM4 

Mutante con la capacidad de 
obtener glucosa y fructosa a 

partir de sacarosa. Por la acción 
de otra cepa mutante de G. 

oxydans se obtiene 5-KF a partir 
de la fructosa obtenida. 

89 

A2-KLG G. oxydans H24 

Sobreexpresión de genes 
asociados a un sistema de 

percepción de quórum basado 
en los genes ccdB (E. coli) y LuxI 

y LuxR (Vibrio fischeri) 

 
Mutante con la capacidad de 

regular negativamente su propio 
crecimiento luego de convertir 
sorbitol en sorbosa, que forma 

parte de un consorcio con K. 
vulgare y B. megaterium. La 

sorbosa es oxidada a A2-KLG 
por K. vulgare. El A2-KLG no es 
metabolizado por G. oxydans 

gracias al sistema de 
percepción de quorum. 

237 
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Como se mencionó anteriormente, las técnicas de mutagénesis aleatoria son particularmente útiles al trabajar 

con organismos no modelo como las cepas de Gluconobacter, debido a que no es necesario conocer el genoma 

de la bacteria para utilizarlas. Entre ellas, la evolución adaptativa ha probado ser de utilidad para generar cepas 

mutantes de G. oxydans con buenas producciones de  azúcares ácidos, L-Sorbosa y A2-KLG111,123,246. Por otro lado, 

la mutagénesis inducida por radiación es otra alternativa eficaz para la modificación genética de bacterias del 

género Gluconobacter. A través de la utilización de rayos gamma, UV, o microondas, se ha logrado obtener 

mutantes de G. oxydans con capacidades aumentadas de producción de 6-NSL94,97.  

Debido a la importancia industrial de las cepas de Gluconobacter, el estudio de su genoma y metabolismo se ha 

incrementado significativamente en los últimos años, dilucidando nuevas rutas metabólicas y determinando el 

papel de enzimas clave que constituyen posibles objetivos para fines de ingeniería 

genética106,115,120,171,215,250,254,275,276. Sin embargo, las herramientas de ingeniería genética para cepas de 

Tabla 5. Ejemplos de aplicación de cepas de Gluconobacter modificadas genéticamente por distintos métodos para mejorar la 

obtención de diversos productos a partir de biotransformaciones. (Continuación) 

Estrategia de 
Modificación 

Producto objetivo 
Cepa de 

Gluconobacter 
modificada 

Modificación realizada Efecto en el fenotipo Ref. 

 
 

Sistemas de 
expresión 

basados en 
plásmidos 

AG 

Gluconobacter sp. 
CHM43, Gluconobacter 

sp. TORI4 
(Gluconobacter sp. 

CHM43 ΔsldBA 
ΔadhAB) 

Sobreexpresión del gen adhABS 
y las subunidades adhAB de A. 

tropicalis NBRC 16470 

Mutantes con variaciones en el 
ee de AG 

137 

Ingeniería 
genómica - 
Plásmido 

suicida 

5-KF G. oxydans IK003.1 
Inserción en el genoma de genes 

fdhSCL de G. japonicus NBRC 
3260 

Aumento en la producción de 5-
KF 

25 

5-KF G. oxydans 621H ΔhsdR 

Reemplazo del gen de la enzima 
mGluDH por el gen fdhSCL de 

una fructosa deshidrogenasa de 
G. japonicus NBRC 3260 

Mutante con la capacidad de 
producir 5-KF a partir de 

sacarosa (esto es posible 
combinando además la 

expresión de una levansucrasa 
de G. japonicus LMG 1417 

utilizando un sistema basado en 
plásmido) 

89 

Ácido xilónico G. oxydans 621H 
Deleción de los genes que 
codifican para la mPDHP 

 
Mutante con una capacidad 

aumentada de crecimiento en 
glicerol que permite generar 
mayor cantidad de biomasa 
para la obtención de ácido 

xilónico 

274 

L-Sorbosa G. oxydans WSH-003 
Cambio en los promotores de 
los genes sldBA, pqqABCDE y 

cyoBACD; deleción del gen edd 

 
Mutante con mayor producción 
de L-sorbosa y una capacidad 

de crecimiento aumentada 

243 

Ingeniería 
genómica - 
Sistemas 

basados en la 
tecnología 

CRISPR-Cas 

L-Sorbosa y Ácido glucónico G. oxydans WSH-003 Represión del gen edd 

Mutante con capacidades 
aumentadas de producción de 
L-sorbosa y Ácido glucónico (la 

represión del gen edd fue 
acompañada de la 

sobreexpresión del gen gnd con 
un sistema de expresión basado 

en un plásmido) 

148 
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Gluconobacter son todavía escasas en comparación con las disponibles para otros organismos, lo que limita su 

aplicabilidad. De todas formas, existen en la literatura diversos reportes de modificaciones de tipo racional en 

organismos de este género.  

Una técnica frecuente de modificación genética en Gluconobacter es la utilización de plásmidos de expresión. En 

el caso de este género bacteriano, las construcciones basadas en los llamados plásmidos “shuttle” o lanzadera 

(capaces de replicarse también en enterobacterias) típicamente se ensamblan y enriquecen utilizando una cepa 

de E. coli como huésped, y luego se incorporan a una cepa de Gluconobacter. En estas bacterias este proceso se 

lleva a cabo frecuentemente a través de electroporación o conjugación mediante apareamiento 

triparental178,225,231,277. A través de la incorporación de plásmidos de expresión se han obtenido mutantes de varias 

especies de Gluconobacter, con distintas capacidades de producción de compuestos de interés incorporando 

genes tanto homólogos como heterólogos. Como ejemplos, estas modificaciones permitieron mejorar la 

producción de ácido xilónico, 6-NSL, DHA, A2-KLG, 3-DHS, L-sorbosa, L-eritrosa y 5-KF en cepas mutantes de G. 

oxydans 77,79,81,86,87,89,183,211,225,237,239. Asimismo, estas técnicas han sido empleadas para generar mutantes de otras 

cepas de Gluconobacter utilizadas con menor frecuencia. Ejemplos de esto son la generación de mutantes de 

Gluconobacter sp. CHM43 capaces de producir AG con estereoselectividades distintas137 o una mutante de G. 

japonicus LMG 1417 con una capacidad aumentada de producción de levan231.  

Dada la ya mencionada relevancia industrial de las cepas de Gluconobacter, es frecuente encontrar un cierto 

sesgo hacia la generación de mutantes para la obtención de nuevos productos de biotransformación, o para la 

mejora de los rendimientos de biotransformaciones ya establecidas. Sin embargo, la modificación de estas 

bacterias para obtener mutantes que expresen proteínas fluorescentes ha sido también foco de una variedad de 

investigaciones. Los sistemas de expresión basados en plásmidos son los preferidos generalmente para llevar a 

cabo este tipo de modificaciones, ya que generan altos niveles de fluorescencia debido a las múltiples copias del 

gen presentes dentro del microorganismo278. La expresión de proteínas fluorescentes en Gluconobacter se ha 

implementado en el pasado para estudiar su morfología83, la localización subcelular de ciertas enzimas a través 

de la preparación de proteínas fusión221,225, el nivel de expresión génica alcanzado con ciertos promotores83,110,279,280 

o vectores de expresión novedosos82, o la capacidad de represión de un sistema endógeno CRISPR-Cas de tipo I-

E148, entre otras aplicaciones. Sin embargo, la obtención de mutantes que expresen proteínas fluorescentes 

también resulta atractivo, por ejemplo, para llevar a cabo estudios de imagenología de preparados inmovilizados 

o biofilms278, facilitando el estudio de la integración de las bacterias a distintos materiales. Asimismo, estos 

organismos fluorescentes pueden llegar a constituir herramientas importantes en el estudio de la arquitectura de 

reacciones en cascada con biocatalizadores inmovilizados.  

A pesar de la gran cantidad de reportes exitosos de mejora de cepas utilizando plásmidos para la expresión de 

genes en Gluconobacter, al igual que en otros organismos, existen problemáticas asociadas al uso de antibióticos, 

el número de copias obtenido, y la alta carga metabólica que implica la manutención del plásmido. Debido a esto 
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y al impacto industrial de las cepas de Gluconobacter, se generó la necesidad de desarrollar y adaptar tecnologías 

eficientes de ingeniería genómica para la ingeniería racional de mutantes libres de plásmidos. La estrategia más 

relevante para la modificación del genoma de este género bacteriano es el reemplazo de genes, también conocido 

como intercambio alélico, utilizando vectores suicidas (Esquema 11b).  

El reemplazo de genes o intercambio alélico es una técnica bien establecida que se puede utilizar para la 

eliminación de genes91 o  la generación de mutaciones puntuales243, así como para la sobreexpresión de ciertos 

genes mediante la integración de cassettes de expresión completos25, o modificando regiones promotoras243. 

Además de un par de brazos homólogos que flanquean la nueva secuencia de ADN que se incorporará al genoma, 

los vectores suicidas suelen contener un marcador de selección que es generalmente un gen de resistencia a 

antibióticos, y un gen de contraselección, para ayudar en la selección de los transformantes deseados. Como 

estos plásmidos no pueden replicarse dentro del huésped, ya que solo pueden replicarse en enterobacterias, 

después de su introducción a la bacteria desaparecen o se integran en el cromosoma bacteriano mediante 

recombinación homóloga. Los transformantes que integraron el plásmido después de este primer evento de 

recombinación se seleccionan mediante su sembrado en placas en presencia del antibiótico seleccionado. Estos 

transformantes ahora son resistentes a dicho antibiótico, pero presentan susceptibilidad hacia un determinado 

compuesto, que variará dependiendo del gen de contraselección seleccionado. Después de un segundo evento 

de recombinación, los transformantes deseados tendrán la nueva secuencia de ADN dentro de su cromosoma 

bacteriano mientras que el resto del plásmido integrativo se perderá, junto con el gen de contraselección. Al perder 

el gen de contraselección, los nuevos transformantes serán resistentes al compuesto mencionado anteriormente 

utilizado para la contraselección. Para diferenciarlos de aquellos en los que no se produjo un segundo evento de 

recombinación, los transformantes se siembran en placas en presencia del compuesto de contraselección. 

Posteriormente, los transformantes positivos suelen ser corroborados mediante PCR. El intercambio alélico 

presenta la ventaja de no dejar marcadores, ya que no queda ningún marcador de selección en el cromosoma 

bacteriano después del segundo evento de recombinación. En estos últimos años se han utilizado con éxito en 

cepas de Gluconobacter tres sistemas diferentes basados en este principio. Los marcadores de contraselección 

seleccionados fueron los genes upp, sacB y codAB.  

El gen upp codifica para una fosforibosil transferasa que convierte el 5-fluorouracilo (5-FU) en 5- fluorouridina 

monofosfato (5-FUMP). Subsecuentemente, la 5-FUMP es convertida en 5-fluorodesoxiuridina monofosfato que 

es un inhibidor de la timidilato sintasa. La presencia del inhibidor afecta la reparación y replicación del ADN, por 

lo que en presencia de 5-FU se genera una presión selectiva negativa sobre el gen upp281. Para poder ser 

implementada correctamente, esta técnica requiere que la cepa a ser utilizada haya sido previamente modificada, 

presentando un KO en su gen upp endógeno. Utilizando esta metodología se generaron distintos mutantes de G. 

oxydans IK003.1 para la mejora de la producción de 5-KF25. Alternativamente, los genes codAB pueden ser 

utilizados como marcadores de contraselección. CodA es una citosina deaminasa proveniente de E. coli que 

cataliza la conversión de 5-fluorocitosina (5-FC) en el compuesto tóxico 5-FU que, como se mencionó 
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anteriormente, es luego metabolizado por el gen upp endógeno de la bacteria, afectando la reparación y 

replicación del ADN. Por su parte, CodB es una citosina permeasa que se ha probado necesaria para el correcto 

funcionamiento del sistema282. Este sistema es aplicable a la mayoría de las acetobacterias, ya que el gen upp ya 

se encuentra en el cromosoma bacteriano, mientras que los genes codAB no, lo que se presenta como una ventaja 

frente al sistema presentado anteriormente. Esta técnica también fue utilizada con éxito para obtener buenas 

productividades de 5-KF a partir de la generación de mutantes de G. oxydans 621H ΔhsdR89. Por último, el gen sacB 

también ha sido utilizado como marcador de contraselección en la modificación genómica de cepas de 

Gluconobacter. El gen sacB codifica para una levansucrasa originaria de Bacillus subtilis, que al ser expresada en 

presencia de sacarosa produce la muerte celular243. Este sistema, al igual que el basado en los genes codAB, no 

requiere de modificaciones previas en la cepa a mutar, lo que lo hace más práctico. Ejemplos de aplicación de 

esta estrategia permitieron generar un mutante de G. oxydans 621H con características mejoradas para la 

producción de ácido xilónico, así como también un mutante de G. oxydans WSH-003 con capacidades de 

crecimiento y conversión aumentadas para la producción de L-sorbosa243. 

Como se mencionó anteriormente, las técnicas de reemplazo de genes utilizando plásmidos suicidas son las más 

utilizadas en la literatura para la modificación genómica de cepas de Gluconobacter. Sin embargo, su eficiencia 

de edición sigue siendo algo baja, alcanzando generalmente máximos del 50%. Esto se debe a los dos posibles 

resultados del segundo evento de recombinación homóloga, en el que se puede obtener el mutante deseado o 

recuperar el genotipo de tipo salvaje243. Alternativamente, existen sistemas de edición genómica basados en 

CRISPR-Cas que hasta el momento no han sido explorados en profundidad en bacterias del género Gluconobacter. 

Estos sistemas serán abordados en profundidad en la siguiente sección. 

Tecnologías basadas en CRISPR para la modificación de la expresión génica en procariotas y sus 

perspectivas de utilización en Gluconobacter 

En 2005, Mojica et al. describieron la función CRISPR en la naturaleza como un tipo de sistema inmunológico 

adaptativo en procariotas283. Posteriormente, las premios Nobel Doudna y Charpentier lo plantearon como un 

potencial sistema a ser explotado con fines de ingeniería genética284. Desde entonces, la tecnología se ha 

ampliado para utilizarse en una gran variedad de procariotas, arqueas y eucariotas con fines de edición genómica 

y regulación génica285.  

En general, estas tecnologías se basan en la introducción de una nucleasa Cas que puede exhibir actividad 

catalítica o ser mutada para permanecer inactiva, y un ARN guía (gARN) que se unirá a la nucleasa y la conducirá 

hacia el sitio objetivo en el genoma del huésped (Esquema 12). El sistema más comúnmente utilizado es CRISPR-

Cas9, proveniente de originalmente de la bacteria S. pyogenes286. En este sistema, Cas9 depende de dos 

moléculas de ARN: un ARN CRISPR (crARN) que contiene una secuencia de 20 nt que confiere especificidad a 

Cas9, y un ARN transactivador (tracrARN) que se hibrida parcialmente con el crARN y estabiliza la estructura, 
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activando Cas9. El crARN y el tracrARN se pueden fusionar, formando un único ARN guía (sgARN). Además, para 

el posicionamiento correcto del complejo CRISPR-Cas en el ADN objetivo, se debe ubicar un motivo adyacente 

protoespaciador (conocido como secuencia PAM) cerca de la secuencia de ADN objetivo, que es complementaria 

al crARN287. Una vez que la nucleasa Cas realiza un corte en el  ADN, se pueden introducir modificaciones en el 

genoma, como inserciones, deleciones o sustituciones de nucleótidos, mediante distintos mecanismos de 

reparación. Por otro lado, las nucleasas “muertas” son versiones que han sido mutadas para inactivar su actividad 

de corte, permitiendo su uso en aplicaciones de regulación génica sin provocar daños en el ADN. Esto las convierte 

en herramientas versátiles para la modulación de la expresión génica y el estudio de la función de genes 

específicos sin alterar la secuencia del ADN. 

 

Esquema 12. Variantes de proteínas Cas utilizadas en tecnologías basadas en CRISPR. a) Nucleasas Cas, capaces de generar cortes doble 

hebra (CDH) en el genoma del huésped. b) Nickasas Cas (nCas), están mutadas y solo pueden generar cortes simple hebra en la secuencia 

objetivo. c) Proteínas Cas catalíticamente inactivas o “muertas” (dCas), variantes mutantes que no pueden cortar el ADN pero que son útiles 

para aplicaciones relacionadas con la represión o activación de genes sitio-dirigida. crARN: ARN CRISPR. tracrARN: ARN transactivador. sgARN 

(ARN de guía simple): crARN + tracrARN. PAM: motivo adyacente protoespaciador.  Adaptado de Mulet et al.22. 

En la última década se han aplicado con éxito diferentes tecnologías basadas en el sistema CRISPR-Cas para 

modificar bacterias de relevancia industrial. Recientemente, nuestro grupo de investigación llevó a cabo una 

revisión de la literatura relacionada a esta temática, titulada “CRISPR Tools in Bacterial Whole-Cell Biocatalysis”, 

encontrando una diversidad de ejemplos de aplicación de estas tecnologías para la obtención de más de 80 

productos de interés biotecnológico22. En algunos de estos ejemplos se generaron modificaciones permanentes 

en el genoma utilizando nucleasas Cas y en otros se utilizaron nucleasas “muertas” para generar efectos 
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reversibles sobre la expresión génica. Sin embargo, hasta el momento existen escasos reportes de la 

implementación de estas tecnologías en bacterias del género Gluconobacter. Dada la importancia industrial de 

este género de bacterias, resulta de especial interés continuar ampliando las herramientas moleculares 

disponibles para su modificación, siendo aquellas basadas en CRISPR estrategias prometedoras para optimizar 

sus capacidades biocatalíticas y desarrollar nuevas aplicaciones biotecnológicas. 

Entre las técnicas de modificación genómica permanente basada en CRISPR con potencialidad de aplicación en 

Gluconobacter se encuentra la basada en nickasas Cas (Esquema 13). En general, una de las limitaciones de la 

utilización de nucleasas Cas para la edición del genoma es la toxicidad asociada con la generación de cortes doble 

hebra (CDH), como es el caso de muchas especies bacterianas de relevancia industrial288. Según la información 

disponible en el repositorio KEGG Pathway, no existen evidencias de que una gran variedad de las bacterias de 

este género posea completa la vía metabólica RecBCD, necesaria para reparar este tipo de cortes. 

Alternativamente, la vía de reparación por homología de cortes simple hebra RecFOR se puede encontrar completa 

en la mayoría de ellas. El desarrollo de nucleasas Cas mutantes con la capacidad de cortar solo una cadena de 

ADN (nickasas, nCas) ha surgido como una alternativa para aumentar la eficiencia de la mutación en la edición del 

genoma basada en CRISPR de bacterias que puedan resultar susceptibles a los CDH.  

 

Esquema 13. Modificación genómica mediada por nickasas Cas. El corte de una sola hebra inducido por nCas permite realizar modificaciones 

genéticas en organismos que cuentan con la vía de reparación por homología adecuada para este tipo de daños. Para obtener la modificación 

deseada, es necesario proporcionar a la célula una secuencia de ADN con regiones homólogas al genoma, que actuará como molde de 

reparación. Esta estrategia se presenta como una alternativa en bacterias susceptibles a CDH. gARN: ARN guía. Adaptado de Mulet et al.22. 

Si la bacteria seleccionada posee la vía de reparación, la versatilidad de esta tecnología es muy alta, permitiendo 

virtualmente cualquier operación genómica, involucrando tanto inserciones y reemplazos, como también 
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deleciones. Cabe destacar de todas formas que, aunque promisoria, esta tecnología no se ha probado aún en 

bacterias del género Gluconobacter.  

Alternativamente, la tecnología CRISPRi para la modificación reversible de la expresión génica también resulta de 

especial interés para su implementación en Gluconobacter (Esquema 14). En las bacterias, esta técnica se ha 

convertido en el método preferido para regular la expresión génica de manera secuencia-específica, ya que otras 

tecnologías como el ARNi no pueden implementarse debido a la ausencia de la maquinaria molecular necesaria. 

La tecnología CRISPRi implica la utilización de una nucleasa Cas “muerta” o dCas que se acopla con una molécula 

de gARN que se encarga de guiar el complejo hacia el promotor o secuencia codificante del gen objetivo, lo que 

resulta en la represión de la expresión del gen. El complejo de ribonucleoproteína actúa estéricamente, inhibiendo 

la transcripción del gen blanco, ya sea bloqueando el alargamiento o el inicio de la transcripción289. 

 

Esquema 14. Modificación de la expresión génica a partir de CRISPRi utilizando una nucleasa Cas “muerta” (dCas). La formación de complejo 

dCas-gARN se localiza en el ADN generando la interrupción o la disminución de la expresión de un gen blanco generando un impedimento 

estérico que dificulta la transcripción. El gARN puede hibridar en el promotor o en la secuencia codificante para el gen. gARN: ARN guía. 

Adaptado de Mulet et al.22. 

La regulación de la transcripción mediante CRISPRi surge como una herramienta valiosa en la biocatálisis, ya que 

puede permitir ajustar rasgos metabólicos o fisiológicos codificados por genes esenciales. A veces, estos genes o 

vías metabólicas no pueden alterarse mediante métodos tradicionales de supresión de genes, ya que pueden 

provocar la muerte bacteriana. La represión por CRISPRi puede permitir una expresión basal que no interfiere con 

los procesos celulares vitales, pero por ejemplo, no genera grandes cantidades de un subproducto indeseado. 

Además, CRISPRi se puede utilizar como técnica exploratoria previo a realizar un intento de KO. Su simplicidad, en 

comparación con las técnicas KO, permite evaluar múltiples objetivos génicos y determinar cuál es el más 

adecuado para lograr la modificación deseada. Además, este enfoque puede ser beneficioso para la represión 

génica en organismos no modelo genéticamente recalcitrantes cuando el conocimiento de los mecanismos de 

reparación del ADN que actúan es escaso. CRISPRi también permite la represión simultánea de varios genes 

mediante la introducción de más de un gARN, esta capacidad de multiplexación puede explotarse en ingeniería 
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metabólica. Mejorar el flujo metabólico mediante la optimización de la biocatálisis utilizando células completas 

es una tarea desafiante y que requiere mucho tiempo. De hecho, con frecuencia requiere ajustes simultáneos en 

los niveles de expresión de múltiples genes. Si bien ciertas vías poseen pasos limitantes de la velocidad 

identificados, las intrincadas redes metabólicas a menudo exigen un enfoque metódico de prueba y error para 

ajustar la expresión de múltiples genes con el fin de lograr una biotransformación eficiente. En este sentido, 

CRISPRi ha surgido para aliviar la carga de trabajo asociada con la ingeniería de vías metabólicas. 

Si bien esta herramienta tiene muchas ventajas, es necesario considerar ciertas limitaciones. Primeramente, esta 

estrategia se limita solamente a la represión de genes, limitando la variedad de modificaciones genéticas a realizar 

con la misma. A diferencia de las otras estrategias basadas en CRISPR que modifican el genoma, esta técnica 

requiere de una constante represión lograda por la presencia de plásmidos que codifican para los distintos 

componentes del sistema. Si bien la capacidad de revertir la represión génica puede ser beneficiosa para ciertos 

procesos, el mantenimiento de los plásmidos de expresión dentro de la célula no solo representa un alto costo 

metabólico para la misma, sino que requiere del uso de antibióticos cuyo agregado encarece los procesos 

productivos. Por otro lado, lograr el nivel óptimo de represión puede requerir una cierta optimización. En los casos 

en los que se necesita un alto nivel de represión, la técnica de CRISPRi puede no ser lo suficientemente efectiva y 

requerir alternativamente llevar a cabo un KO. Adicionalmente, una especificidad deficiente del gARN puede 

provocar efectos no deseados por la hibridación del mismo con regiones del ADN distintas a la secuencia blanco. 

Aunque este es un problema común para todas las herramientas basadas en CRISPR, en el caso de CRISPRi, medir 

este efecto puede ser más desafiante. Finalmente, el gran tamaño del complejo dCas-gARN puede provocar la 

represión de genes aledaños, pudiendo también generar efectos no esperados en el mutante. 

Entre los escasos reportes que se encuentran publicados de la aplicación de tecnologías basadas en CRISPR en 

Gluconobacter, se encuentra un reporte de Qin et al. en el que se adaptó un sistema endógeno CRISPR/Cas tipo I-

E para lograr la represión génica en G. oxydans WSH-003148. Los sistemas CRISPR/Cas de tipo I-E se basan en 

complejos de múltiples subunidades que se unen al crARN, formando una estructura conocida como “Cascade”. 

Luego, Cascade se une al ADN y recluta la nucleasa Cas3, que está a cargo de la degradación del objetivo290. Qin 

et al. identificaron por primera vez este sistema CRISPR/Cas analizando el genoma de G. oxydans WSH-003 

utilizando CRISPRCasFinder148. Se encontró un sistema típico de tipo I-E, que presenta un grupo de genes cas, que 

codifican para la nucleasa Cas3 y otras siete proteínas Cas, junto con dos matrices de CRISPR. Por lo general, para 

desarrollar un sistema CRISPRi basado en un sistema CRISPR/Cas de tipo I-E, es necesario eliminar el gen cas3 

para evitar la actividad de la nucleasa. Curiosamente, los autores encontraron que en G. oxydans WSH-003 la 

nucleasa Cas3 se encontraba inactiva, lo cual fue una ventaja ya que solo se necesitaba la expresión del gARN 

para implementar el sistema CRISPRi. El sistema CRISPR/Cas se utilizó para reprimir simultáneamente la 

expresión de las proteínas fluorescentes mCherry, eGFP y CFP de forma exitosa. Asimismo, el sistema pudo ser 

aplicado para reprimir la expresión de los genes endógenos gnd y edd en G. oxydans WSH-003, que regulan las vías 

de las pentosas fosfato y Entner-Doudoroff. La represión de edd mejoró el crecimiento y la producción de L-
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sorbosa, mientras que la represión de gnd tuvo efectos negativos. Se construyó una cepa mutante con edd 

reprimido y gnd sobreexpresado utilizando un sistema de expresión con plásmido, mejorando la producción de L-

sorbosa y ácido glucónico, así como los rendimientos de biomasa. El sistema de CRISPRi reportado por los autores 

muestra un gran potencial para la represión génica y la ingeniería metabólica. 

El otro reporte existente sobre la aplicación de una tecnología basada en CRISPR en Gluconobacter es muy 

reciente (2024) y describe la implementación de un sistema basado en la nucleasa Cas denominada CpfI. Wang et 

al. lograron llevar a cabo la modificación del genoma de varias cepas de G. oxydans a través de la creación de una 

proteína fusión entre la nucleasa Cas CpfI y una nucleasa denominada FokI291. La necesidad de fusionar CpfI con 

FokI radicó en la imposibilidad de la nucleasa Cas de cortar el ADN del huésped, a pesar de poder formar el 

complejo Cas-gARN y ubicarse correctamente en el blanco genómico esperado. La incorporación de la nucleasa 

FokI al sistema permitió el corte sitio específico del ADN, pudiendo proceder luego con la reparación por 

homología del CDH. Interesantemente, en el caso de las cepas G. oxydans CGMCC 1.0110, ATCC 9937, 621H, 

WSH-003, y WSH-004, la generación de CDH no resultó tóxica para las bacterias, a pesar de posiblemente no 

contar con el sistema de reparación RecBCD completo. Mediante la aplicación del sistema desarrollado, los 

investigadores lograron efectuar ediciones genéticas simples y dobles, constituyendo el primer informe de la 

implementación de un sistema basado en CRISPR-Cas para la modificación genómica en Gluconobacter. Los 

autores subrayan que, tras 15 años de investigación en este ámbito y los intentos infructuosos de implementar 

sistemas de edición basados en CRISPR/Cas9, CRISPR/Cpf1, CRISPR/Cas12f, CRISPR/Cas12i y CRISPR/Cas12k 

en G. oxydans, este avance representó un hito significativo en la ingeniería genómica de este género bacteriano. 

En este capítulo de la Tesis se buscará generar una serie de mutantes de Gluconobacter con aplicaciones 

distintas, empleando técnicas variadas de modificación genética de microorganismos. En primer lugar, se 

tendrá como objetivo la obtención de mutantes de las cepas en estudio Gfr y Gox con la capacidad de 

expresar una proteína fluorescente.  La finalidad de la obtención de estos mutantes es su utilización en el 

posterior estudio de preparados inmovilizados. Para ello se llevará a cabo el diseño de un sistema de 

expresión basado en plásmidos. Adicionalmente, en base a los resultados obtenidos en el Capítulo 1 de este 

trabajo, se buscará generar un mutante de Gfr que no sea capaz de producir DHA a partir de glicerol, para 

obtener únicamente AG a partir de este compuesto. Para ello se implementarán herramientas basadas en 

CRISPR, utilizando una nickasa para la modificación genética permanente de la bacteria generando un KO 

en el gen sldBA.  
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2.2. Materiales y métodos 

2.2.1.  Cepas bacterianas  

La cepa E. coli DH5α fue obtenida de New England BioLabs (Massachusetts, EE. UU.). Las cepas de Gluconobacter 

utilizadas fueron mencionadas anteriormente en la sección “1.2.1. Cepas bacterianas”. Para el caso de E. coli 

DH5α y sus mutantes, las mismas fueron mantenidas en placas de medio LB-agar (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, 

extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L, pH 7,5) a 30 °C, con el agregado de antibióticos en caso de que fuera 

necesario. En tales casos, las condiciones se detallan más adelante. Las cepas de Gluconobacter fueron 

mantenidas en placas de medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  

MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 g/L, pH 6,5) a 30 °C, con el agregado de antibióticos para el caso de los mutantes. Las 

concentraciones de antibiótico para cada caso se detallan más adelante.  

2.2.2. Reactivos generales  

La glucosa, K₂HPO₄, etanol absoluto y NaCl y glicerol fueron de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, Francia). La 

peptona y el acetato de sodio trihidrato fue de PanReac AppliChem (Barcelona, España). El extracto de levadura, 

la triptona y agar fueron de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido). El MgSO₄.7H₂O fue de J.T. Baker (Pensilvania, EE. 

UU.). El HEPES-Na y el KH₂PO₄ fueron de Macron Chemicals (Pensilvania, EE. UU.). La agarosa fue de Bioron 

(Römerberg, Alemania).  

2.2.3. Reactivos de biología molecular 

La enzima T4 ligasa y las enzimas de restricción SalI, BsaI, BamHI, AscI, EcoRI, SbfI, EcoRV, NdeI, NotI, SpeI, HindIII 

y sus correspondientes tampones de reacción fueron de ThermoScientific (Massachusetts, EE. UU.). El marcador 

de peso molecular fue GeneRuler DNA Ladder Mix #0331, los dNTPs y el MgCl2 fueron también del mismo 

fabricante. La enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase y su correspondiente tampón de reacción fue de New 

England BioLabs (Massachusetts, EE. UU.). La enzima fosfatasa alcalina fue de Invitrogen (Massachusetts, EE. 

UU.). La enzima Taq polimerasa y su correspondiente tampón de reacción fue de Applied Biological Materials 

(British Columbia, Canadá). El colorante de ADN GoodView fue de SBS Genetech (Pekín, China). La utilización de 

todos los reactivos mencionados en esta sección se llevó a cabo siempre de acuerdo con las recomendaciones 

de los fabricantes. Los antibióticos kanamicina, ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol y estreptomicina fueron de 

Sigma-Aldrich (Misuri, EE. UU.). 
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2.2.4. Plásmidos 

Los plásmidos pSEVA231-CRISPR, pMYMH464, y pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0 fueron obtenidos del 

repositorio Addgene (https://www.Addgene.org/). Los plásmidos pTWIST-CRIPSR y pTWIST-CRISPRi fueron 

sintetizados por Twist Bioscience (California, EE. UU.). La secuencia del plásmido pMJ825 se obtuvo de la página 

web del repositorio Addgene. 

2.2.5. Estudio de susceptibilidad a antibióticos de Gfr 

En una placa de 24 pocillos se suplementó 1,3 mL de medio de crecimiento con glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L 

de extracto de levadura, D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) con distintas concentraciones (10 – 200 μg/L) 

de una variedad de antibióticos (kanamicina, estreptomicina, cloranfenicol, ampicilina y tetraciclina). Cada pocillo 

fue inoculado con 100 µL de un precultivo de Gfr con una DO600 nm de 1. La placa fue incubada con agitación a 30 °C, 

realizando lecturas periódicas en un lector de placas Tecan Infinite m200 Pro (Männedorf, Suiza) a una longitud de 

onda de 600 nm durante 50 h.  

2.2.6. Preparación de mutantes fluorescentes de Gox y Gfr 

El diseño del plásmido pmCherry fue llevado a cabo utilizando el programa SnapGene de GSL Biotech (California, 

EE. UU.). Las minipreparaciones de ADN plasmídico (miniprep) fueron llevadas a cabo con el kit ZR Plasmid 

Miniprep Classic de Zymo Research (California, EE. UU.). Las reacciones de purificación de ADN obtenido a partir 

de la escisión de bandas de geles se llevaron a cabo con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega 

(Wisconsin, EE. UU.).  

2.2.6.1. Construcción de plásmido pmCherry 

La construcción del plásmido pmCherry se llevó a cabo a partir de los plásmidos pSEVA231-CRISPR y pMYMH464. 

Los mismos fueron digeridos con las enzimas EcoRI y BamHI. Los fragmentos de ADN necesarios para obtener la 

construcción deseada se obtuvieron a partir de una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las bandas 

correspondientes con estos fragmentos fueron escindidas del gel y posteriormente purificadas. A continuación, 

se llevó a cabo la ligación de los fragmentos purificados del plásmido pSEVA231-CRISPR y el pMYMH464. La 

construcción pmCherry fue verificada por un ensayo de restricción utilizando la enzima NotI. 

2.2.6.2. Transformación de Gox y Gfr competentes con el plásmido pmCherry 

Se llevó a cabo la electroporación de bacterias electrocompetentes de Gox y Gfr utilizando el protocolo descrito 

más adelante en la sección “2.2.10.2. Transformación de Gox y Gfr electrocompetentes”. Las transformantes 

fueron plaqueadas en placas de medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  
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MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 g/L, pH 6,5) suplementado con kanamicina 50 μg/mL e incubadas a 30 °C por 24-48 h. 

Los mutantes obtenidos fueron denominados Gox-mCherry y Gfr-mCherry. 

2.2.7. Microscopía de Epifluorescencia 

Las bacterias mutantes Gox-mCherry y Gfr-mCherry fueron fijadas utilizando el fijador Fluoroshield de Sigma-

Aldrich (Misuri, EE. UU.). Las imágenes de las bacterias fluorescentes fueron llevadas a cabo utilizando un 

Microscopio de Epifluorescencia Olympus IX81 de Olympus (Tokio, Japón), con un objetivo de 60x. Las imágenes 

fueron procesadas utilizando el programa ImageJ (V 1.53e) de los Institutos Nacionales de la Salud (Maryland, EE. 

UU.) 

2.2.8. Modificación genética de Gfr por CRISPR 

Los diseños de los plásmidos, las reacciones de purificación de ADN y las miniprep fueron llevadas a cabo de la 

misma forma que se detalló en la sección anterior “2.2.6. Preparación de mutantes fluorescentes de Gox y Gfr”. 

La extracción de ADN genómico de Gfr se llevó a cabo utilizando el kit Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit de 

Zymo Research (California, EE. UU.). Los cebadores para las reacciones de PCR fueron diseñados utilizando el 

programa Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y evaluados con la 

herramienta OligoAnalyzer Tool de IDT (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Los cebadores 

fueron sintetizados por la empresa Macrogen (Seúl, Corea del Sur). Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo 

utilizando un termociclador SimplyAmp Termal Cycler de Applied Biosystems de Themo Fisher Scientific 

(Massachusetts, EE. UU.). Las condiciones utilizadas para las distintas reacciones de PCR se detallan más 

adelante. Las reacciones de purificación de ADN obtenido a partir de reacciones de PCR o a partir de la escisión 

de bandas de geles se llevaron a cabo con el kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega (Wisconsin, 

EE. UU.). 

2.2.8.1. Construcción de plásmido pCRISPR-BsaI 

La construcción del plásmido pCRISPR-BsaI se llevó a cabo a partir de los plásmidos pSEVA231-CRISPR y pTWIST-

CRISPR. Los mismos fueron digeridos con las enzimas SalI y AscI. Los fragmentos de ADN necesarios para obtener 

la construcción deseada se obtuvieron a partir de una electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las bandas 

correspondientes con estos fragmentos fueron escindidas del gel y posteriormente purificadas. A continuación, 

se llevó a cabo la ligación de los fragmentos purificados del plásmido pSEVA231-CRISPR y el pTWIST-CRISPR. La 

construcción pCRISPR-BsaI fue verificada por un ensayo de restricción utilizando la enzima EcoRI. 
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2.2.8.2. Generación y clonado de guía en plásmido pCRISPR-BsaI para obtener el plásmido pCRISPR-guía 

El diseño de la guía se llevó a cabo utilizando la herramienta en línea CRISPR Design Tool de Synthego 

(https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-design-tool). El protocolo para la generación de los 

oligos, su annealing y posterior clonado en el plásmido pCRISPR-BsaI fue tomado de los recursos informáticos del 

Laboratorio del Dr. Feng Zhang, disponibles en la web del repositorio Addgene292. Los oligos fueron sintetizados 

por la compañía Macrogen (Seúl, Corea del Sur). La enzima de restricción utilizada fue BsaI. El plásmido obtenido 

como producto final fue denominado pCRISPR-guía y su identidad fue verificada por secuenciación como se 

detalla más adelante en la sección “2.2.11. Secuenciación de plásmidos”. 

2.2.8.3. Construcción de plásmido pMYMH464-BH5-BH3 

La construcción del plásmido pMYMH464-BH5-BH3 se llevó a cabo a partir del plásmido pMYMH464 y dos 

fragmentos de ADN conteniendo los brazos de homología al cromosoma bacteriano de Gfr, obtenidos por PCR. 

Los fragmentos Brazo de homología 5’ (BH5) y Brazo de homología 3’ (BH3) fueron obtenidos con los cebadores y 

el ciclado detallados en las Tablas 6 y 7. 

Tabla 6. Componentes y protocolo de reacción de PCR para la amplificación de la secuencia BH5. (Continuación) 
 

Cebadores 

Nombre Secuencia Descripción 

5_ARM_FWD 5’ AGGGCCCTGCAGGATTCTGACGCGTTCCATGCT 3’ 
Cebador sentido para PCR de brazo de homología 

5’ (FWD) con sitio de corte SbfI 

5_ARM_PROM_REV 
5’ 

GTAGTACCTGCAGGGCTAGCACAATACCTAGGACTGAGCTA
GCGGTCAAGGCTGTTGCGAGAAGATGAG 3’ 

Cebador antisentido para PCR de brazo de 
homología 5’ + Promotor J23104 (REV) con sitio de 

corte SbfI 

Mezcla reactiva 

Componente Mezcla X1 reacción (µL) 

H2o 15,5 
Taq ABM (5 U/µl) 1 

Taq tampón (10X) 2,5 
Mg (25 mM) 2,5 

dNTPs (2,5 µM c/u) 0,5 
Cebador 5_ARN_FWD (10 μM) 1 

Cebador 5_ARM_PROM_REV (10 µM) 1 
ADN molde (125,1 ng/µl) 1 

Total 25 

Ciclado 

Evento Temperatura (°C) Tiempo (s) Cantidad de ciclos 

Desnaturalización inicial 95 120 1 
 

Desnaturalización 
Annealing 
Extensión 

95 
55 o 58 

72 

30 
30 
90 

35 

 
Extensión final 

72 600 1 
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Tabla 7. Componentes y protocolo de reacción de PCR para la amplificación de la secuencia BH3. 

Cebadores 

Nombre Secuencia Descripción 

3_Arm_FWD 
5’ 

CGTCTACTAGTCCGGTCTCATCTTCTCGC
AA 3’ 

Cebador sentido para PCR de brazo de homología 3’ (FWD) con sitio 
de corte SpeI 

3_Arm_REV 
5’ 

GAGCCGCGGCCGCGACCCACTTCTCTTC
ACCCG 3’ 

Cebador antisentido para PCR de brazo de homología 3’ con sitio de 
corte NotI 

Mezcla reactiva 

Componente Mezcla X1 reacción (µL) 
H2O 15,5 

Taq ABM (5 U/µL) 1 
Taq Tampón (10X) 2,5 

Mg (25 mM) 2,5 
dNTPs (2,5 µM c/u) 0,5 

Cebador 3_Arm_FWD (10 μM) 1 
Cebador 3_Arm_REV (10 μM) 1 

ADN molde (125,1 ng/µL) 1 

Total 25 

Ciclado 

Evento Temperatura (°C) Tiempo (s) Cantidad de ciclos 
Desnaturalización inicial 95 120 1 

 
Desnaturalización 

Annealing 
Extensión 

95 
55 o 58 

72 

30 
30 
90 

35 

 
Extensión final 

72 600 1 

Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. Posteriormente, para purificar estos 

productos se llevó a cabo la precipitación de los mismos agregando 0,1 volúmenes de NaOAc 3 M pH 5,2 y 2,5 

volúmenes de EtOH absoluto. La mezcla se incubó por 16 h a -20 °C. Luego se centrifugó por 20 min a 14000 rpm 

y 4 °C, descartando el sobrenadante. A continuación, se agregaron 500 μL de EtOH 70% y sin resuspender se 

centrifugó durante 5 min a 14000 rpm, nuevamente descartando el sobrenadante. El pellet obtenido se secó en 

termobloque a 60 °C y a continuación se agregaron 40 μL de agua libre de ADNasa.   

Para el clonado de la secuencia BH5 en el plásmido pMYMH464 se llevó a cabo la digestión del plásmido y del 

fragmento BH5 previamente purificado con la enzima SbfI. La digestión del plásmido pMYMH464 se llevó a cabo 

en presencia de fosfatasa alcalina. Los resultados de la misma fueron visualizados por electroforesis en gel de 

agarosa al 1%. El producto de digestión del fragmento BH5 y el fragmento de interés del plásmido pMYMH464 

(obtenido a partir de escisión del gel de agarosa) fueron purificados y posteriormente se llevó a cabo la ligación del 

fragmento del plásmido pMYMH464 y el fragmento BH5. Se transformaron bacterias E. coli DH5α con el producto 

de ligación y los controles realizados (mezcla reactiva sin T4 ligasa y mezcla reactiva sin inserto) siguiendo el 

protocolo descrito en la sección “2.2.10.1. Transformación de E. coli electrocompetentes”. Las colonias obtenidas 

en la placa correspondiente a la ligación fueron analizadas por PCR de colonia para verificar la presencia del 
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fragmento BH5 utilizando las mismas condiciones de reacción detalladas en la Tabla 7, exceptuando que en vez 

del agregado de ADN molde se agregó una pequeña cantidad de la colonia a analizar tomada con un ansa estéril, 

y el tiempo de la desnaturalización inicial subió a 240 s. Se llevó a cabo una miniprep de las colonias que resultaron 

positivas y se verificó la identidad del producto obtenido por un ensayo de restricción con las enzimas EcoRV y 

NdeI, visualizando los resultados en gel de agarosa al 1%. El plásmido obtenido se denominó pMYMH464-BH5. 

Para el clonado de la secuencia BH3 en el plásmido pMYMH464-BH5 se siguió un protocolo similar al 

anteriormente mencionado para el clonado del fragmento BH3. Se llevó a cabo la digestión del plásmido 

pMYMH464-BH5 y el fragmento BH3 obtenido por PCR, con las enzimas NotI y SpeI. Los resultados de la digestión 

del plásmido fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa al 1%. El producto de digestión del fragmento 

BH3 y el fragmento de interés del plásmido pMYMH464-BH5 (obtenido a partir de escisión del gel de agarosa) 

fueron purificados y se llevó a cabo una ligación con ambos fragmentos previamente digeridos y purificados. Se 

transformaron bacterias E. coli DH5α con el producto de ligación y los controles realizados (mezcla reactiva sin T4 

ligasa y mezcla reactiva sin inserto) siguiendo el protocolo descrito en la sección “2.2.10.1. Transformación de E. 

coli electrocompetentes”. Las colonias obtenidas en la placa correspondiente a la ligación fueron analizadas por 

PCR de colonia para verificar la presencia del fragmento BH3 utilizando las mismas condiciones de reacción 

detalladas en la Tabla 7, exceptuando que en vez del agregado de ADN molde se agregó una pequeña cantidad de 

la colonia a analizar tomada con un ansa estéril, y el tiempo de la desnaturalización inicial subió a 240 s. Se llevó 

a cabo una miniprep de las colonias que resultaron positivas y se verificó la identidad del producto obtenido por 

un ensayo de restricción con las enzimas HindIII y NdeI, visualizando los resultados en gel de agarosa al 1%. El 

plásmido obtenido se denominó pMYMH464-BH5-BH3. 

2.2.8.4. Evaluación de fluorescencia de GFP en E. coli DH5α conteniendo pMYMH464-BH5-BH3 

Se prepararon precultivos de 3 mL de E. coli DH5α conteniendo el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 en medio LB 

(triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) suplementado con 25 μg/mL de cloranfenicol. 

Como control, se prepararon precultivos de E. coli DH5α sin el plásmido, en 3 mL de medio LB (triptona 10 g/L, 10 

g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) sin antibiótico. Los precultivos se incubaron a 37 °C y 230 rpm por 16 

h. En una placa de 96 pocillos se colocaron por duplicado muestras de 200 μL de los precultivos de las bacterias 

E. coli DH5α conteniendo el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 y de las bacterias control E. coli DH5α sin plásmido. 

Se colocaron además muestras de medio LB (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) para 

utilizar como blanco. Utilizando un lector de placas CLARIOstar Plus de BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania) se 

llevaron a cabo medidas de fluorescencia y de DO600 nm. Las medidas de fluorescencia se obtuvieron estableciendo 

una longitud de onda de excitación a 480-8 nm y una longitud de onda de emisión de 535-15 nm. La ganancia se 

estableció en 500. Las medidas de DO600 nm se utilizaron para normalizar los valores obtenidos de las medidas de 

fluorescencia. 
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2.2.8.5. Construcción de plásmido pTEMPLATE 

Se clonó el gen de la enzima β-lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina, al plásmido pMYMH464-BH5-

BH3. Para ello se diseñó una PCR para obtener el fragmento de ADN conteniendo el cassette de expresión de la 

enzima, presente en el plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0. El fragmento de interés fue obtenido con los 

cebadores y el ciclado detallados en la Tabla 8.  

Tabla 8. Componentes y protocolo de reacción de PCR para la amplificación del cassette de expresión de la β-lactamasa a partir del 
plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0. (Continuación) 
 

Cebadores 

Nombre Secuencia Descripción 

AMP_FWD 
5’ 

TGAGGCGGCCGCAGACGTCAGGTGGCA
CTTTT 3’ 

Cebador sentido para PCR de gen de la enzima β-lactamasa con sitio 
de corte NotI 

AMP_REV 
5’ 

TGAGGCGGCCGCCTTTTCTACGGGGTCT
GACG 3’ 

Cebador antisentido para PCR de gen de la enzima β-lactamasa con 
sitio de corte NotI 

Mezcla reactiva 

Componente Mezcla X1 reacción (µL) 
Agua 33,8 

Phusion HF Tampón (5x) 10 
Taq Phusion (2000 U/mL) 0,2 

Cebador AMP_FWD (10 mM) 2 
Cebador AMP_REV (10 mM) 2 

dNTPs (2,5 µM c/u) 1 
ADN molde 1  

Total 40 

 
Ciclado 

Evento Temperatura (°C) Tiempo (s) Cantidad de ciclos 
Desnaturalización inicial 98 30 1 

 
Desnaturalización 

Annealing 
Extensión 

98 
62 
72 

8 
15 
30 

30 

 
Extensión final 

72 600 1 

El producto de PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 1%. Se llevó a cabo la digestión del plásmido 

pMYMH464-BH5-BH3 y el fragmento conteniendo el cassette de expresión de la enzima β-lactamasa obtenido por 

PCR con la enzima NotI. Los resultados de la digestión del plásmido fueron visualizados por electroforesis en gel 

de agarosa al 1%. El producto de digestión del fragmento conteniendo el cassette de expresión de la β-lactamasa 

y el fragmento de interés del plásmido pMYMH464-BH5-BH3 (obtenido a partir de escisión del gel de agarosa) 

fueron purificados y posteriormente se llevó a cabo una ligación con ambos fragmentos. Se transformaron 

bacterias E. coli DH5α con el producto de ligación y los controles realizados (mezcla reactiva sin T4 ligasa y mezcla 

reactiva sin inserto) siguiendo el protocolo descrito en la sección “2.2.10.1 Transformación de E. coli 

electrocompetentes”. A partir de las colonias crecidas en la placa de bacterias transformadas con el producto de 

la ligación se realizó una miniprep y la identidad del producto obtenido se verificó por un ensayo de restricción 
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utilizando la enzima NotI, visualizando los resultados en gel de agarosa al 1%. El plásmido obtenido se denominó 

pTEMPLATE. 

2.2.8.6. Transformación de Gfr competentes con los plásmidos pCRISPR-guía y pTEMPLATE 

Se llevó a cabo la electroporación de bacterias electrocompetentes de Gfr utilizando el protocolo descrito más 

adelante en la sección “2.2.10.2. Transformación de Gox y Gfr electrocompetentes”. Las transformantes fueron 

plaqueadas en placas de medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  

MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 g/L, pH 6,5) suplementado con kanamicina 50 μg/mL o ampicilina 100 μg/mL e 

incubadas a 30 °C por 24-48 h.  

2.2.9. Preparación de bacterias electrocompetentes 

 

2.2.9.1. Preparación de E. coli electrocompetentes 

Se prepararon precultivos de E. coli DH5α en 5 mL de medio LB (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 

5 g/L, pH 7,5) e incubaron a 37 °C y 230 rpm por 16 h. Se inocularon 250 mL de medio LB (triptona 10 g/L, 10 g/L 

NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) con 12,5 mL de precultivo y se incubó el matraz a 37°C y 230 rpm hasta 

alcanzar un valor de DO600 nm de 0,5. El cultivo fue enfriado en baño de hielo por 15 min. Posteriormente, el cultivo 

fue transferido a tubos de centrífuga de 50 mL y centrifugado a 1000 g y 4°C por 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante. Cada pellet fue lavado con 50 mL de glicerol 10% frío, posteriormente centrifugando a 1000 g y 4°C 

por 15 min. Se descartó el sobrenadante. Los pellets fueron lavados nuevamente con 25 mL de glicerol 10% frío, 

posteriormente centrifugando a 1000 g y 4 °C por 20 min. Se descartó el sobrenadante. Se juntaron los pellets en 

un solo tubo y se realizó un lavado más con 5 mL de glicerol 10% frío. Las células fueron centrifugadas a 1000 g y 4 

°C por 20 min. Se descartó el sobrenadante. Finalmente, se resuspendió el pellet en 1 mL de glicerol 10% y se 

generaron alícuotas de 40 μL de la suspensión bacteriana en tubos de 1,5 mL. Las alícuotas fueron congeladas 

colocando los tubos en un baño de EtOH absoluto a -80 °C. Las alícuotas con las bacterias electrocompetentes 

fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso. Todo el protocolo mencionado fue llevado a cabo en condiciones 

asépticas. 

2.2.9.2. Preparación de Gox y Gfr electrocompetentes 

Se prepararon cultivos de 5 mL de Gox o Gfr en medio de glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 

D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) y se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 16 h. Se diluyeron los cultivos al 

décimo (Gfr) o al quinto (Gox) en un volumen final de 25 mL de medio de glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto 

de levadura, D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) y se colocaron en matraces de 250 mL. Los cultivos se 

incubaron hasta alcanzar un valor de DO600 nm de entre 0,5 y 0,8. Los cultivos fueron enfriados en baño de hielo por 

15 min. Posteriormente, fueron transferidos a tubos de centrífuga de 50 mL y centrifugados a 2700 g y 4 °C por 10 
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minutos. Se descartó el sobrenadante. Cada pellet fue lavado con 10 mL de tampón HEPES 1 mM, pH 7,0, 

posteriormente centrifugando a 1000 g y 4 °C por 10 min. Se descartó el sobrenadante. Los pellets fueron lavados 

nuevamente con 10 mL de tampón HEPES 1 mM, pH 7,0, posteriormente centrifugando a 2700 g y 4°C por 10 min. 

Se descartó el sobrenadante. Los pellets fueron lavados con 5 mL de glicerol 10% frío, posteriormente 

centrifugando a 2700 g y 4 °C por 10 min. Se descartó el sobrenadante. Finalmente, los pellets se resuspendieron 

en 0,5 mL de glicerol 10% frío y se generaron alícuotas de 65 μL de la suspensión bacteriana en tubos de 1,5 mL. 

Las alícuotas fueron congeladas colocando los tubos en un baño de EtOH absoluto a -80°C. Las alícuotas con las 

bacterias electrocompetentes fueron almacenadas a -80 °C hasta su uso. Todo el protocolo mencionado fue 

llevado a cabo en condiciones asépticas. 

2.2.10. Transformación de bacterias electrocompetentes 

2.2.10.1. Transformación de E. coli electrocompetentes 

Se mezcló un volumen correspondiente a una cantidad de ADN cercana a 1 ng con un pellet de células 

competentes de E. coli DH5α. La electroporación se llevó a cabo en cubetas de 0,1 cm de Bio-Rad (California, EE. 

UU.), utilizando un electroporador MicroPulser de Bio-Rad (California, EE. UU.)  empleando el programa “Ec1”. Las 

bacterias fueron recuperadas agregando 1 mL de medio LB (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, 

pH 7,5) e incubadas durante 1 h a 37 °C y 230 rpm. Posteriormente, cada tubo fue centrifugado a 13000 rpm durante 

15 s y se descartó el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en el medio remanente y se plaqueó en 

una placa de LB-agar (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L, pH 7,5) suplementado 

con kanamicina 50 μg/mL, cloranfenicol 25 μg/mL o ampicilina 100 μg/mL y se incubó a 37 °C por 24 h. 

2.2.10.2. Transformación de Gox y Gfr electrocompetentes 

Se mezcló un volumen correspondiente a una cantidad de ADN cercana a los 600 ng con un pellet de células 

competentes de Gox o Gfr. La electroporación se llevó a cabo en cubetas de 0,1 cm de Bio-Rad (California, EE. 

UU.), utilizando un electroporador MicroPulser de Bio-Rad (California, EE. UU.) empleando un pulso de 2,0 kV. Las 

bacterias fueron recuperadas agregando 1 mL de medio de glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, 

D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) e incubadas a 30 °C y 200 rpm por 4 h. Posteriormente, cada tubo fue 

centrifugado a 13000 rpm durante 15 s y se descartó el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en el 

medio remanente y se plaqueó en una placa de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 

5 g/L,  MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 g/L, pH 6,5) suplementado con kanamicina 50 μg/mL o ampicilina 100 μg/mL y 

se incubó a 30 °C por 24-48 h. 
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2.2.11. Secuenciación de plásmidos 

La secuenciación del plásmido pCRISPR-guía fue llevada a cabo por la empresa Genewiz (Nueva Jersey, EE. UU.). 

El cebador utilizado para llevar a cabo las reacciones de secuenciación se observa en la Tabla 9. 

Tabla 9. Cebador para secuenciación de plásmido pCRISPR-guía. 

Cebador 

Nombre Secuencia Descripción 
CRNA_Seq 5’ ACTGGGTGGAGATTGACGAG 3’ Cebador sentido para secuenciación de la guía clonada en 

el plásmido pCRISPR-guía 
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2.3. Resultados y discusión  

La modificación genética de las bacterias para conferirles capacidades como la fluorescencia resulta en mutantes 

con aplicaciones fundamentales para el estudio de estrategias biocatalíticas, como la inmovilización. La 

generación de dichos mutantes facilita la obtención de imágenes que permiten estudiar los intrincados sistemas 

y diversas arquitecturas que pueden derivar de la aplicación de este tipo de estrategias. Particularmente, el 

desarrollo de mutantes fluorescentes de Gox y Gfr a través de la preparación de un plásmido de expresión para 

una proteína fluorescente constituye un recurso de alta importancia para nuestro grupo de investigación. Este 

recurso permitiría profundizar más en la estructura de los preparados inmovilizados generados, facilitando la 

obtención de imágenes de los mismos.  

Modificar la expresión génica en Gfr para reducir o eliminar por completo la producción de DHA durante la síntesis 

de AG daría lugar a un mutante de gran importancia industrial. Este mutante no solo presentaría potencialmente 

la alta capacidad de producción de AG de la cepa salvaje, sino que otorgaría sobrenadantes de reacción libres o 

bajos en DHA. Esto, como se mencionó anteriormente, tiene la potencialidad de facilitar el procesamiento 

downstream durante el proceso productivo del AG. Llevar a cabo esta modificación con una tecnología basada en 

CRISPR-Cas no solamente sería novedoso, sino que añadiría una herramienta clave para la modificación de esta 

y potencialmente otras cepas de Gluconobacter. 

A continuación se presentarán los resultados obtenidos de la modificación genética de las cepas Gox y Gfr de 

acuerdo a los abordajes mencionados en los párrafos anteriores. 

Preparación de mutantes fluorescentes de Gox y Gfr 

La generación de bacterias que expresan proteínas fluorescentes tiene, como se mencionó en la introducción de 

este capítulo, una variedad de aplicaciones. En el caso particular de las bacterias del género Gluconobacter, la 

obtención de este tipo de mutantes posibilita la toma de imágenes que permiten estudiar su inmovilización, o 

incluso su interacción con otras proteínas en sistemas más complejos de cascadas biocatalíticas. Asimismo, en 

oportunidades la capacidad de expresar una proteína fluorescente en este género bacteriano permite su 

utilización como gen reportero, lo que resulta útil en ensayos de expresión de proteínas. Dado que el foco principal 

de esta Tesis es estudiar nuevas técnicas de inmovilización para generar biocatalizadores basados en 

Gluconobacter, el estudio de la integración de las bacterias a los distintos materiales es la principal motivación 

detrás de la preparación de estas mutantes. 

Generalmente, la técnica preferida para la introducción de genes que codifican para proteínas fluorescentes en 

bacterias es a través de plásmidos. La utilización de plásmidos en estos casos resulta una técnica sencilla y que 

posibilita la obtención de altas cantidades de proteína fluorescente debido a que los plásmidos se presentan en 
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múltiples copias278. Es por esta razón que se seleccionó esta técnica para la generación de los mutantes 

fluorescentes de Gox y Gfr.   

La modificación genética de organismos no modelo como las bacterias del género Gluconobacter es por lo general 

desafiante, ya que a priori no se cuenta con reportes de aplicación de la amplia variedad de herramientas 

previamente descritas para otros organismos. Inclusive, este género bacteriano ha sido en oportunidades 

catalogado como genéticamente recalcitrante148,243, lo que implica que presenta una cierta resistencia a ser 

modificado genéticamente. Por estas razones, antes de comenzar con el diseño de construcciones genéticas para 

este tipo de bacterias, es imperativo llevar a cabo un estudio de la bibliografía disponible para una correcta 

selección de los recursos a utilizar.  

Un análisis exhaustivo de la bibliografía relacionada con la modificación genética de bacterias del género 

Gluconobacter fue publicado por nuestro grupo de investigación en el marco de un artículo de revisión titulado 

“New perspectives into Gluconobacter-catalysed biotransformations”36. Esta revisión permitió determinar los 

recursos genéticos más ampliamente utilizados para estas bacterias. 

La selección del plásmido backbone se llevó a cabo considerando no solamente el origen de replicación a utilizar, 

sino también el gen a ser empleado como marcador de selección. Con respecto al origen de replicación, el más 

utilizado en Gluconobacter es denominado pBBR1 OriV. Este origen de replicación es originario del plásmido 

pBBR1 de la bacteria Bordetella bronchiseptica293 y requiere además de la expresión de la proteína de replicación 

pBBR1 Rep. Existen en la literatura diversos ejemplos de utilización de plásmidos con este origen de replicación 

en bacterias de la especie G. oxydans84,98,183, a la que la cepa Gox pertenece. Para el caso de bacterias de la especie 

G. frateurii, según nuestro mejor conocimiento, no existe una gran variedad de reportes de modificación genética 

utilizando plásmidos con este origen de replicación para expresión de proteínas. En el año 2008, Soemphol et al. 

reportaron el uso de un plásmido con el origen de replicación pBBR1 OriV en G. frateurii THD32294.  Sin embargo, 

existen reportes más recientes en los que se utiliza un plásmido con este origen de replicación en  Gluconobacter 

sp. CHM43, una cepa que hasta poco era catalogada como G. frateurii137,236,295. En base a estos datos se buscó 

trabajar con un plásmido backbone que contenga este origen de replicación. 

Por otro lado, la elección del marcador de selección requirió encontrar un gen que confiera resistencia frente a un 

antibiótico al que ambas cepas salvajes, Gox y Gfr, fueran susceptibles. En el caso particular de las cepas del 

género Gluconobacter, existe una gran variabilidad en la resistencia natural que poseen frente a algunos 

antibióticos. Por ejemplo, Liu et al. estudiaron la susceptibilidad de 5 cepas distintas de G. oxydans a los 

antibióticos gentamicina, ampicilina, estreptomicina, cloranfenicol, kanamicina y tetraciclina, obteniendo 

resultados variados entre las cepas82. El antibiótico kanamicina, fue en todos los casos efectivo, lo que concuerda 

con otros reportes de su utilización como marcador de selección con diversas especies de G. oxydans93,110,296. Por 

su parte, existen reportes de la utilización de kanamicina como agente de selección en la obtención de mutantes 
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de G. frateurii THD32, utilizando sistemas de plásmidos suicidas294,297. Nuevamente, también existe un reporte de 

la cepa Gluconobacter sp. CHM43 (anteriormente G. frateurii) en la cual se generaron mutantes a través de 

transformación con plásmido, utilizando como agente de selección la kanamicina137. Tomando en cuenta estos 

datos se decidió seleccionar el gen de resistencia a kanamicina como marcador de selección en el plásmido a 

construir. 

Entre los plásmidos disponibles en el repositorio Addgene se encuentra el plásmido pSEVA231-CRISPR (Figura 

17a), un plásmido derivado del pSEVA231, originario del repositorio SEVA (Standard European Vector Architecture). 

El origen de replicación de este plásmido es pBBR1 OriV, y adicionalmente cuenta con un cassette de expresión 

para el gen que codifica para la enzima aminoglicósido fosfotransferasa, que confiere resistencia al antibiótico 

kanamicina. Asimismo, posee la secuencia del terminador t0 del fago lambda (BBa_K4818021), un terminador 

conocido y validado en bacterias298 que dada su ubicación en el plásmido podría aprovecharse para el cassette de 

expresión de la proteína fluorescente. Las características antes mencionadas hacen de este plásmido un buen 

candidato para ser el backbone de la construcción a obtener. 

Por otro lado, fue necesario seleccionar una proteína fluorescente con buenas propiedades para imagenología, 

teniendo en cuenta el fin de la construcción a realizar. La proteína fluorescente mCherry es una de las más 

utilizadas en imagenología in vivo e in vitro299, con amplia aplicabilidad en bacterias. Esta es una proteína de 28 

kDa, monomérica, fotoestable, que presenta longitudes de onda de excitación y emisión a 587 y 610 nm, 

respectivamente300,301. Esta proteína posee además la ventaja añadida de que su coloración es visible al ojo 

humano, lo que facilita la detección de las transformantes que la producen. Adicionalmente, existen reportes 

anteriores de su expresión heteróloga en bacterias del género Gluconobacter82,110. Debido a esto, se seleccionó 

esta proteína fluorescente para llevar a cabo el diseño de la construcción. 

Para la generación del cassette de expresión para la proteína mCherry en Gluconobacter se debe llevar a cabo una 

cuidadosa selección tanto del promotor, como del sitio de unión al ribosoma (RBS) y el terminador a utilizar. La 

correcta selección de estos elementos reguladores es necesaria para que la expresión proteica sea exitosa. Dado 

que las bacterias de este género bacteriano no son consideradas organismos modelo, fue necesario identificar 

aquellos elementos de uso más frecuente, con los que se obtuvieran buenos resultados. En un trabajo de Teh et 

al., los autores estudiaron una gran variedad de elementos reguladores para generar una “caja de herramientas” 

para la modificación genética de acetobacterias302. Entre las construcciones genéticas descritas en este reporte 

se encuentra el plásmido pMYMH464 (Figura 17b), utilizado por los autores para probar la eficiencia de distintos 

terminadores en las acetobacterias Gluconacetobacter xylinus 700178, Gluconacetobacter hansenii 53582, y 

Komagataeibacter rhaeticus iGEM. El mismo contiene un cassette de expresión para la proteína mCherry bajo el 

promotor J23104, con el RBS “AAAGAGGAGAAA” (BBa_B0034), y el terminador ECK120033736, seguido de un 

cassette de expresión para GFP sin promotor. Según reportan los autores, todos los elementos reguladores 

pertenecientes al cassette de expresión de mCherry resultaron tener efectos positivos fuertes en el contexto de la 
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expresión proteica. Dado que el plásmido pMYMH464 se encontraba disponible en el repositorio Addgene, se 

decidió adquirirlo y construir el plásmido objetivo de este trabajo, combinando el cassette de expresión para 

mCherry disponible en pMYMH464 con el plásmido backbone pSEVA231-CRISPR. El nuevo plásmido, en adelante 

pmCherry, se generó a partir de la digestión de los plásmidos parentales con las enzimas EcoRI y BamHI, y la 

posterior ligación de las regiones de interés de cada uno (Figura 17c). Cabe destacar que debido a los sitios de 

restricción disponibles en ambos plásmidos, el corte con BamHI no permite escindir el cassette de expresión de 

mCherry completo, ya que deja por fuera su terminador. Sin embargo, como se mencionó con anterioridad, el 

terminador t0 del fago lambda disponible en el backbone pSEVA231-CRISPR queda ubicado correctamente para 

dar fin a la transcripción.  

Los productos resultantes de las reacciones de digestión de los plásmidos pSEVA231-CRISPR y pMYMH464 fueron 

sometidos a electroforesis en gel de agarosa (Figura 17d). El plásmido pMYMH464 tiene un peso molecular de 4601 

pb. De la digestión del mismo con las enzimas EcoRI y BamHI se esperaba obtener dos bandas, una 

correspondiente al fragmento del cassette de expresión de mCherry con un peso de 783 pb, y otra correspondiente 

al resto del plásmido con un peso correspondiente de 3818 pb. Por otro lado, el plásmido pSEVA231-CRISPR tiene 

un peso molecular de 3368 pb. La digestión con las enzimas seleccionadas resultaría en dos bandas. Una primera 

banda debería presentar un peso de 3102 pb, ya que contiene el origen de replicación OriV junto a la proteína 

pBBR1 Rep, y un cassette de expresión para la proteína aminoglicósido fosfotransferasa, que confiere resistencia 

al antibiótico kanamicina. Por otro lado, se esperaría una banda más pequeña de 266 pb, que contendría el resto 

del plásmido.  

Los resultados obtenidos en el gel de agarosa para la digestión del plásmido pMYMH464 fueron los esperados, 

pudiendo observarse las bandas descritas en el párrafo anterior (Figura 17d, carril 1). Con respecto a los resultados 

obtenidos de la digestión del plásmido pSEVA231-CRISPR, se observa una banda que puede corresponderse con 

la anteriormente mencionada banda de 3102 pb, mientras que la banda de 266 pb de bases no se logra visualizar 

(Figura 17d, carril 2). Es posible que esta última banda no sea visible dado su tamaño más pequeño, que se 

corresponde además con una concentración de ADN menor. Esta baja concentración de ADN podría ser 

insuficiente para su correcta visualización. 
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Figura 17. Construcción y verificación del plásmido pmCherry. a) Mapa del plásmido parental pSEVA231-CRISPR mostrando los sitios de 

restricción para las enzimas EcoRI y BamHI. b) Mapa del plásmido parental pMYMH464 mostrando los sitios de restricción EcoRI y BamHI. c) 

Mapa del plásmido objetivo pmCherry mostrando los sitios de restricción para la enzima NotI. d) Electroforesis en gel de agarosa 1% de los 

productos de digestión de los plásmidos pMYMH464 y pSEVA231-CRISPR con las enzimas EcoRI y BamHI. MPM: Marcador de peso molecular 

GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: pMYMH464 digerido. Carril 2: pSEVA231-CRISPR digerido. e) Electroforesis en 

gel de agarosa 1% del producto de digestión del plásmido pmCherry con la enzima NotI. MPM: Marcador de peso molecular GeneRuler DNA 

Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Plásmido pmCherry digerido.  
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La banda de 783 pb del carril 1 y la banda de 3102 pb del carril 2 fueron escindidas del gel, purificadas y ligadas 

para construir el plásmido denominado pmCherry. El producto de la ligación fue introducido mediante 

electroporación en bacterias E. coli DH5α. Se obtuvo una colonia transformante que se propagó y a partir de esto 

se logró obtener un plásmido mediante la realización de una miniprep. Para confirmar la identidad del plásmido 

obtenido se llevó a cabo un ensayo de restricción con la enzima NotI. Cabe destacar que las bacterias portadoras 

del plásmido obtenido presentaron una coloración rojiza, característica de la expresión de mCherry. 

Se realizó una simulación in silico de una digestión del plásmido pmCherry con NotI. La misma indicó que una 

digestión en estas condiciones generaría dos bandas, ya que el plásmido diseñado posee dos sitios de corte para 

esta enzima que flanquean la secuencia del cassette de expresión de la proteína mCherry. Las bandas a obtener 

en ese caso deberían tener un peso de 871 pb, para la que contiene el cassette de expresión de mCherry, y otra de 

3056 pb, que se correspondería con el resto del plásmido. 

La digestión del presunto plásmido mCherry resultó en dos bandas. Una de ellas presentó mayor intensidad y un 

tamaño mayor a 3000 pb, pudiendo corresponderse con la banda esperada de 3056 pb (Figura 17e, carril 1). La 

otra banda observada fue más tenue y presentó un peso cercano a 900 pb, pudiendo corresponderse con la banda 

esperada de 871 pb (Figura 17e, carril 1). Nuevamente, la dificultad para visualizar la banda más pequeña puede 

estar asociada a su tamaño con respecto a la otra banda obtenida. El patrón de bandas observado, que se condice 

con el esperado para una digestión del plásmido pmCherry, junto con la obtención de bacterias E. coli de color 

rosa con resistencia a kanamicina, confirman la correcta preparación del plásmido pmCherry.  

Una vez obtenido el plásmido pmCherry se procedió a llevar a cabo la transformación de bacterias 

electrocompetentes de Gox y Gfr. En ambos casos se logró obtener transformantes que expresaron a simple vista 

la proteína mCherry, con una coloración rosa fuerte que se diferencia claramente de la coloración de las cepas 

salvajes (Figura 18a y 18b), denominadas Gox-mCherry (Figura 18c) y Gfr-mCherry (Figura 18d). Para el caso de 

Gox, la cepa salvaje presenta originalmente una coloración amarillenta, mientras que para el caso de Gfr, la cepa 

salvaje presenta un leve tono rosa-anaranjado. Ambas cepas mutantes presentaron un crecimiento en placa 

semejante al de las cepas salvajes. La adquisición de la tonalidad rosa fuerte en Gfr comenzó a los 2 días de 

crecimiento, mientras que para Gox en placa no se observó una coloración notoria en ese tiempo. En cultivo líquido 

las mutantes de Gox crecieron de la misma forma que la cepa salvaje y a las 24 h de crecimiento ya presentaron el 

color rosa.  
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Figura 18. Imágenes macroscópicas de las cepas mutantes Gox-mCherry y Gfr-mCherry y sus pares salvajes. a) Gox salvaje. b) Gfr salvaje. c) 

Gox-mCherry. Recuadro: Imagen de un pellet de Gox-mCherry obtenido a partir de un cultivo líquido. d) Gfr-mCherry. 

Para evaluar la potencialidad de las nuevas cepas mutantes en imagenología, se procedió a analizarlas por 

microscopía de epifluorescencia. Como controles, también se analizaron las cepas salvajes. Los resultados 

obtenidos se observan en la Figura 19. 

Las imágenes de campo claro revelan, en todos los casos, la morfología característica de las bacterias del género 

Gluconobacter, que se presentan como bacilos de aproximadamente 1 a 2 μm de longitud. En las imágenes 

obtenidas con el filtro para mCherry, se observan únicamente las bacterias productoras de la proteína mCherry, 

es decir, Gox-mCherry y Gfr-mCherry. Todas las imágenes, incluidas las de las cepas silvestres, fueron procesadas 

de manera uniforme utilizando el programa ImageJ. La aparición de fluorescencia solamente en las imágenes de 

las mutantes confirma nuevamente que la modificación genética fue exitosa y que la proteína se expresó 

correctamente.  
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Figura 19. Imágenes obtenidas por microscopía de epifluorescencia de las cepas mutantes Gox-mCherry y Gfr-mCherry y sus pares salvajes. 

En todos los casos la amplificación fue de 60x. 

Las mutantes Gox-mCherry y Gfr-mCherry obtenidas resultaron fundamentales para el estudio de algunos de los 

preparados inmovilizados descritos en el siguiente capítulo de esta Tesis. Asimismo, constituyen una herramienta 

de alto valor para futuros estudios de inmovilización del Grupo de Tecnología de Proteínas. 

Modificación genómica de Gfr utilizando una tecnología basada en CRISPR-Cas 

El alto potencial de aplicación del AG y sus derivados ha sido resumido por Sato en un trabajo de revisión 

relativamente reciente268. Entre estas potenciales aplicaciones se destacan, por ejemplo, su uso como 

suplemento para tratar los efectos del alcohol en el organismo, o su uso como componente de productos 

dermatológicos o cosméticos, debido a su efecto protector sobre una línea de fibroblastos humanos. 

Adicionalmente, su quiralidad lo hace un compuesto relevante para aplicaciones en química fina. Sin embargo, el 

valor de mercado de este compuesto es aún muy elevado, por lo que la investigación sobre sus potenciales 

aplicaciones sigue siendo limitada. En este entendido, obtener una metodología económica y sencilla para la 

producción de este compuesto a escala de laboratorio resulta valioso para facilitar su investigación. Asimismo, 
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que el proceso pueda ser escalado a nivel industrial resultaría crucial para reducir los costos de producción, lo 

que aumentaría la disponibilidad del compuesto y facilitaría su utilización en diversas aplicaciones sintéticas. 

En el capítulo anterior se describió un proceso de producción de este compuesto en agua, utilizando células en 

reposo de Gfr. Si bien en este proceso aún hay espacio de mejora, ya que los rendimientos de conversión de 

sustrato podrían ser incrementados, la obtención de AG en un medio limpio facilita el procesamiento downstream 

del compuesto, lo que permite disminuir los costos productivos. Sin embargo, entre las problemáticas que 

presenta la cepa Gfr para la obtención de AG puro, se encuentra el hecho de que la cepa también oxida el glicerol 

al producto alternativo DHA. Este compuesto, en el marco de una producción industrial de AG, resultaría un 

contaminante a retirar del medio de reacción una vez finalizado el proceso, lo que encarece los costos de 

purificación. 

En un trabajo publicado en 2010, Habe et al. hacen mención de un intento de KO de la enzima mPDHP en la cepa 

Gfr, sin éxito303. La finalidad de este estudio era generar una cepa mutante que produzca únicamente AG a partir 

de glicerol, a través del silenciamiento del gen sldBA que codifica para mPDHP, responsable de la producción de 

DHA. La obtención de este mutante no solo podría mejorar las productividades de AG, ya que la totalidad del 

glicerol podría ser convertido a este compuesto, sino que también permitiría una producción más limpia, y por 

tanto económica, del mismo. Ante la imposibilidad de conseguir el mutante antes mencionado, los autores 

utilizaron como recurso un mutante de otra cepa de G. frateurii, G. frateurii THD32, obtenido por la tecnología de 

intercambio alélico utilizando un plásmido suicida. Este mutante presenta una disrupción en el gen sldA causada 

por la introducción de un gen de resistencia a kanamicina. Con este mutante, los autores reportaron una 

producción de AG de 89,1 g/L a lo largo de 4 días de crecimiento, sin acumulación de DHA.  

En base a este reporte anterior, y considerando que la cepa Gfr es una de las mejores productoras de AG, resulta 

interesante llevar a cabo el KO del gen sldBA para generar una mutante que produzca AG como único producto 

desde glicerol. De esta forma se podría potencialmente superar las productividades descrita por Habe et al. en el 

reporte antes mencionado. Asimismo, se planteó utilizar la tecnología CRISPR-Cas, ya que hasta el momento 

existen escasos reportes de aplicación de la misma en cepas de Gluconobacter, y generalmente presenta una alta 

eficiencia de modificación genética en bacterias.  

Como se mencionó en la introducción de este capítulo, solo existe un reporte muy reciente de modificación 

genómica de Gluconobacter utilizando una tecnología basada en CRISPR, en G. oxydans291. En dicho reporte se 

utilizó una quimera de la nucleasa CpfI y la proteína nucleasa FokI debido a que sin este último dominio, la CpfI 

era incapaz de cortar el ADN del huésped. La búsqueda de alternativas más sencillas de implementación de 

tecnologías basadas en CRISPR en Gluconobacter no solo resulta pertinente, sino que es necesaria para avanzar 

en el desarrollo de estos importantes catalizadores de célula entera. El diseño de las estrategias de modificación 

a mencionar a continuación se llevó a cabo con la colaboración del grupo de investigación del Dr. Leonardo Ríos-
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Solís, que se encontraba establecido dentro del Instituto de Bioingeniería de la Universidad de Edimburgo 

(Edimburgo, Escocia), lugar dónde se realizó una pasantía de investigación en el marco de esta Tesis. 

Para llevar a cabo el diseño de la estrategia de KO de mPDHP, fue fundamental contar con el genoma completo de 

Gfr, disponible en el repositorio Ensembl Bacteria bajo el número de acceso GCA_000509445. En este repositorio 

se puede acceder a las secuencias de distintos genes, junto con su contexto genómico. Para el caso de mPDHP, 

tal como se mencionó anteriormente, el gen que la codifica se denomina sldBA y su secuencia está disponible bajo 

el número de acceso GAD10350. Este policistrón codifica para ambas subunidades de la enzima, la subunidad 

mayor en el gen sldA y la menor en el gen sldB. En el estudio anteriormente mencionado de KO a mPDHP se tuvo 

como blanco la secuencia del gen que codifica para la subunidad A de esta enzima303. Esta subunidad se 

corresponde con el dominio deshidrogenasa, sin el cual la misma pierde su actividad. En consecuencia, se 

seleccionó la secuencia codificante de esta subunidad como blanco para la modificación genética deseada. 

El KO de un gen utilizando una tecnología basada en reparación por homología puede proceder por las tres formas 

mencionadas en la Introducción general de esta Tesis: a través de la deleción, inserción o reemplazo de una 

secuencia perteneciente al gen blanco. La interrupción de la secuencia codificante del mismo con un cassette de 

expresión para una proteína reportera es una estrategia interesante, ya que no solo permite generar el KO del gen, 

sino que también puede potencialmente añadir a las bacterias una característica nueva. En el caso de Gfr, la 

introducción de un cassette de expresión para una proteína fluorescente en su genoma permitiría obtener otro 

mutante fluorescente de manipulación más sencilla, ya que no requeriría la presión selectiva de antibióticos para 

la expresión de la proteína. 

La proteína fluorescente GFP es otra proteína reportera muy frecuentemente utilizada en bacterias, que cuenta 

además con antecedentes de expresión heteróloga en Gluconobacter123,279. Esta proteína monomérica presenta 

un peso de 26,9 kDa y es generalmente más brillante que mCherry304,305. Bajo la acción de un promotor fuerte, un 

cassette de expresión para esta proteína podría potencialmente generar un mutante fluorescente de Gfr con la 

capacidad de producir solo AG a partir de glicerol, y además presentar aplicaciones en imagenología. 

Una vez seleccionada la estrategia para llevar a cabo el KO del gen sldA, fue necesario diseñar el protocolo para 

implementar el sistema de edición basado en CRISPR-Cas. En bacterias, es frecuente que la introducción de las 

nucleasas Cas, sus gARN asociados y los moldes de reparación sea a través de plásmidos22. Para el caso de las 

nucleasas Cas y los gARN se introducen cassettes de expresión, mientras que el molde de reparación se introduce 

como una secuencia flanqueada por brazos que presentan homología con secuencias cercanas al sitio de corte 

de la nucleasa. Para evitar generar construcciones muy grandes que dificulten el proceso de transformación, una 

opción viable es introducir los elementos anteriormente mencionados en dos plásmidos distintos. Por ejemplo, 

generar un primer plásmido que contenga los cassettes de expresión de la nucleasa Cas y el gARN, y un segundo 

plásmido que contenga el molde de reparación (Esquema 15).   
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Esquema 15. Estrategia de KO del gen sldBA en Gfr mediante la tecnología CRISPR-Cas. La introducción de los plásmidos pCRISPR-guía y 

pTEMPLATE permite la expresión de la nucleasa Cas, que genera un corte en el ADN de la bacteria. Este corte sería reparado utilizando el molde 

de reparación presente en la secuencia del plásmido pTEMPLATE. Como resultado, se obtendría un mutante capaz de producir únicamente AG 

a partir de glicerol. 

El protocolo seleccionado requirió del diseño de estos dos plásmidos, denominados pCRISPR-guía y pTEMPLATE. 

El plásmido pCRISPR-guía debía contener la secuencia codificante para la nucleasa Cas y el gARN. Por otro lado, 

el plásmido pTEMPLATE debía contener un molde de reparación para ser utilizado luego del corte de la nucleasa, 

que permita la disrupción del gen sldBA. En este caso este molde de reparación contendría brazos que presenten 

homología con el cromosoma bacteriano de Gfr flanqueando un cassette de expresión para GFP. 

De esta forma, transformando Gfr con ambos plásmidos se podría lograr el KO de la enzima mPDHP a través de un 

corte en la secuencia del gen sldBA generado por la nucleasa Cas, guiado por el gARN diseñado para hibridar con 

el comienzo de la secuencia del gen. Una vez generado el corte en el ADN, se llevaría a cabo una reparación por 

homología utilizando como molde las secuencias homólogas presentes en el plásmido pTEMPLATE, que flanquean 

el cassette de expresión para la proteína GFP. Luego de la reparación, la secuencia del gen sldBA se vería 

interrumpida por el cassette de expresión de GFP, silenciando la expresión de la enzima mPDHP y permitiendo la 

expresión de la proteína fluorescente. Una vez determinada esta estrategia general para la modificación genética 

de Gfr utilizando un sistema basado en CRISPR-Cas, se debió llevar a cabo el diseño in silico de los plásmidos 

pCRISPR-guía y pTEMPLATE.  

Diseño in silico y construcción del plásmido pCRISPR-guía 

Para el caso del plásmido pCRISPR-guía, se decidió obtener de forma sintética una secuencia que incluyera tanto 

el cassette de expresión de la nucleasa como el cassette que codifica para el gARN incluyendo sitios BsaI para el 

clonado de la guía. Esta secuencia fue diseñada para posteriormente ser clonada en un plásmido backbone, para 

obtener una construcción intermedia denominada pCRISPR-BsaI. Esta construcción luego se utilizó para clonar la 

guía y finalmente obtener el plásmido pCRISPR-guía. A continuación se presentarán las distintas etapas que se 

llevaron a cabo para obtener estas construcciones. 
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Se comenzó seleccionando la nucleasa Cas que llevaría a cabo el corte en el ADN del huésped. Dado que no 

existen antecedentes en la bibliografía de expresión activa de nucleasas Cas en cepas de G. frateurii, inicialmente 

se decidió seleccionar la más utilizada para modificación genómica de bacterias, Cas9288. Como se mencionó 

anteriormente en la introducción de este capítulo, es frecuente que las bacterias presenten la incapacidad de 

reparar CDH debido a que no presentan las vías metabólicas necesarias de forma completa, o la expresión de 

genes clave de estas vías es muy baja. Para determinar si Gfr presenta la capacidad de reparar este tipo de cortes, 

se llevó a cabo un estudio de los genes involucrados en los mecanismos de reparación de CDH en esta bacteria, 

utilizando la base de datos KEGG Pathway con el código de acceso “gfa”. En base al estudio de la bacteria modelo 

E. coli, se sabe que la vía RecBCD es esencial para la reparación de este tipo de cortes306. Según la información 

disponible en KEGG Pathway, la especie Gfr parece carecer de las proteínas RecB, RecC y RecD, involucradas en 

el comienzo de esta vía metabólica. No obstante, vale mencionar que esta especie presenta la vía metabólica 

RecFOR completa, que se encarga principalmente de la reparación por homología de cortes simple hebra y en 

ocasiones puede participar de la reparación por homología de CDH307,308, pero con una muy baja eficiencia306.  

Frente a estos hallazgos se planteó utilizar una variante de la nucleasa Cas9 con actividad nickasa, es decir, con 

la capacidad de cortar solo una hebra del ADN. El laboratorio de las Prof. Doudna y Charpentier ha desarrollado 

en el pasado mutantes de Cas9 con esta capacidad, denominadas Cas9 D10A y Cas9 H840A284. La mutante D10A 

presenta una mutación en el dominio RuvC de la Cas9, por lo que solamente genera cortes en la hebra 

complementaria a la guía284. Por otro lado, la mutante H840A presenta una mutación en el dominio HNH de Cas9, 

cortando solamente la hebra no complementaria a la guía284. La implementación de estrategias de modificación 

genómica empleando nickasas ha sido utilizada anteriormente con éxito en bacterias, por ejemplo en los géneros 

Escherichia309, Bacillus310, Clostridium311,312 y Lactobacillus313. En la mayoría de los ejemplos mencionados, la 

modificación se llevó a cabo empleando la nickasa Cas9 D10A. Por este motivo se seleccionó la misma para el 

presente trabajo.  

Para el diseño del cassette de expresión de esta nickasa se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en la 

sección anterior y la revisión bibliográfica realizada por el grupo de investigación. Si bien el promotor J23104 

presentó buenos resultados en Gfr, se debió seleccionar otro promotor debido a que fue no fue posible obtener 

por síntesis química una secuencia sintética que lo contenga. Por esa razón se seleccionó el promotor gHp0169, 

descrito como un promotor fuerte en cepas de G. oxydans81,98.La secuencia de la nucleasa Cas9 D10A fue tomada 

del plásmido pMJ825 depositado en Addgene por el laboratorio de la Prof. Doudna y posteriormente optimizada 

para una mejor lectura de codones por la empresa Twist Bioscience. Debido a su probada funcionalidad en Gfr, el 

RBS “AAAGAGGAGAAA” utilizado en el plásmido pmCherry también fue utilizado para esta construcción. 

Finalmente, se seleccionó el terminador ECK120033736 para completar el cassette de expresión de la nickasa, ya 

que como se mencionó anteriormente, Teh et al. comprobaron su eficacia en acetobacterias302. 
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El diseño del gARN a utilizar se llevó a cabo teniendo en cuenta un diseño de guía única (sgARN). Esto implica que 

la secuencia guía (crARN) y el ARN transactivador (tracrARN) forman parte de una misma molécula, por lo que 

tienen un promotor y un terminador común. Como se mencionó con anterioridad, antes de obtener el plásmido 

pCRISPR-guía, se buscó generar un plásmido intermedio (pCRISPR-BsaI). Esto se llevó a cabo para que el sistema 

diseñado pueda utilizarse en el futuro para el clonado de una variedad de guías para otras aplicaciones. En 

consecuencia, el diseño del cassette codificante para la guía fue diseñado con dos sitios de corte para la enzima 

BsaI upstream de una secuencia de tracrARN tomada del plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2, disponible 

en Addgene. El promotor J23119-A27T y el terminador BBa_B0010 fueron seleccionados ya que presentan buen 

desempeño en acetobacterias, según Teh et al.302. 

Una vez diseñados los cassettes de expresión de la nickasa y la guía, los mismos fueron combinados en una misma 

secuencia (Esquema 16). Esta secuencia debió además ser flanqueada por sitios de restricción, para poder luego 

ser clonada en un vector backbone. Debido a los buenos resultados obtenidos en la sección anterior, el plásmido 

backbone seleccionado para contener la secuencia sintética con los cassettes de expresión antes mencionados 

fue pSEVA231-CRISPR. El plásmido otorgará a la construcción el origen de replicación pBBR1 OriV, a la vez que 

incorporará el gen que otorga resistencia a kanamicina. 

 

Esquema 16. Secuencia sintética diseñada conteniendo el cassette de expresión de la nickasa Cas9 D10A y un cassette de expresión para 

sgARN. El cassette de expresión para la nickasa Cas9 D10 posee el promotor gHp0169, el sitio de unión al ribosoma (RBS) “AAAGAGGAGAAA” 

y el terminador ECK120033736. El cassette de expresión para el sgARN contiene el promotor J23119-A27T y el terminador BBa_B0010 

flanqueando la secuencia codificante para el sgARN. Esta secuencia contiene dos sitios de corte para la enzima BsaI que permiten el clonado 

de distintas guías (crARN), seguido de la secuencia que codifica para el tracrARN. La secuencia sintética presenta en su extremos 5’ y 3’ sitios 

de corte para las enzimas AscI y SalI, respectivamente, para su posterior clonado en el plásmido pSEVA231-CRISPR para generar el plásmido 

pCRISPR-BsaI. tracrARN: ARN transactivador. 

Los sitios de restricción añadidos en los flancos de la secuencia fueron para las enzimas AscI y SalI, debido a que 

permiten su incorporación al plásmido pSEVA231-CRISPR para generar el plásmido pCRISPR-BsaI.  

Seguidamente se debió diseñar la guía o crARN, que hibrida con el ADN del huésped para que la nickasa pueda 

realizar el corte. El diseño de la misma se debe llevar a cabo considerando la hebra a ser cortada para obtener una 

reparación por homología más eficiente. Por ejemplo, en un reporte de Song et al. los autores mencionan que la 

reparación por recombinación homóloga a partir de un corte simple hebra ocurre 8 veces más eficientemente si 

se lleva a cabo en la hebra que se transcribe (hebra antisentido) que si ocurre en la que no se transcribe (hebra 
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sentido)313. En base a esto, considerando que la nickasa Cas9 D10A genera cortes en la hebra complementaria a 

la guía, la misma debió diseñarse complementaria a la hebra que se transcribe. 

Para llevar a cabo el diseño de la guía se utilizó la herramienta en línea CRISPR Design Tool de Synthego. En la 

misma se seleccionó el genoma de la bacteria Gfr y el código del gen sldBA (GAD10350), y entre las opciones 

sugeridas por el programa se seleccionó una que hibridara con la hebra que se transcribe, y que su posición fuera 

cercana al comienzo de la secuencia codificante sldA (Esquema 17).  

 

Esquema 17. Corte esperado para la nickasa Cas9 D10A en el genoma de Gfr. sldB: fragmento de gen que codifica para la subunidad II de 

mPDHP. sldA: fragmento de gen que codifica para la subunidad I de mPDHP. En amarillo se resalta la hebra de ADN con la que hibrida la guía. 

El corte esperado en la hebra blanco se indica con un triángulo amarillo. 

Una vez seleccionada la secuencia guía se llevó a cabo el diseño de dos oligos a los que se añadieron además 

secuencias complementarias a los extremos cohesivos generados en la digestión del plásmido pCRISPR-BsaI por 

la enzima BsaI, para su posterior clonado en el plásmido (Tabla 10).  

Tabla 10. Secuencias de los oligos que constituyen la guía para generar el corte en el gen sldBA utilizando la nucleasa Cas9 D10A. 

Nombre Secuenciaa 

Oligo 1 5’ AGTGCATCTTCTCGCAACAGCCGC 3’ 

Oligo 2 5’ AAACGCGGCTGTTGCGAGAAGATG 3’ 

aLas secuencias subrayadas indican las secuencias complementarias a los extremos cohesivos 

generados en la digestión del plásmido pCRISPR-BsaI por la enzima BsaI. 

Mediante un protocolo de annealing y posterior clonado de los oligos en el plásmido pCRISPR-BsaI se logra obtener 

el plásmido pCRISPR-guía. 

La construcción del plásmido intermedio pCRISPR-BsaI requirió de la digestión del plásmido pSEVA231-CRISPR 

(Figura 20a) y el plásmido pTWIST-CRISPR (Figura 20b) por las enzimas AscI y SalI. Este último plásmido contiene 

la secuencia sintética diseñada de acuerdo a lo descrito anteriormente (Esquema 16). La digestión con este par de 

enzimas de restricción del plásmido pSEVA231-CRISPR resultaría en dos bandas, una de 2916 pb y una segunda 

de 452 pb. Por otro lado, la digestión del plásmido pTWIST-CRISPR deberían liberar la secuencia diseñada que se 

presentaría como una banda de 4567 pb y luego una segunda banda de 2168 pb. 

Hebra sentido

Hebra antisentido

5’

3’

3’

5’

Genoma 

de Gfr

sldA

sldB
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Figura 20. Construcción y verificación del plásmido pCRISPR-BsaI. a) Mapa del plásmido parental pSEVA231-CRISPR mostrando los sitios de 

restricción para las enzimas AscI y SalI. b) Mapa del plásmido parental pTWIST-CRISPR mostrando los sitios de restricción para las enzimas 

AscI y SalI. c) Mapa del plásmido objetivo pCRISPR-BsaI mostrando los sitios de restricción para EcoRI. d) Electroforesis en gel de agarosa 1% 

de los productos de digestión de los plásmidos pSEVA231-CRISPR (i) y pTWIST-CRISPR (ii) con las enzimas AscI y SalI. MPM: Marcador de peso 

molecular GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). i) Carril 1: pSEVA231-CRISPR digerido. Carril 2: pTWIST-CRISPR digerido. e) 

Electroforesis en gel de agarosa 1% del ensayo de restricción para identificación de construcción pCRISPR-BsaI utilizando la enzima EcoRI. 

MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Clon 2. Carril 2: Clon 1. 
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Los resultados obtenidos para la digestión de ambos plásmidos coincidieron con los esperados. Para el caso del 

pSEVA231-CRISPR (Figura 20d, i), se logró observar una banda de 2916 pb. Esta banda corresponde a la sección 

del plásmido que contiene el origen de replicación junto a los cassettes de expresión para la proteína de 

replicación y la que confiere resistencia a kanamicina. Por otro lado, la banda correspondiente a 452 pb no se logró 

visualizar, probablemente por su pequeño tamaño que implica una concentración más baja de ADN. La digestión 

del plásmido pTWIST-CRISPR presentó dos bandas (Figura 20d, ii). Una de ellas, de 4567 pb corresponde a la 

secuencia diseñada anteriormente, incluyendo los cassettes de expresión para la nickasa Cas9 D10A y la guía, 

conteniendo los sitios de restricción para BsaI. La otra banda, de 2168 pb corresponde con el resto del plásmido. 

Tanto la banda de 2196 pb del plásmido backbone pSEVA231-CRISPR y la banda correspondiente al inserto de 

4567 pb del plásmido pTWIST-CRISPR fueron escindidas del gel, purificadas y ligadas para obtener el plásmido 

pCRISPR-BsaI. Se transformaron bacterias DH5α con el producto de la ligación y se obtuvieron dos clones que 

potencialmente contenían el plásmido. Se realizaron minipreps de cultivos de esos clones y se llevó a cabo un 

ensayo de restricción para verificar la identidad del plásmido obtenido.  

Una simulación in silico de la digestión de pCRISPR-BsaI con EcoRI resultó en dos bandas, una de 6370 pb y otra 

de 1113 pb. Los resultados obtenidos para la digestión de los plásmidos tomados de los dos clones presentaron 

un patrón de bandas que es consistente con el obtenido en la simulación in silico (Figura 20e), pudiendo concluir 

que se logró obtener con éxito la construcción pCRISPR-BsaI. 

Luego de confirmar la identidad del plásmido pCRISPR-BsaI, se procedió a clonar en este plásmido la guía para 

obtener el plásmido pCRISPR-guía. Para ello se digirió el plásmido con la enzima BsaI y se llevó a cabo una ligación 

con los oligos previamente hibridados (Figura 21). La digestión del plásmido se llevó a cabo en presencia de una 

enzima fosfatasa para desfosforilar los extremos generados y así disminuir la posibilidad de religación. Por su 

parte, al realizar la hibridación de la guía, se añadió una kinasa con la finalidad de fosforilar el ADN doble hebra 

generado y permitir la ligación del mismo con el resto del plásmido. 

La reacción de ligación se utilizó para transformar E. coli DH5α. Se obtuvieron 13 clones, de los cuales 3 fueron 

seleccionados para analizar por secuenciación. En dos de los clones se observó la guía correcta (Figura A5), 

mientras que en uno de ellos se observó una mutación probablemente causada durante la síntesis de los oligos 

que la componen. El plásmido obtenido de la secuencia correspondiente al clon 3 se denominó pCRISPR-guía. 
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Figura 21. Construcción del plásmido pCRISPRi-guía. a) Mapa del plásmido parental pCRISPR-BsaI mostrando los sitios de restricción para la 

enzima BsaI. b) Oligos hibridados que componen la guía. c) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del plásmido pCRISPR-BsaI digerido con la 

enzima BsaI. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: pCRISPR-BsaI digerido. d) Mapa del plásmido objetivo 

pCRISPR-guía.  

Diseño in silico y construcción del plásmido pTEMPLATE 

El diseño del plásmido pTEMPLATE requirió del desarrollo de un molde de reparación para ser utilizado por Gfr una 

vez se haya realizado el corte simple hebra por la nickasa Cas9 D10A. Este molde de reparación debía contener 

los brazos de homología a través de los cuales se llevaría a cabo la reparación homóloga, y un cassette de 

expresión para la proteína fluorescente GFP. Considerando que ya se contaba con el plásmido pMYMH464, que 

contenía un cassette de expresión para esta proteína sin promotor y con el terminador rrnB T1, ampliamente 

utilizado en bacterias, se decidió utilizarlo como plásmido backbone para generar el pTEMPLATE. El mismo cuenta 

con el origen de replicación pBBR1 OriV que permite su replicación en Gluconobacter, y un cassette de resistencia 

a cloranfenicol, que potencialmente podía ser útil para una selección de dobles transformantes de Gfr. 
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Un estudio de los sitios de restricción disponibles en el plásmido pMYMH464 demostró que era posible generar 

una construcción que presente el cassette de la proteína GFP flanqueado por brazos homólogos al genoma de Gfr, 

utilizando las enzimas de restricción SbfI, SpeI y NotI (Figura 22a). De esta forma, se pueden obtener las 

secuencias de los brazos homólogos a partir de reacciones de PCR utilizando como molde el genoma de Gfr (Figura 

22b). Cabe mencionar que para que el cassette de la proteína GFP quede completo, se debió considerar el 

agregado de un promotor en el diseño de los brazos homólogos a obtener, así como también sitios de restricción 

para el clonado secuencial posterior de los brazos homólogos en el plásmido backbone.  

Los brazos homólogos se diseñaron en base al contexto genómico del corte simple hebra a realizar. Para ello se 

recurrió nuevamente al repositorio Ensembl Bacteria, que facilita la búsqueda de la secuencia de un gen junto con 

su contexto genómico. Con respecto al tamaño de los brazos de homología a diseñar, se ha observado que brazos 

homólogos de un tamaño de 1 kb presentan un buen rendimiento de recombinación al utilizar nickasas para cortar 

el ADN del huésped310,312. En ese entendido, se tomó en cuenta ese tamaño para llevar a cabo el diseño de los 

mismos.  

Se generaron pares de cebadores para obtener dos fragmentos a partir del genoma de Gfr que se denominaron 

brazo de homología 5’ (BH5) y brazo de homología 3’ (BH3) (Figura 22b). Para el caso del fragmento BH5, a clonar 

upstream de la secuencia codificante de la proteína GFP presente en el plásmido pMYMH464, se agregaron sitios 

de corte para la enzima de restricción SbfI. A su vez, para el caso del cebador antisentido se agregó la secuencia 

del promotor J23104 ya que como se mencionó anteriormente, en el plásmido backbone la secuencia de la 

proteína GFP carece de este elemento regulador (Figura 22b, i). Para el caso del fragmento BH3, se agregaron a los 

cebadores diseñados para su obtención sitios de restricción para las enzimas SpeI (cebador sentido) y NotI 

(cebador antisentido), para su clonado en el plásmido pMYMH464 (Figura 22b, ii).  

A modo de poner a punto las reacciones de PCR para obtener los brazos de homología a partir del ADN genómico 

de Gfr purificado, se ensayaron dos temperaturas de annealing distintas: 55 °C y 58 °C (Figura 22d). En ambos 

casos se logró obtener por PCR los fragmentos BH5 y BH3, para posteriormente ser clonados en el plásmido 

pMYMH464 (Figura 22a) y generar el plásmido intermedio pMYMH464-BH5-BH3 (Figura 22c).  
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En los carriles 1 y 2 se observa la reacción de PCR de amplificación del fragmento BH5. In silico se determinó que 

este producto de PCR tendría un peso molecular de 941 pb, lo que se corresponde con el resultado obtenido. Por 
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Figura 22. Diseño del plásmido pMYMH464-BH5-BH3. a) Mapa del 

plásmido parental pMYMH464 mostrando los sitios de restricción 

para las enzimas SbfI, NotI y SpeI. b) Productos de PCR a obtener, 

conteniendo los brazos de homología al genoma que flanquearán el 

cassette de expresión de la proteína GFP. i) BH5: brazo de homología 

5’ al cassette de GFP, incluye en su extremo 3’ el promotor J23104. ii) 

BH3: Brazo de homología 3’ al cassette de GFP. Los sitios que hibridan 

con los cebadores utilizados para las reacciones de PCR se muestran 

en violeta. c) Mapa del plásmido objetivo pMYMH464-BH5-BH3. c) 

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de reacción 

de PCR para la obtención de los brazos homólogos BH5 (flanqueado 

por sitios de restricción SbfI) y BH3 (flanqueado por sitios de 

restricción NotI y SpeI). MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 

(ThermoScientific). Carril 1: BH5, temperatura de annealing 55 °C. 

Carril 2: BH5, temperatura de annealing 58 °C. Carril 3: C- BH5 (sin 

ADN molde), temperatura de annealing 55 °C. Carril 4: BH3, 

temperatura de annealing 55 °C. Carril 5: BH3, temperatura de 

annealing 58 °C. Carril 6: C- BH3 (sin ADN molde), temperatura de 

annealing 55 °C. 
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otro lado, los resultados de la reacción de PCR para la obtención del segmento BH3 se observan en los carriles 4 

y 5. Nuevamente los resultados obtenidos en el gel se corresponden con la predicción in silico, ya que se esperaba 

una banda de un tamaño de 1183 pb. Considerando que ambas condiciones de amplificación permitieron obtener 

los fragmentos esperados, las mezclas de reacción que contenían fragmentos iguales se combinaron. Para 

proceder con el clonado del segmento BH5 en el plásmido pMYMH464 (Figura 23a), se concentró y purificó el 

producto de PCR (Figura 23b), y se digirió con la enzima SbfI. La misma digestión fue llevada a cabo para el 

plásmido pMYMH464. Nuevamente, considerando que el plásmido pMYMH464 se cortó con una sola enzima de 

restricción, fue necesario tratarlo con fosfatasa para evitar la religación. 
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Figura 23. Construcción del plásmido pMYMH464-BH5. a) 

Mapa del plásmido parental pMYMH464 mostrando el sitio de 

restricción para la enzima SbfI. b) Fragmento BH5 obtenido 

por PCR, flanqueado por sitios de restricción para la enzima 

SbfI. c) Electroforesis en gel de agarosa 1% de los resultados 

de la digestión del plásmido pMYMH464 y el segmento BH5 

con la enzima SbfI. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 

(ThermoScientific). Carril 1: pMYMH464 digerido. Carril 2: 

Segmento BH5 digerido. d) Mapa del plásmido objetivo 

pMYMH464-BH5. 
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Se realizó una digestión in silico del plásmido que resultó en una sola banda de 4601 pb, mientras que la del 

fragmento BH5 resultó en una banda de 922 pb. Estos resultados están en consonancia con los obtenidos de la 

digestión del plásmido y el fragmento (Figura 23c). 

Se escindió la banda del plásmido pMYMH464 linealizado del gel y se purificó. La digestión del producto de PCR 

correspondiente al segmento BH5 también se purificó y se procedió a llevar a cabo una ligación con ambos 

productos. El producto obtenido de la ligación fue utilizado para transformar E. coli DH5α. Se obtuvieron 29 clones 

que potencialmente podían contener el plásmido pMYMH464-BH5 (Figura 23d). Los mismos fueron estriados en 

placa y crecieron exitosamente, con excepción de los clones 2 y 28.  

Para detectar la presencia del inserto en el plásmido se llevó a cabo una PCR de colonia utilizando los mismos 

cebadores que se emplearon para obtener el inserto a partir del genoma de Gfr (Figura 24a y Figura A6). De todas 

las transformantes obtenidas, solo los clones 4 y 11 presentaron el fragmento B5. Cabe destacar que, dado que 

se utilizó una enzima sola para cortar el plásmido y el inserto, existía la posibilidad de que el inserto se hubiese 

ligado de la forma deseada (Figura 24b) o al revés (Figura 24c). Es de destacar que solo el inserto ligado en la 

dirección correcta permitiría que la construcción diseñada pudiese ser utilizada como molde de reparación luego 

del corte con la nickasa, por lo que era relevante determinar la dirección del inserto en los plásmidos que 

contenían los clones de interés. Por esta razón se llevó a cabo un ensayo de restricción de los plásmidos obtenidos 

a partir de los clones 4 y 11, utilizando las enzimas de restricción EcoRV y NdeI (Figura 24d). El corte con estas 

enzimas produce patrones diferentes para las distintas posibilidades de ensamblaje del plásmido. Para el caso de 

un ensamblaje correcto, se esperaba obtener dos bandas, una de 4417 pb, y otra de 1106 pb. Por el contrario, para 

el caso de un ensamblaje incorrecto, la digestión del plásmido daría lugar a una banda de 5139 pb y otra de 330 

pb.  
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Figura 24. Verificación de la construcción pMYMH464-BH5. 

a) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos 

obtenidos a partir de reacciones de PCR a partir de colonia 

de las potenciales transformantes del plásmido 

pMYMH464-B5. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 

(ThermoScientific). Carril 1: C+ fragmento BH5 (obtenido 

por PCR). Carril 2: C- (sin ADN molde). Carril 3: Clon 1. Carril 

4: Clon 3. Carril 5: Clon 4. Carril 6: Clon 5. Carril 7: Clon 6. 

Carril 8: Clon 7. Carril 9: Clon 8. Carril 10: Clon 9. Carril 11: 

Clon 10. Carril 12: Clon 11. Carril 13: Clon 12. Las 

electroforesis correspondientes al resto de los clones 

analizados pueden observarse en la Figura A6. 
b) Mapa del plásmido objetivo pMYMH464-BH5 mostrando los sitios de restricción para las enzimas EcoRV y NdeI. c) Mapa del plásmido 

alternativo obtenido a partir de una ligación incorrecta del fragmento del plásmido pMYMH464 y el fragmento BH5. Se muestran los sitios 

de restricción para las enzimas EcoRV y NdeI. d) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los resultados obtenidos para el ensayo de 

restricción de los plásmidos obtenidos a partir de los clones 4 y 11, digeridos con las enzimas de restricción EcoRV y NdeI. MPM: GeneRuler 

DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Control negativo, plásmido pMYMH464. Carril 2: Clon 4. Carril 3: Clon 11. 
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Los resultados obtenidos constataron que el plásmido recuperado a partir del clon 11 presentaba el plásmido 

pMYMH464-B5 correctamente, ya que se pudo observar el patrón de bandas esperado. Este patrón incluye las 

bandas de 4417 pb y 1106 pb anteriormente mencionadas. Por otro lado, el clon 4 presentó el fragmento B5 

integrado al revés, comprobado por la presencia de una banda de 5139 pb. Se esperaba además una banda de 330 

pb que no es visible, probablemente por su pequeño tamaño y baja concentración. 

Una vez obtenido el plásmido pMYMH464-BH5 (Figura 25a), se procedió a integrar el fragmento BH3 (Figura 25b) 

en su secuencia, para generar el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 (Figura 25c). Para ello se procedió a llevar a cabo 

la digestión del plásmido y del fragmento BH3 obtenido por PCR con las enzimas de restricción NotI y SpeI. Para el 

caso del plásmido, el mismo fue sometido a electroforesis en gel de agarosa luego de la digestión (Figura 25d), 

mientras que el fragmento fue purificado directamente. 

La digestión in silico del plásmido pMYMH464-BH5 presentó dos bandas, una correspondiente a 5515 pb y una 

más pequeña de 8 pb. Los resultados obtenidos en el gel concuerdan con esta predicción ya que se puede observar 

la banda de 5515 pb, mientras que la de 8 pb es muy pequeña como para ser visualizada por esta metodología. 

Se escindió la banda de 5515 pb del gel y se purificó para llevar a cabo una ligación con el fragmento BH3, también 

digerido y purificado. El producto de ligación se utilizó para transformar E. coli DH5α. Se obtuvieron 40 clones que 

potencialmente podrían contener el plásmido pMYMH464-BH5-BH3. En este caso, dado que se usaron dos 

enzimas de restricción distintas, el clonado fue direccional, por lo que el inserto solo debería haberse clonado en 

una dirección. 
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Debido a que se obtuvo una gran cantidad de colonias, se decidió inicialmente seleccionar 8 para evaluar la 

presencia del fragmento BH3 por PCR de colonia (Figura 26a). Para esto se utilizaron nuevamente los cebadores 

diseñados para obtener el fragmento BH3 del genoma de Gfr. 

a

b

c d MPM 1

3000 pb
5000 pb

Figura 25. Construcción del plásmido pMYMH464-BH5-BH3. a) 

Mapa del plásmido parental pMYMH464-BH5 mostrando los sitios de 

restricción para las enzimas SpeI y NotI. b) Fragmento BH3 obtenido 

por PCR, flanqueado por sitios de restricción para las enzimas SpeI y 

NotI.  c) Mapa del plásmido objetivo pMYMH464-BH5-BH3. d) 

Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de la digestión de 

pMYMH464-BH5 con las enzimas de restricción NotI y SpeI. MPM: 

GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: 

pMYMH464-BH digerido. 
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Figura 26. Verificación de la construcción pMYMH464-BH5-BH3. a) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto obtenido a partir de 

reacciones de PCR de colonia de las potenciales transformantes del plásmido pMYMH464-B5-B3. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 

(ThermoScientific). Carril 1: C-. Carril 2: Clon 1. Carril 3: Clon 2. Carril 4: Clon3. Carril 5: Clon 4. Carril 6: Clon 5. Carril 7: Clon 6. Carril 8: Clon 

7. Carril 9: Clon 8. b) Mapa del plásmido objetivo pMYMH464-BH3 mostrando los sitios de restricción para las enzimas NdeI y HindIII. c) 

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los resultados obtenidos para el ensayo de restricción de los plásmidos obtenidos a partir de los 

clones 1 al 4, digeridos con las enzimas de restricción NdeI y HindIII. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Clon 

4. Carril 2: Clon 3. Carril 3: Clon 2. Carril 4: Clon 1. 

Los clones 2, 3 y 4 presentaron la banda correspondiente al fragmento BH3, mientras que para los otros clones no 

se observó ninguna banda. Dado que la técnica de PCR a partir de colonia frecuentemente arroja falsos negativos, 

potencialmente los clones 4 a 8 también podían poseer el inserto.  
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Para confirmar que el plásmido presente en los clones 1 a 3 era efectivamente pMYMH464-Bh5-BH3 (Figura 26b) 

se llevó a cabo un ensayo de restricción con las enzimas NdeI y HindIII (Figura 26c). Se analizó también el clon 4 

para evaluar si se trataba de un falso negativo. La digestión in silico del plásmido pMYMH464 presentó dos bandas, 

una de 5532 pb y otra de 1149 pb.  El ensayo de restricción confirmó que los clones 1, 2 y 3 presentan el plásmido 

pMYMH464-BH5-BH3. Por su parte, el clon 4 se descartó como falso negativo ya que presentó un patrón de bandas 

distinto. El patrón obtenido para este clon se condice con el esperado para el plásmido pMYMH464-BH5, lo que 

puede significar que hubo una digestión parcial del mismo y la reacción de ligación estaba contaminada con 

plásmido cerrado o cortado con una sola enzima. Se continuó trabajando con el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 

proveniente del clon 1. 

Para comprobar que el cassette de expresión de GFP quedó completo y funcional al agregar el promotor J23104 a 

la construcción, se llevó a cabo una medida de fluorescencia de un cultivo líquido de E. coli DH5α conteniendo el 

plásmido pMYMH464-BH5-BH3 (Figura 27). Como control también se realizaron medidas de un cultivo de E. coli 

DH5α sin el plásmido.   

 

Figura 27. Medida de fluorescencia relativa de un cultivo líquido de E. coli DH5α conteniendo el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 (GFP). Control: 

cultivo líquido de E. coli DH5α sin plásmido. Datos normalizados por densidad óptica. 

El cultivo líquido de E. coli DH5α transformado con el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 presentó una fluorescencia 

relativa 21,9 ± 0,3 veces mayor que el cultivo control, lo que indica que el cassette de GFP se encuentra funcional 

en la construcción. 

De acuerdo con la estrategia general planteada al comienzo de esta sección, el éxito de la edición genómica de Gfr 

con el sistema planteado depende, entre otras cosas, de la capacidad de transformar la bacteria con los 

plásmidos pCRISPR-guía y pTEMPLATE simultáneamente. Para facilitar la identificación de dobles transformantes, 

una opción frecuentemente utilizada es usar plásmidos que otorguen resistencia a diferentes antibióticos. Dado 
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que el plásmido pCRISPR-guía otorga resistencia a kanamicina, es necesario contar con otro marcador de 

selección diferente en el pTEMPLATE. El marcador de selección presente en el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 es 

un cassette que otorga resistencia al antibiótico cloranfenicol. Este antibiótico fue usado exitosamente por Teh et 

al. como agente de selección en otras acetobacterias a concentraciones de entre 140 y 245 μg/mL302. Sin embargo, 

como se señaló anteriormente, las cepas de Gluconobacter suelen presentar resistencia a una gran variedad de 

antibióticos, entre ellos el cloranfenicol. De hecho, todas las cepas de Gox ensayadas por Liu et al. en un reporte 

citado anteriormente fueron resistentes a este antibiótico, con la mayoría resistiendo concentraciones de hasta 

200 μg/mL82.  

Dado que no existe información en la literatura sobre la resistencia a antibióticos de la cepa Gfr, se decidió llevar 

a cabo un análisis de crecimiento de la misma en distintas concentraciones de una variedad de antibióticos (Tabla 

11). Los experimentos fueron realizados realizando cultivos líquidos en placa de 24 pocillos.  

Tabla 11. Ensayo de susceptibilidad a antibióticos para Gfr. 

 
 
 

 Concentración (μg/mL) 

  10 25 50 100 200 245 

A
nt

ib
ió

ti
co

 

Kanamicina - - - ND ND ND 

Estreptomicina - ND - - - ND 

Ampicilina + ND + - - ND 

Cloranfenicol + ND + + + + 

Tetraciclina + ND - - - ND 

ND: No determinado. 
+: Se observa crecimiento luego de 50 h de cultivo líquido. 
 -: No se observa crecimiento luego de 50 h de cultivo líquido. 

 

Se comprobó que Gfr no es susceptible al cloranfenicol en un rango de entre 100 y 245 μg/mL, por lo que no resulta 

ser la mejor opción como agente de selección. Para el caso del resto de los antibióticos ensayados se encontró al 

menos una concentración que impide el crecimiento de la bacteria. En el caso de la ampicilina, una concentración 

de 100 μg/mL no permite su proliferación. En el caso de la kanamicina y la estreptomicina, la mínima 

concentración inhibitoria del crecimiento encontrada fue 10 μg/mL. Finalmente, para la tetraciclina la mínima 

concentración inhibitoria del crecimiento fue 50 μg/mL. 

En base a los resultados antes presentados y considerando que la ampicilina es un antibiótico de uso frecuente 

que además cuenta con antecedentes de utilización en Gluconobacter82,314 se decidió utilizarlo como agente de 

selección para las transformantes que presenten el plásmido pTEMPLATE. 
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Habiendo obtenido previamente el plásmido pMYMH464-BH5-BH3 (Figura 28a), se procedió a diseñar una PCR 

para obtener un fragmento de ADN conteniendo un cassette de expresión para la enzima β-lactamasa (Figura 28b). 

Esta enzima es la responsable de generar resistencia a ampicilina en las bacterias. En el laboratorio se contaba 

con el plásmido pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2, que presenta un cassette de expresión para esta enzima, por 

lo que se seleccionó como ADN molde para obtener el fragmento deseado. En base a los sitios de restricción 

disponibles en el plásmido pMYMH464-BH5-BH3, se decidió que los cebadores a diseñar contuvieran sitios NotI 

para el posterior clonado del fragmento de ADN en el plásmido pMYMH464-BH5-BH3.  Cabe destacar que al utilizar 

una sola enzima de restricción para el corte del plásmido, la posterior ligación del cassette de expresión para la β-

lactamasa podía proceder en ambas direcciones (Figura 28e, i e ii). Sin embargo, en este caso particular, la 

orientación del cassette de expresión no será relevante para su función, ya que la enzima se expresará en 

cualquiera de las dos direcciones. Por lo tanto, ambos productos resultantes se consideran como pTEMPLATE. 

Partiendo de una miniprep de pSpCas9 (BB)-2A-Puro (PX459) V2, se llevó a cabo una PCR con los cebadores 

previamente diseñados (Figura 28c). El producto de PCR esperado según una simulación in silico de la PCR debía 

presentar un tamaño de 1178 pb. El resultado observado en el gel concuerda con lo esperado ya que se logra 

visualizar una banda por encima de los 1000 pb. El producto de PCR fue purificado, digerido con NotI y purificado 

nuevamente para ser utilizado como inserto en la reacción de ligación para obtener el plásmido pTEMPLATE. El 

plásmido pMYMH464-BH5-BH3 fue digerido con NotI para poder llevar a cabo el clonado del cassette de expresión 

de la enzima β-lactamasa. De esta digestión se esperaba un producto lineal de 6681 pb. El resultado obtenido de 

la digestión del plásmido presentó una banda cercana a los 6000 pb que coincide con lo esperado. La banda fue 

escindida del gel y purificada para posteriormente llevar a cabo una ligación con el fragmento correspondiente al 

cassette de expresión de la β-lactamasa. El resultado de la ligación fue utilizado para transformar E. coli DH5α y 

se obtuvieron 4 colonias en medio LB suplementado con ampicilina. A partir de las mismas se generaron estrías, 

de las cuales solo 2 crecieron.  
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Figura 28. Construcción del plásmido pTEMPLATE. a) Mapa del plásmido parental 

pMYMH464-BH5-BH3 mostrando el sitio de restricción para la enzima NotI. b) 

Fragmento conteniendo el cassette de expresión de la enzima β-lactamasa obtenido 

por PCR, flanqueado por sitios de restricción para la enzimas NotI. c) Electroforesis 

en gel de agarosa al 1% de los resultados obtenidos para la reacción de PCR para 

obtener el cassette de expresión de la enzima β-lactamasa flanqueado con sitios NotI 

a partir del plásmido pSpCas9 (BB)-2A-Puro (PX459) V2. MPM: GeneRuler DNA Ladder 

Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Reacción de PCR utilizando pSpCas9 (BB)-2A-

Puro (PX459) V2 como molde. Carril 2: C- (sin ADN molde). d) Electroforesis en gel de 

agarosa al 1% de los resultados obtenidos para la digestión del plásmido pMYMH464-

BH5-BH3, digerido con la enzima de restricción NotI. MPM: GeneRuler DNA Ladder 

Mix #0331 (ThermoScientific). Carriles 1 y 2: plásmido pMYMH464-B5-B3. e) Mapas de 

las dos versiones posibles del plásmido objetivo pTEMPLATE (V1 (i) y V2 (ii)). 
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Para confirmar que los clones obtenidos contenían el plásmido pTEMPLATE de acuerdo a lo esperado, se realizó 

un ensayo de restricción sobre los plásmidos extraídos a partir de miniprep (Figura 29). Este ensayo se llevó a cabo 

con la enzima de restricción NotI, ya que con la misma se podría liberar el inserto y obtener un patrón de bandas 

compuesto por dos bandas. Una banda debería presentar un tamaño de 1178 pb, correspondiéndose con el 

tamaño del inserto, y una segunda banda debería presentar un tamaño de 6681 pb, correspondiéndose con el resto 

del plásmido. 

 

Figura 29. Verificación de la construcción del plásmido pTEMPLATE. a) Mapas de las dos versiones posibles del plásmido objetivo pTEMPLATE 

(V1 y V2) mostrando los sitios de restricción para la enzima NotI. b) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los resultados obtenidos para el 

ensayo de restricción de los plásmidos obtenidos a partir de los clones 1 y 2, digeridos con la enzima de restricción NotI. MPM: GeneRuler DNA 

Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Clon 1. Carril 2: Clon 2. 
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Los resultados del ensayo de restricción de los plásmidos obtenidos a partir de los clones 1 y 2 presentaron el 

patrón de bandas esperado. Esto, sumado a la capacidad de crecer en presencia de ampicilina de las 

transformantes permitió confirmar la correcta construcción del plásmido pTEMPLATE. 

Transformación de Gfr con los plásmidos pCRISPR-guía y pTEMPLATE 

Una vez obtenidos los plásmidos pCRISPR-guía y pTEMPLATE, como punto de partida se decidió llevar a cabo la 

transformación de Gfr electrocompetentes con los plásmidos por separado. Esto se llevó a cabo para determinar 

si era posible obtener transformantes de Gfr con al menos uno de los plásmidos, antes de intentar una doble 

transformación.  

Para el caso del plásmido pCRISPR-guía, se decidió además llevar a cabo controles, electroporando Gfr con el 

plásmido backbone original (pSEVA231-CRISPR) y el plásmido intermedio pCRISPR-BsaI. Estos controles se 

llevaron a cabo para detectar, en caso de que no existieran transformantes que incluyan el plásmido pCRISPR-

guía, si la expresión de la nickasa dCas9 D10A pudiese ser tóxica en Gfr, sola o en presencia de la guía. Luego de 

la transformación se logró obtener transformantes a partir de todos los plásmidos, lo que implica que es posible 

transformar Gfr con el plásmido pCRISPR-guía. 

Para el caso del plásmido pTEMPLATE, se llevó a cabo la transformación de Gfr con el mismo, y el producto se 

plaqueó en placas de LB-ampicilina (100 µg/mL) de acuerdo con los resultados obtenidos en el ensayo de 

susceptibilidad a antibióticos. Sin embargo, tras varios intentos de transformación, no se logró obtener colonias 

transformantes luego de 48 horas de crecimiento. El tamaño de los plásmidos suele ser una limitante a la hora de 

la transformación de bacterias, generalmente presentando una eficiencia de transformación que es inversamente 

proporcional al tamaño del plásmido315. El plásmido pTEMPLATE presenta una diferencia de tamaño de 361 pb con 

respecto al plásmido pCRISPR-guía, lo que lo hace ligeramente más grande. La eficiencia de transformación del 

plásmido pCRISPR-guía fue baja (~ 80 UFC/µg de plásmido), por lo que es esperable que para un plásmido más 

grande sea aún más baja, disminuyendo la probabilidad de obtención de transformantes. Otra posible explicación 

a la falta de transformantes puede estar relacionada con una expresión nula o subóptima del gen de resistencia 

en los transformantes generados. El nivel de resistencia que confiere un plásmido puede variar por muchos 

factores, como su número de copia o la fuerza del promotor del gen de resistencia. En este entendido, resulta 

plausible que el promotor que presenta el gen que confiere resistencia a ampicilina no sea lo suficientemente 

fuerte en Gfr, a diferencia de lo observado para las E. coli DH5α utilizadas para construir el plásmido pTEMPLATE. 

Dada la imposibilidad de seleccionar transformantes de Gfr que contengan el plásmido pTEMPLATE, no fue posible 

llevar a cabo una doble transformación con los plásmidos del sistema CRISPR planteado. Sin embargo, existen 

alternativas a ser exploradas en el futuro para llevar a cabo la transformación de Gfr con las secuencias 

codificantes para todos los componentes del sistema. En primer lugar, teniendo en cuenta la posibilidad de que la 
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expresión de la β-lactamasa haya sido subóptima, se podría sustituir el promotor del cassette de expresión del gen 

de resistencia a ampicilina por uno con mayor fuerza en Gfr.  

Por otro lado, suponiendo que la problemática está asociada al tamaño del plásmido, se podría disminuir el 

tamaño de pTEMPLATE a través de la eliminación de fragmentos de ADN presentes en el plásmido parental que no 

necesariamente presentan utilidad en la estrategia diseñada. Estos fragmentos comprenden el cassette de 

expresión que confiere resistencia a cloranfenicol y el cassette de expresión para la proteína mCherry. La remoción 

de estas secuencias del plásmido permitiría reducir su tamaño en un ~20%, lo que potencialmente podría mejorar 

su eficiencia de transformación.  

Finalmente, se podría modificar la estrategia generando un plásmido único que incluya los cassettes de expresión 

de la nickasa Cas9 D10A, la guía y el molde de reparación. Adicionalmente, este diseño sólo requeriría de un 

marcador de selección, que de acuerdo con los resultados obtenidos podría ser kanamicina. Existen antecedentes 

de este tipo de diseño llevado a cabo para la modificación genética de bacterias de los géneros como Lactobacillus 

y Clostridium312,313. Cabe destacar que, si la problemática está asociada al tamaño del plásmido, esta última 

opción no sería la más adecuada ya que resultaría en un plásmido de alrededor de 10 kb. Sin embargo, se podría 

considerar optimizar las condiciones de la electroporación o inclusive diseñar un sistema que pueda ser 

introducido por apareamiento triparental. 

Asimismo, la exploración de otras estrategias basadas en CRISPR para el silenciamiento de sldBA, como CRISPRi, 

podrían ser implementadas para la obtención de un mutante de Gfr que produzca AG con mínima o nula 

acumulación de DHA. Algunos experimentos realizados con esta aproximación se presentan en la sección 

“Perspectivas futuras” de esta Tesis. 
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2.4. Conclusiones parciales 

Durante este capítulo de la tesis se buscó generar mutantes de dos especies de Gluconobacter para distintos 

fines. En primer lugar, se logró exitosamente generar mutantes fluorescentes de Gfr y Gox que expresan la proteína 

mCherry. La obtención de estos mutantes resulta fundamental para el estudio de preparaciones inmovilizadas de 

los mismos. Si bien existen antecedentes en la literatura de obtención de mutantes fluorescentes de la especie G. 

oxydans, puntualmente, para la cepa Gox este constituye el primer reporte. Para el caso de Gfr, en lo mejor de 

nuestro conocimiento, este es el primer reporte de un mutante fluorescente de esta especie bacteriana, y por ende 

también de la cepa Gfr. Ambos mutantes mostraron un fenotipo distinguible a simple vista de la cepa salvaje, 

presentando una coloración rosa fuerte característica de la proteína mCherry. Adicionalmente, se logró visualizar 

la fluorescencia emitida por la proteína a través de microscopía de epifluorescencia, confirmando el potencial de 

los mutantes obtenidos para imagenología.  

Dado que el conocimiento sobre la modificación genética de especies del género Gluconobacter es aún limitado, 

los aprendizajes obtenidos sobre los distintos elementos reguladores utilizados con éxito para la expresión de la 

proteína mCherry son fundamentales para avanzar en la investigación sobre la modificación genética de este 

género bacteriano.  

El intento de modificación genómica de Gfr utilizando un sistema basado en una nickasa Cas no fue fructífero. Si 

bien se logró construir los plásmidos pCRISPR-guía y pTEMPLATE exitosamente, no se pudo probar el 

funcionamiento de la estrategia diseñada por problemas de selección de transformantes asociados al plásmido 

pTEMPLATE. Sin embargo, se identificaron algunas falencias en el diseño de la estrategia, las cuales serán 

abordadas en futuros experimentos. 

La aplicación de técnicas de edición genómica basadas en CRISPR para bacterias del género Gluconobacter es un 

área que se encuentra actualmente en desarrollo, presentando tan solo una publicación muy reciente como 

antecedente. Los resultados obtenidos durante este capítulo resultan fundamentales para continuar 

acercándonos hacia la obtención de una tecnología de modificación de Gluconobacter basada en la nickasa Cas9 

D10A.    
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CAPÍTULO 3: Inmovilización de cepas de Gluconobacter en 

matrices no tradicionales 

3.1. Introducción 

Antecedentes en la inmovilización de bacterias del género Gluconobacter 

La inmovilización de biocatalizadores, junto con sus ventajas y desafíos fue extensivamente discutida en la 

Introducción general de esta tesis. En este capítulo se buscará profundizar sobre las técnicas de inmovilización de 

células enteras, con especial énfasis en aquellas utilizadas para la inmovilización de bacterias del género 

Gluconobacter. En el caso particular de este género bacteriano se encuentran en la literatura numerosos ejemplos 

de inmovilización96,210,316–319, principalmente de cepas de la especie G. oxydans utilizadas en 

biotransformaciones140,320–322 (Tabla 12). Las estrategias y matrices de inmovilización utilizadas son diversas y 

serán discutidas a lo largo de esta sección, junto con las ventajas añadidas que presentan para las reacciones 

catalizadas por los preparados inmovilizados obtenidos. 

Tabla 12. Estrategias y matrices de inmovilización utilizadas en la preparación de inmovilizados de Gluconobacter. (Continuación) 

Estrategia de 
inmovilización 

Matriz de 
inmovilización 

Tipo de matriz 
Cepa de 

Gluconobacter 
inmovilizada 

Producto obtenido Ref. 

Adsorción 

Cerámica porosa Origen inorgánico G. oxydans ZJB09113 DHA 33 

Partículas de rastrojo 
de maíz 

Origen orgánico G. oxydans ZJB16009 6-NSL 42 

RTV2 Polímero sintético G. oxydans ZJB16009 6-NSL 96 

Adsorción + unión 
covalente 

Espuma de poliuretano Polímero sintético G. oxydans MTCC 904  DHA 

205 

210 

323 

324 

 
 
 

Atrapamiento 
 
 
 
 
 
 

Agar Polímero natural  
G. oxydans 

NBRC14819 
DHA 78 

Agarosa Polímero natural  
G. oxydans 

NBRC14819 
DHA 78 

Alginato Polímero natural G. oxydans ATCC 621 DHA 217, 206 
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Tabla 12. Estrategias y matrices de inmovilización utilizadas en la preparación de inmovilizados de Gluconobacter. (Continuación) 

Estrategia de 
inmovilización 

Matriz de 
inmovilización 

Tipo de matriz 
Cepa de 

Gluconobacter 
inmovilizada 

Producto obtenido Ref. 

 
 
 
 
 

Atrapamiento 

Alginato Polímero natural G. oxydans NL71 Ácido xilónico 62 

Alginato Polímero natural 
G. oxydans 

NBRC14819 DHA 58 

PVA Polímero sintético 
G. oxydans NCIMB 

8035 Ácido fenilacético 32 

PVA + alginato 
Polímero sintético + 

polímero natural 
G. oxydans NL71 Ácido glicólico 140 

PVA + alginato Polímero sintético + 
polímero natural 

G. oxydans NL71 Ácido xilónico 63 

Como se mencionó anteriormente, una cuidadosa selección de la estrategia y la matriz de inmovilización es 

esencial para el desarrollo de un biocatalizador eficiente. Con respecto a las  estrategias de inmovilización para 

células enteras, se destaca el atrapamiento como la técnica más utilizada47. La adsorción, encapsulación, y la 

unión covalente también son empleadas, aunque no tan frecuentemente47. Por su parte, la selección de la matriz 

de inmovilización es sumamente importante a la hora de inmovilizar células microbianas, ya que las mismas 

pueden ver afectado su metabolismo. Un ejemplo pertinente es el caso de células de G. oxydans subesp. 

industrius VKM B-1280, las que se ha observado modificar su comportamiento tras la inmovilización en una matriz 

de poli(alcohol vinílico) reticulado con N-vinilo, autoorganizándose en grupos a través de la secreción de un 

material polimérico extracelular49.  

Los protocolos de inmovilización de células por atrapamiento generalmente se valen de la utilización de polímeros 

de origen natural como el agar, el alginato, o la agarosa; o de origen sintético como la poliacrilamida, el PVA o el 

poliuretano47,50. La inmovilización por atrapamiento en hidrogeles naturales como agar, agarosa, y alginato es un 

enfoque utilizado con frecuencia para la preparación de biocatalizadores heterogéneos de Gluconobacter, siendo 

el alginato el más utilizado para este propósito (Tabla 12). Estas matrices de inmovilización son asequibles, 

biocompatibles, químicamente inertes y fáciles de operar, principalmente en condiciones suaves206,325. Por lo 

general, el formato elegido para la inmovilización bacteriana en estos hidrogeles son las esferas, ya que su 

preparación es sencilla, escalable y rentable58,62. La preparación de estos inmovilizados consiste en la mezcla de 

la biomasa con una solución acuosa de agar, agarosa o alginato y la posterior adición gota a gota de la mezcla 

resultante en una solución de CaCl2 (para el alginato) o aceite de girasol frío (para el agar y la agarosa). Luego, las 

esferas resultantes se pueden separar fácilmente del líquido con un colador. Mediante estas tecnologías de 

inmovilización, se ha logrado obtener recientemente productos como DHA58,78,206,217 y el ácido xilónico62 con  

preparaciones inmovilizadas de Gluconobacter. 
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Como ejemplo de la preparación de catalizadores heterogéneos basados en Gluconobacter con esta tecnología, 

Stasiak-Różańska et al. utilizaron alginato al 4% para inmovilizar no solo células enteras, sino también un extracto 

bacteriano preparado por disrupción por ultrasonido de G. oxydans ATCC 621206,217. Las preparaciones 

inmovilizadas resultantes se emplearon con éxito para biotransformar glicerol crudo en DHA a escala de matraces. 

El extracto de células bacterianas inmovilizadas se utilizó durante dos ciclos de producción, obteniéndose una 

producción máxima de DHA de 8,9 ± 0,03 g/L y de 8,7 ± 0,06 g/L a partir de 30 g/L de glicerol crudo durante el primer 

y segundo ciclo de utilización, respectivamente. En un trabajo posterior, los autores compararon las capacidades 

de producción de DHA de células enteras y extractos bacterianos en forma libre e inmovilizada utilizando alginato 

al 4% como matriz 206. Dentro de los biocatalizadores inmovilizados, se demostró la superioridad de las células 

enteras inmovilizadas, ya que se obtuvo un máximo de 15,6 ± 0,7 g/L de DHA a partir de 50 g/L de glicerol crudo en 

comparación con los 5,0 ± 0,57 g/L obtenidos con el extracto bacteriano inmovilizado después de 96 h y 20,7 ± 1,4 

g/L de DHA con células libres después de 96 h. Los autores discuten que la inmovilización puede dificultar el 

intercambio de gases entre el medio de reacción y los biocatalizadores inmovilizados, así como afectar la 

transferencia de masa de sustratos y productos hacia y desde el interior de las preparaciones inmovilizadas.  

Recientemente nuestro grupo de investigación observó el mismo efecto después de la  inmovilización de Gox en 

esferas de agar y agarosa, otros dos hidrogeles naturales78. La conversión de glicerol crudo a escala de matraces 

disminuyó significativamente después de la inmovilización. Mientras que las células libres en reposo produjeron 

36,1 ± 0,2 g/L de DHA, las preparaciones inmovilizadas en agar y agarosa produjeron 9,0 ± 2,3 g/L y 8,5 ± 1,1 g/L de 

DHA, respectivamente, en el mismo período de 20 horas. Sin embargo, se pudieron lograr conversiones 

cuantitativas de 50 g/L de glicerol crudo con ambas preparaciones inmovilizadas después de aproximadamente 

150 h. Además, a diferencia de las células de reposo libres que no pudieron ser reutilizadas, las preparaciones 

inmovilizadas pudieron reutilizarse hasta 5 veces, conservando actividades residuales de alrededor del 60%, lo 

que demuestra la estabilización operativa proporcionada por la inmovilización.  

Los preparados inmovilizados obtenidos a partir de polímeros naturales presentan frecuentemente este tipo de 

limitaciones en la transferencia de masa y gases. Sin embargo, este problema puede ser resuelto mediante una 

cuidadosa selección del reactor en el que se implementa la reacción. Por ejemplo, Hua et al.62 lograron aumentar 

la presión parcial de oxígeno en la bioconversión de xilosa en ácido xilónico, mejorando la disponibilidad de 

oxígeno, sustratos y fuentes de nitrógeno en G. oxydans NL71 inmovilizado en alginato al 3%. La utilización de un 

reactor de tipo SOS-BR, en el que se generan altas presiones de oxígeno, mejoró los rendimientos de 190,6 g/L a 

292,1 g/L de ácido xilónico. 

Otra aplicación interesante de las matrices de inmovilización basadas en alginato es la preparación de 

catalizadores heterogéneos híbridos para la implementación de cascadas catalíticas. El alginato, debido a su 

versatilidad, facilita la creación de este tipo de catalizadores a través de su combinación con otros materiales. Las 

cascadas catalíticas inmovilizadas, aunque desafiantes en su diseño ya que la tecnología tiene que contemplar 
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los requisitos de cada biocatalizador, tienen la ventaja de la disposición espacial proximal de los biocatalizadores 

que puede mejorar la tasa catalítica general. Además, como se mencionó en la Introducción general de este 

trabajo, estas estrategias pueden simplificar el proceso, permitiendo que la reacción se lleve a cabo en un solo 

recipiente, lo que elimina la necesidad de aislar y purificar los productos intermedios. Con el fin de aprovechar 

estas ventajas, nuestro grupo reportó la co-inmovilización de Gox y PfATA, una transaminasa de P. fluorescens, 

para la biosíntesis en un solo recipiente de serinol a partir de glicerol puro y crudo58. PfATA se inmovilizó primero 

por quelación en microesferas de agarosa-IDA-Co2+ y el producto resultante se mezcló con un pellet bacteriano de 

G. oxydans. La mezcla resultante se incorporó a una solución de alginato al 3% y se formaron esferas. Dentro de 

las preparaciones híbridas, el glicerol fue oxidado a DHA por G. oxydans y posteriormente sometido a una 

aminación reductiva por PfATA en la presencia de L-alanina, para producir serinol y piruvato como subproducto. 

Con esta tecnología se produjeron 36 mM de serinol a partir de glicerol puro después de 44 h.  

Aunque los polímeros naturales son el material más estudiado para la inmovilización bacteriana, existen una 

variedad de polímeros sintéticos que también pueden ser utilizados con este fin. Por ejemplo, la espuma de 

poliuretano es una nueva matriz de inmovilización sintética que ha sido estudiada por Dikshit et al. para inmovilizar 

G. oxydans MTCC 904 con el fin de obtener DHA204,205,210. Esta matriz de inmovilización tiene una alta porosidad y 

una gran superficie que le permite obtener una alta densidad celular en un volumen relativamente pequeño. 

Además de tratarse de una matriz de bajo costo, el protocolo de inmovilización resulta bastante sencillo, 

combinando una primera etapa de adsorción de las células al material, con la posterior formación de uniones 

covalentes a través del entrecruzamiento con glutaraldehído324. Implementando esta tecnología Dikshit et al. 

informaron de una mejora en la producción de DHA tras combinar la  inmovilización de  G. oxydans en espuma de 

poliuretano con la sonicación de los medios de fermentación205. En el trabajo mencionado, los preparados 

inmovilizados fueron sonicados junto con el medio de fermentación durante la biotransformación. Se observó un 

aumento en el consumo de glicerol de entre 61,06 y 71,70% a diferentes concentraciones iniciales de glicerol 

crudo (20 – 50 g/L).  Utilizando esta estrategia de inmovilización, Dikshit et al. también llevaron a cabo la 

biotransformación de glicerol crudo en DHA en modalidad fed-batch. En el trabajo, se probaron varias estrategias 

de alimentación por pulsos a escala de matraces210. En comparación con las células en reposo y en crecimiento 

libres, las células inmovilizadas en espuma de poliuretano mostraron un mejor rendimiento de DHA, logrando una 

conversión de glicerol del 87,52% equivalente a 65,64 g/L de glicerol después de 4 pulsos de alimentación con 

glicerol (15 g/L).  

El PVA es otro polímero sintético interesante que se puede utilizar para la inmovilización bacteriana, ya que es un 

hidrogel barato, no tóxico y duradero 326,327. Constituye una alternativa a polímeros naturales como la carragenina, 

el pectato y el alginato que generalmente presentan poca estabilidad mecánica, ya que es escasamente 

biodegradable y capaz de resistir temperaturas de hasta 55 °C y valores de pH entre 3,1 y 8,5 328. Esta matriz se ha 

utilizado recientemente para biotransformaciones con una variedad de microorganismos, sola o combinada con 

otros materiales como alginato y polietilenglicol329–331. Como ejemplo de aplicación en cepas de Gluconobacter, 
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Mihal' et al. informaron de la inmovilización de G. oxydans NCIMB 8035 para la producción de ácido fenilacético a 

partir de 2-feniletanol 32. En la investigación se utilizó la tecnología Lentikats, que implicó la formación de 

hidrogeles de forma lenticular que presentan menores problemas de difusión y permiten una fácil separación de 

los medios de reacción debido a su diámetro328. La biotransformación se llevó a cabo en condiciones de no 

crecimiento, en un biorreactor de tipo airlift. La inmovilización en PVA demostró ser beneficiosa para las células, 

ya que las protegió de la muerte inducida por altas concentraciones de feniletanol. Sin embargo, se observó una 

disminución esperada en la tasa de transferencia de oxígeno, así como en la tasa de intercambio del sustrato y el 

producto hacia y desde el biocatalizador. Utilizando el biocatalizador inmovilizado se obtuvieron 7,17 g/L de ácido 

fenilacético, lo que representa un rendimiento del 89,8%. Los preparados inmovilizados también pudieron 

reutilizarse hasta tres veces manteniendo un 44% de actividad residual. Además, se demostró que los Lentikats 

pudieron ser almacenados a 6 °C en una solución tampón fosfato 1 M durante 28 días, con efectos menores en su 

actividad. 

Al inmovilizar en PVA, es frecuente experimentar una aglomeración de las esferas obtenidas. Para evitar este 

fenómeno, el PVA es frecuentemente mezclado con alginato, lo que mejora sus propiedades38,331,332. Hua et al. 

utilizaron recientemente esta estrategia para inmovilizar G. oxydans NL71 con el fin de producir ácido glicólico a 

partir de etilenglicol140. En el trabajo, la inmovilización se llevó a cabo preparando una solución acuosa de PVA al 

9% con alginato al 1-2% y mezclándola con la biomasa seca. A continuación, la mezcla se bombeó a una solución 

que contenía un 5% de ácido bórico y un 1% de CaCl2, obteniendo esferas de 2-3 mm de diámetro. Después de la 

inmovilización, se observó una disminución en la transferencia de masa, al igual que con los hidrogeles naturales 

mencionados anteriormente. Una vez más, este problema se logró sortear aumentando la suplementación de 

oxígeno mediante la utilización de tipo SOS-BR.  

Con el mismo enfoque, Zhou et al. prepararon esferas de PVA-alginato para inmovilizar G. oxydans NL71 para la 

producción de ácido xilónico a partir de xilosa63. Nuevamente, las limitaciones de transferencia de gas y masa 

fueron disminuidas a partir de la utilización de un reactor de tipo SOS-BR. Se ensayó el uso repetido de este 

preparado inmovilizado en ciclos de 28 horas iniciados con 200 g/L de xilosa, obteniéndose aproximadamente 1,6 

kg de ácido xilónico después de ocho ciclos. Además, las esferas pudieron ser utilizadas en un sistema continuo 

que incorporó electrodiálisis de membrana bipolar para la obtención de ácido xilónico en lugar de su sal de sodio. 

Con este enfoque, se acumularon 329,2 ± 7,2 g/L de ácido xilónico después de 48 h. 

Como último ejemplo de la utilización de un polímero sintético para la inmovilización de  cepas de Gluconobacter, 

se ha utilizado recientemente un tipo de material de silicona de dos componentes llamado RTV2, para inmovilizar 

G. oxydans ZJB16009 para la producción de 6-NSL96. El proceso de inmovilización requirió de la preparación de 

cubos de RTV2 mediante un proceso de varios pasos que comenzó con la mezcla del material con NaCl y carbón 

activado. A continuación, la mezcla se pasó por un tamiz de malla 80 y, después de una agitación de 10 minutos, 

se dejó reposar para permitir la solidificación. Posteriormente, se cortaron partículas cúbicas de 2 mm de lado y 
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se lavaron en un baño de agua a presión a 121 °C.  A continuación, los cubos se incubaron en H2SO4 1 mM durante 

una hora, y posteriormente se lavaron con agua. Después de empacar un biorreactor de columna de burbujas con 

las partículas resultantes, el biorreactor se esterilizó y se llenó con medio de crecimiento estéril. La inmovilización 

bacteriana se llevó a cabo inoculando el medio y cultivando el sistema durante 24 h a 30 °C.  A continuación, se 

retiró el medio de cultivo y se lavaron los cubos con agua estéril. Utilizando este protocolo, se estima que se 

cargaron 4,0 g/L de peso seco de células en el biorreactor. Las células bacterianas pudieron reutilizarse hasta 

nueve veces en ciclos de 36 horas de producción de 6-NSL, con un ciclo de regeneración in situ de 12 horas cada 

3 ciclos de producción. Se logró obtener un promedio de 42,6 g/L de 6-NSL (83,1% de tasa de conversión) en cada 

ciclo.  

Existen además otras alternativas de matrices orgánicas para la inmovilización bacteriana, como puede ser la 

utilización de residuos agrícolas como el rastrojo de maíz. Hu et al. inmovilizaron células de G. oxydans ZJB16009 

en partículas de este residuo para la producción de 6-NSL42. La estrategia de inmovilización consistió en la 

adsorción celular al material lignocelulósico, con un protocolo similar al comentado anteriormente para la 

inmovilización por RTV2. Como el bagazo de rastrojo de maíz es un residuo de la producción de maíz, es una 

materia prima barata para utilizar como matriz de inmovilización, lo que permite contribuir a la obtención de 

procesos industriales más verdes y económicos41. En estas condiciones, los preparados inmovilizados pudieron 

ser reutilizados hasta 4 veces, manteniendo una actividad residual por encima del 70%. Después de 4 ciclos, se 

logró una producción promedio de 44,2 ± 1,5 g/L de 6-NSL por ciclo, lo que corresponde a una tasa de conversión 

de 88,4 ± 2,0%.    

Varias matrices inorgánicas también han demostrado ser adecuadas para la inmovilización de Gluconobacter. A 

modo de ejemplo, Hu et al. utilizaron cerámica porosa para inmovilizar G. oxydans ZJB09113 con la finalidad de 

obtener DHA a partir de glicerol en un reactor de columna de burbujas33. Se ensayaron tres cerámicas porosas 

diferentes, con tamaños de poro de 30, 40 y 50 μm, logrando una producción máxima de DHA utilizando cerámicas 

con poros de 40 μm. Con esta estrategia se inmovilizaron aproximadamente 4,8 g/L de células. Se probaron varias 

tasas de aireación, observando que a 1,2 vvm se obtuvieron las mayores conversiones. Los autores discuten que 

la tasa de aireación óptima para las células libres en reposo fue mayor que la obtenida para las células 

inmovilizadas. Esta es una ventaja de la inmovilización bacteriana en cerámicas porosas, ya que la dispersión de 

gases se ve beneficiada, extendiendo así el tiempo de residencia del aire en el biorreactor de columna de burbujas. 

La producción de DHA se estudió en condiciones optimizadas con diferentes estrategias de alimentación con 

glicerol y urea. La alimentación continua de una solución de glicerol y urea logró la mayor concentración de DHA 

(177,2 ± 6,8 g/L). En estas condiciones, las células inmovilizadas pudieron reutilizarse hasta 12 veces, con una 

producción media de 96,4 ± 4,1 g/L por ciclo, lo que se traduce en una tasa de conversión del 94,8 ± 2,2%. 

Un análisis en profundidad de la literatura sobre la inmovilización de cepas de Gluconobacter demuestra 

claramente las notables ventajas de esta tecnología para las reacciones catalizadas por estas bacterias. La mejora 
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de la estabilidad operativa y la facilitación del procesamiento posterior a través de una separación más fácil de los 

medios de reacción del biocatalizador son las ventajas más comunes, aunque se han descrito mejoras distintivas 

para reacciones específicas. Si bien la naturaleza de la matriz de inmovilización no parece desempeñar un papel 

importante en los beneficios proporcionados por la heterogeneización de estas bacterias hasta ahora, los soportes 

naturales obtenidos a partir de residuos industriales pueden resultar ventajosos en el futuro, cuando se realicen 

análisis más exhaustivos de la sostenibilidad de los procesos. Por otro lado, dado que la mayoría de los reportes 

utilizan como matrices de inmovilización hidrogeles de origen natural como el alginato, existen limitantes en la 

reusabilidad de los preparados obtenidos asociadas a la baja resistencia mecánica del material. El desarrollo de 

matrices más resistentes que soporten una reutilización sostenida es necesario para facilitar la implementación 

de procesos industriales con células inmovilizadas de este género bacteriano.  

Otro desafío común que aún no ha sido completamente resuelto en la inmovilización de cepas de Gluconobacter 

está asociado a la naturaleza aeróbica estricta inherente de estas bacterias. Este reto hace avanzar la 

investigación en el campo hacia soluciones tecnológicas que mejoren las limitaciones de la transferencia de 

oxígeno. En ese entendido, la aplicación de preparaciones inmovilizadas que retengan con éxito las bacterias a 

través de interacciones entre la membrana externa y una matriz inerte altamente porosa pueden ser ideales para 

un suministro óptimo de oxígeno a las bacterias durante la catálisis. El desarrollo de soportes obtenidos por 

impresión 3D es por ejemplo una alternativa interesante para la obtención de este tipo de preparados 

inmovilizados.  Asimismo, el desarrollo de preparaciones inmovilizadas del tipo “célula única” que constituyan la 

encapsulación de estas bacterias puede ayudar a disminuir significativamente las restricciones difusionales 

experimentadas por el oxígeno en las matrices de inmovilización tradicionales.  

En la siguiente sección de esta introducción se buscará profundizar en algunas de estas estrategias de 

inmovilización emergentes, sus ventajas asociadas, y su posibilidad de implementación en bacterias del género 

Gluconobacter. 

Nuevas estrategias de inmovilización y su potencialidad de aplicación en biotransformaciones catalizadas 

por Gluconobacter 

Como se logró evidenciar en la sección anterior, la mayoría de los reportes actuales de inmovilización de bacterias 

del género Gluconobacter recurren a estrategias de inmovilización tradicionales, la mayoría de ellos a hidrogeles 

naturales. Este tipo de matrices, aunque ventajosas desde el punto de vista económico y práctico, presentan 

limitaciones asociadas a su baja estabilidad mecánica y a dificultades en la transferencia de oxígeno que limitan 

su implementación en procesos industriales. 

En los últimos años han surgido alternativas novedosas para la inmovilización de microorganismos que presentan 

un gran potencial para la inmovilización de Gluconobacter, pero que aún no han sido exploradas en profundidad. 

Estas nuevas estrategias poseen características que podrían mejorar la estabilidad de los preparados, disminuir 
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los problemas asociados a restricciones difusionales e incluso conferir a los microorganismos nuevas cualidades, 

mejorando su potencial como biocatalizadores. En particular, en este trabajo de Tesis se hará énfasis en tres 

tecnologías innovadoras: la utilización de materiales híbridos como soportes de inmovilización, la preparación de 

soportes de inmovilización a través de impresión 3D, y la inmovilización de célula única a través de la incorporación 

de materiales a la superficie microbiana.  

Inmovilización en soportes obtenidos a partir de materiales híbridos 

Recientemente, el uso de materiales híbridos combinados para distintos fines ha abierto un sinfín de 

posibilidades, en las que cada uno de los materiales añade ventajas al material final333–336. Estos materiales 

mejorados pueden tener aplicaciones diversas, entre ellas funcionar como matrices de inmovilización de 

biocatalizadores. En particular, el alginato es la matriz más utilizada para la inmovilización de Gluconobacter, 

otorgando preparados activos, de fácil obtención, pero que presentan limitantes desde el punto de vista de su 

estabilidad operacional. En este entendido, la mejora de las propiedades físicas del alginato mediante la 

preparación de materiales híbridos más estables y altamente reutilizables resulta de interés para la obtención de 

inmovilizados basados en Gluconobacter.  

Entre las distintas estrategias para mejorar las propiedades de los geles de alginato se destaca la incorporación 

de materiales nanoestructurados como la arcilla montmorillonita (MT) o las nanopartículas de sílica biomimética 

(SiNPs). Por ejemplo, Etcheverry et al. reportaron la preparación de esferas de alginato-MT para la adsorción del 

pesticida Paraquat337. En el trabajo destacan una mejoría en la estabilidad térmica y la capacidad de adsorción de 

las esferas obtenidas con el agregado de la arcilla, constituyendo un material interesante para el tratamiento de 

aguas contaminadas. Asimismo, Sezen et al. describieron la preparación de esferas de alginato-MT para una 

aplicación similar, la adsorción del colorante azul de metileno, reportando también un aumento en la resistencia 

mecánica de los preparados338. Existe además un reporte reciente de Xu et al. de la generación de preparaciones 

de alginato reforzadas con MT, presentando una mejoría en sus propiedades mecánicas, elásticas y su estabilidad 

térmica339. El material mejorado presenta potenciales aplicaciones para aislamiento térmico y como retardante de 

llama. El agregado de MT a preparaciones basadas en alginato también ha permitido recientemente la preparación 

de esferas utilizadas para el delivery de fármacos, como lo evidencia el reporte de Bera et al.340. Las propiedades 

mejoradas del material resultan promisorias para generar tratamientos para el cáncer de mama que involucren la 

liberación controlada de fármacos. 

La incorporación de bacterias en preparaciones de este estilo también ha sido reportada con éxito, por ejemplo en 

el trabajo de Meftah Kadmiri et al., donde se llevó a cabo la preparación de esferas bioinoculantes basadas en 

Azosprillum brasilense DSM 1690 y Pseudomonas fluorescens Ms-01341. Las mismas fueron preparadas 

combinando alginato con las arcillas MT o halloysita, presentando entre otras ventajas una mayor estabilidad 

celular, evidenciada por una mayor supervivencia de las bacterias luego del proceso de inmovilización. Un efecto 
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similar sobre la supervivencia de bacterias encapsuladas fue reportado recientemente por Sun et al.39. En el 

trabajo, los autores añadieron MT para mejorar las propiedades de un hidrogel de pectina y alginato, con la 

finalidad de mejorar la estabilidad de bacterias probióticas. A pesar de las promisorias características reportadas 

para los materiales híbridos alginato-MT, y su exitosa aplicación en diversas áreas de la ciencia, su 

implementación como matriz para la obtención de biocatalizadores inmovilizados aún no ha sido explorada.  

En la misma línea y como se mencionó anteriormente, existen numerosos reportes recientes de la mejora de las 

propiedades del alginato a través del agregado de SiNPs, con diversos fines. Por ejemplo, Marangoni Júnior et al. 

describieron la mejora en la estabilidad térmica de films de alginato con el agregado de bajas concentraciones de 

SiNPs para una potencial aplicación en la industria alimenticia342. Con el mismo fin, Hou et al. reportaron la 

preparación de films de una combinación de agar y alginato con SiNPs343. Los autores observaron mejoras en las 

propiedades mecánicas del hidrogel a través del agregado del material nanoparticulado. El agregado de SiNPs o 

hidroxiapatita a una formulación de alginato para el tratamiento de heridas también presentó mejoras en material 

obtenido según un reporte de Zhang et al.344. Según los autores, el material resultante presentó una mayor 

resistencia mecánica y menor degradabilidad. Adicionalmente, también existen reportes de la utilización de 

matrices híbridas de alginato y SiNPs para el delivery de fármacos. Un ejemplo de esto fue reportado por Mishra et 

al., en un trabajo en el cual se obtuvieron preparaciones híbridas conteniendo el fármaco anticáncer 

Doxorrubicina345. La incorporación de las nanopartículas en este caso permitió una liberación lenta y sostenida del 

fármaco, lo que resulta interesante de cara a una aplicación médica.  

Nuevamente, la cantidad de reportes en los cuales se incorporan bacterias a materiales híbridos de alginato y 

SiNPs es limitada, y mayoritariamente aplicada a áreas ajenas a la biocatálisis. Un ejemplo reciente fue reportado 

por Feng y Qian, en el que se incorporaron esporas de Lysinibacillus sphaericus LMG 22,257 a una mezcla de 

alginato y nanosílica346. La mezcla resultante luego se incorporó a una mezcla de concreto para generar 

“bioconcreto” o “concreto autorreparable”. Por otro lado, mezclas de alginato y sílica también han sido utilizadas 

para el atrapamiento de probióticos como Lactobacillus rhamnosus GG. Haffner et al. han reportado la 

preparación de microcápsulas de este material híbrido conteniendo la bacteria probiótica347,348, demostrando que 

el agregado de sílica colabora en la estabilidad de las bacterias protegiéndolas, a la vez que disminuye su 

liberación al medio. Adicionalmente, existen una serie de reportes del grupo de investigación del Dr. Rodríguez-

Nogales que abordan la inmovilización de la bacteria Oenococcus oeni en cápsulas de alginato y sílica para realizar 

la fermentación maloláctica en vinos349–354. La incorporación de alginato en las cápsulas mejoró significativamente 

la capacidad de consumo de ácido L-málico por parte de las bacterias, a la vez que les confirió mayor resistencia 

mecánica y estabilidad. Finalmente, entre los escasos reportes de la utilización de combinaciones de alginato y 

SiNPs para inmovilización de microorganismos con fines biocatalíticos se  encuentra el reporte de Wang et al. para  

la producción de 1-feniletanol355. En el reporte los autores describen la inmovilización de Rhodotorula glutinis en 

cápsulas de alginato, recubiertas con polidopamina y SiNPs, resultando en una matriz de inmovilización superior 

al alginato. En particular, la adición de la sílica no solamente mejoró la estabilidad química y mecánica de los 
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preparados, evidenciada por una alta reusabilidad, sino que permitió llevar controlar la porosidad de los 

preparados obtenidos. 

Los ejemplos mencionados previamente destacan la capacidad de mejorar las propiedades de los materiales al 

combinar alginato con componentes nanoestructurados. Estas mejoras permiten aplicaciones diversas, 

incluyendo la generación de preparados microbianos inmovilizados para distintos fines. No obstante, aunque esta 

área es de gran relevancia en la investigación de materiales, es importante señalar que el uso de estas matrices 

para la inmovilización con fines biocatalíticos sigue siendo un campo con un gran potencial por explorar.   

Inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D 

Otra alternativa novedosa para la inmovilización de biocatalizadores es el empleo de soportes obtenidos por 

impresión 3D. Esta tecnología, también conocida como manufacturación aditiva, ha surgido en los últimos años y 

ha despertado un gran interés por su amplio potencial de aplicación en diversas áreas como la industria 

alimenticia y la medicina356. La impresión 3D permite producir de forma eficiente una variedad de estructuras 

complejas, con medidas precisas y utilizando diversos materiales357. Estas características hacen de esta una 

tecnología particularmente interesante para la preparación de soportes de inmovilización para microorganismos. 

La posibilidad de obtener estructuras con geometrías específicas y alta porosidad permite aumentar el área 

efectiva de inmovilización y con ello la carga celular358. Inclusive, algunos materiales permiten controlar la 

porosidad obtenida, facilitando la difusión de gases y masa desde y hacia los microorganismos inmovilizados359,360. 

Por otro lado, la variedad de materiales que pueden ser utilizados permite obtener preparaciones específicas para 

cada microorganismo, favoreciendo su integración al material y disminuyendo la pérdida de células al medio34,358. 

Adicionalmente, las piezas son generalmente obtenidas de forma sencilla, escalable y económica361. 

La inmovilización en estructuras obtenidas por impresión 3D puede proceder en dos modalidades, denominadas 

atrapamiento y post-impresión357. La diferencia entre estas modalidades radica en el momento en el que el 

microorganismo es puesto en contacto con el material. La inmovilización por atrapamiento es también 

denominada 3D-bioprinting y está basada en la preparación de “biotintas” en las que el microorganismo se 

incorpora previo a la impresión de la pieza 3D. Por otro lado, la inmovilización post-impresión se da una vez 

obtenida la pieza que actuará como soporte de inmovilización. A través de estas modalidades se han obtenido 

preparaciones inmovilizadas de microorganismos con diversos fines. Como ejemplos se encuentra el tratamiento 

de efluentes362–365, la preparación de cultivos starter para la industria alimenticia366, la obtención de preparaciones 

con aplicaciones biomédicas364, la elaboración de biosensores367,368 y celdas de combustible microbianas369, e 

incluso la preparación de biocatalizadores inmovilizados (Tabla 13). 
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Tabla 13. Ejemplos de biotransformaciones catalizadas por microorganismos inmovilizados en soportes obtenidos por impresión 3D. 

Producto 

obtenido 

Microorganismo 

inmovilizado 
Material de inmovilización 

Tecnología de 

impresión 

Modalidad de 

inmovilización 
Ref. 

Ácido 

propiónico 

Propionibacterium 

acidipropionici C.I.P 53.164 
Poliamida 2200 (Nylon 12) 

Fusión en Lecho de Polvo: 

Sinterizado Selectivo por 

Láser (SLS) 

Post-impresión 370 

Compuestos 

fenólicos 
Rhodococcus opacus IEGM 248 

Monómeros bifuncionales cargados 

positivamente e hidrofílicos que 

exhiben grupos amina cuaternaria 

(MAETAC) y grupos hidroxilo (HEMA) 

Fotopolimerización en 

Cubeta: Procesamiento de 

Luz Digital (DLP) 

Post-impresión 34 

Butanol 
C. saccharoperbutylacetonicum 

DSM 14923 
Nylon (PA 2200) 

Fotopolimerización en 

Cubeta: Procesamiento de 

Luz Digital (DLP) 

Post-impresión 371 

Acetato E. coli MG1655 
23 % en peso Pluronic F-127 hidrogel 

+ cultivo bacteriano (10:1) 

Extrusión: Escritura Directa 

de Tinta (DIW) 
Atrapamiento 358 

Etanol S. cerevisiae salvaje F127-BUM hidrogel + levadura 
Extrusión: Escritura Directa 

de Tinta 
Atrapamiento 372 

Ácido 

hialurónico 
S. zooepidemicus ATCC  39920 

Gelatina y gelatina metacriloil + 

bacteria 
Extrusión Atrapamiento 373 

2,3-butanodiol S. cerevisiae mutante F127-BUM hidrogel + levadura Extrusión Atrapamiento 372 

3,4-dihidroxi-L-

fenilalanina 
E. coli mutante F127-BUM hidrogel + bacteria Extrusión Atrapamiento 372 

Colicin B E. coli mutante F127-BUM hidrogel + bacteria Extrusión Atrapamiento 372 

Betaxantinas 
S. cerevisiae mutante y E. coli 

mutante 

F127-BUM hidrogel + bacteria + 

levadura 
Extrusión Atrapamiento 372 

La utilización de este tipo de soportes de inmovilización en reacciones biocatalizadas por microorganismos es muy 

reciente, por lo que los ejemplos encontrados en la literatura son limitados. Sin embargo, un análisis de la 

bibliografía disponible da cuenta del alto potencial que presenta esta tecnología (Tabla 13), ya habiendo sido 

aplicada en microorganismos de relevancia industrial como E. coli o S. cerevisiae, entre otros, para la preparación 

de una variedad de compuestos de interés. Hasta el momento, la mayoría de los ejemplos recabados utilizan el 

atrapamiento como modalidad de inmovilización, a través de la preparación de biotintas. Sin embargo, existen 

también algunos ejemplos de microorganismos inmovilizados post-impresión, en los que se apela a la formación 

de biofilms en la superficie del material. 

En el caso de Gluconobacter, si bien existen antecedentes del uso de la impresión 3D para la preparación de 

biosensores a partir de una biotinta de G. oxydans374, la implementación de esta tecnología para la obtención de 

preparados inmovilizados con fines productivos aún no presenta reportes en la literatura. Dada su naturaleza 

aerobia estricta y las dificultades en la difusión de sustratos y productos que se presentan en consecuencia al 
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inmovilizar por atrapamiento en soportes tradicionales, la inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D 

resulta una alternativa atractiva a estudiar. 

Inmovilización de célula única: incorporación de materiales a la superficie celular 

El recubrimiento o la modificación de la superficie de los microorganismos por incorporación de materiales es un 

tipo de inmovilización que les confiere propiedades únicas, nuevas funciones, y diversas ventajas que potencian 

su aplicación en áreas como la biomedicina375, la bioremediación376, y la biocatálisis375,377. Ejemplos del impacto 

positivo de estas técnicas son la reducción de las restricciones difusionales frecuentemente asociadas a la 

inmovilización, la permeabilidad selectiva, la posibilidad de funcionalización, y  el aumento en la estabilidad a 

través de una mayor tolerancia a condiciones ambientales, entre otras capacidades376–378. Estas modificaciones 

de la superficie celular pueden proceder mediante una variedad de técnicas fisicoquímicas y biológicas (Esquema 

18)375. En particular, en este trabajo de Tesis se hará énfasis en dos aproximaciones, el decorado de la superficie 

microbiana con nanopartículas y la encapsulación celular para la obtención de esporas artificiales a partir de 

polimerización in situ.  

 

Esquema 18. Ejemplos de técnicas de modificación de la superficie bacteriana a través de la incorporación de materiales. MOF: Metal Organic 

Framework. Adaptado de Wu et al.375.  

Si bien estas dos aproximaciones presentan ventajas en común, se diferencian en algunos aspectos. Mientras que 

en el caso del recubrimiento con nanopartículas las mismas se asocian a la superficie del microorganismo una vez 

sintetizadas, la generación de esporas artificiales requiere de una síntesis de novo de la estructura. Esto muchas 

veces resulta en que la decoración del microorganismo con nanopartículas resulte una aproximación más sencilla 

y directa, pudiendo implementarse simplemente a partir de una incubación de las células con el 
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nanomaterial379,380. Por el contrario, la generación de las esporas artificiales puede proceder de forma más 

compleja, pudiendo incluso requerir una modificación de la membrana del microorganismo que permita la 

formación de la estructura381.  

La decoración de la superficie de los microorganismos con nanopartículas es frecuentemente utilizada en 

biomedicina para imagenología382 y delivery de fármacos383 o en biorremediación, para la degradación de 

contaminantes376. Esta aproximación requiere de una meticulosa selección de las nanopartículas a utilizar, 

considerando la naturaleza de las mismas, el tipo de interacción que se buscará establecer con el 

microorganismo, y la aplicación que tendrá el producto resultante. Las nanopartículas tienen naturalezas 

diversas, pudiendo encontrarlas de origen orgánico, inorgánico o basadas únicamente en carbono384. Las 

nanopartículas de origen orgánico están compuestas por proteínas, carbohidratos, lípidos, polímeros, o cualquier 

otro tipo de molécula orgánica. Las inorgánicas por su parte están compuestas por materiales como la cerámica, 

los metales y los materiales semiconductores. Aquellas que son basadas solamente en carbono solo se 

componen de átomos de este elemento, como por ejemplo los fullerenos, las nanopartículas de carbono negro y 

los quantum dots de carbono. Cada tipo de nanopartícula puede además estar funcionalizada con distintas 

moléculas, añadiéndole más complejidad a su superficie. Es por esta razón que las nanopartículas poseen 

propiedades únicas que pueden ser incorporadas a los microorganismos a través de su integración a la superficie, 

lo que hace de esta una estrategia muy versátil.  

La incorporación de nanopartículas magnéticas a la superficie de distintos microorganismos es un claro ejemplo 

de este tipo de aplicaciones, siendo generalmente implementada para mejorar la separación y reutilización de los 

microorganismos decorados luego de su utilización. De esta forma, levaduras de las especies S. cerevisiae y Pichia 

pastoris, o la bacteria Pseudomonas sp. W1, han sido eficientemente separadas de su medio de reacción luego de 

ser empleadas en la producción de etanol385 y seroalbúmina humana386, o para la degradación del contaminante 

Di-n-butil ftalato387, respectivamente. Por otro lado, las propiedades ópticas de nanopartículas de materiales 

fotoelectrónicos como el oro pueden ayudar a incrementar las actividades metabólicas de ciertos 

microorganismos. La decoración de la bacteria reductora de metales Shewanella algae con este tipo de 

nanopartículas permitió mejorar la producción in situ del fármaco antineoplásico Terodotoxina en modelos 

animales, al ser sometida a un láser388.  

Por otro lado, la formación de esporas artificiales o nanoencapsulación es otra estrategia novedosa para mejorar 

la estabilidad y el desempeño de los microorganismos381,389. Esta aproximación surge a partir de la búsqueda de 

imitar el proceso natural de esporulación que ocurre en una variedad de microorganismos, resultando en la 

formación de estructuras protectoras390. Este tipo de estructuras artificiales pueden ser generadas a partir de 

materiales como la sílica, los fosfatos de calcio, diversos polímeros, o compuestos de coordinación por 

metales391.  
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Youn et al. describieron dos generaciones de esporas artificiales, la primera corresponde a las esporas pasivas o 

“passive shells” y la segunda a esporas activas o “active shells”392. Las esporas de la primera generación son 

aquellas cuyas principales propiedades son la durabilidad y la permselectividad, ya sean de naturaleza estática o 

degradable, están enfocadas principalmente en la citoprotección. Ejemplos de este tipo de esporas encuentran 

aplicación en la industria alimenticia, en el recubrimiento de probióticos para mejorar su delivery, protegiéndolos 

de las condiciones hostiles del tracto gastrointestinal393,394. Por otro lado, la segunda generación de esporas se 

denomina activa debido a que incorpora propiedades que van más allá de la citoprotección, con la capacidad 

añadida de poder llevar a cabo reacciones químicas que no son endógenas a las células que contienen. Algunas 

de estas esporas han sido eficientemente utilizadas para la inmovilización de enzimas en su superficie, 

posibilitando la ocurrencia de reacciones que pueden desde reconfigurar la conectividad metabólica y alterar 

positivamente los entornos celulares, hasta permitir la obtención de compuestos de valor agregado392,395. Esta 

última aplicación biocatalítica es particularmente interesante, pudiendo combinar reacciones catalizadas por el 

microorganismo encapsulado, con las catalizadas por la o a las enzimas ancladas en la superficie.  

La decoración de microorganismos con nanopartículas junto con la nanoencapsulación son estrategias altamente 

interesantes para su implementación en biocatálisis. Las mismas no solamente pueden dar lugar a catalizadores 

más resistentes y con menos restricciones difusionales, sino que los materiales que se incorporan a la superficie 

microbiana añaden características nuevas que pueden dar lugar a la obtención de productos de valor agregado. 

Sin embargo, la aplicación de estas técnicas en biocatálisis aún no ha sido explotada completamente, lo que hace 

de este un nicho de investigación altamente relevante. En la Tabla 14 se puede observar un compendio de algunos 

de los ejemplos disponibles sobre la temática.  

Tabla 14. Ejemplos de aplicación de técnicas de modificación de la superficie de microorganismos con fines biocatalíticos. (Continuación) 

Producto Biocatalizador/es inmovilizado/s Técnica de inmovilización 
Material incorporado a la 

superficie 
Ref. 

L-fenilacetilcarbinol S. cerevisiae CEN.PK113-7D Decorado con nanopartículas Nanopartículas magnéticas de Fe3O4 380 

Tetrodotoxina Shewanella algae K3259 Decorado con nanopartículas Nanopartículas de oro 388 

ABTS oxidado 
S. cerevisiae + β-gal + Glucosa oxidasa + 

HRP 

Nanoencapsulación/Preparación de 

esporas artificiales 

Fe3+ y ácido benzeno-1,3,5-

tricarboxílico (BTC) 
395 

Etanol S. cerevisiae Decorado con nanopartículas 
Nanopartículas magnéticas de Fe3O4 

recubiertas con L-lisina 
385 

Maltosa E. coli + α-amilasa-PEG4-colesterol 
Nanoencapsulación/Preparación de 

esporas artificiales 
Pluronic L-121 396 

(R)-benzoína 

 

E. coli SG13009 que expresa una 

benzaldehído liasa de Pseudomonas 

fluorescens Biovar I 

Nanoencapsulación/Preparación de 

esporas artificiales 
Silicona hidrofóbica o hidrofílica 397 

 

E. coli que expresa una benzaldehído 

liasa 

Nanoencapsulación /Preparación de 

esporas artificiales 
Dopamina y N-oleoil dopamina 398 
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Tabla 14. Ejemplos de aplicación de técnicas de modificación de la superficie de microorganismos con fines biocatalíticos. (Continuación) 

Producto Biocatalizador/es inmovilizado/s Técnica de inmovilización 
Material incorporado a la 

superficie 
Ref. 

n-Octil caprilato 

E. coli que expresa una alcohol 

deshidrogenasa de Bacillus 

stearothermophilus + E. coli que expresa 

CalB 

Nanoencapsulación /Preparación de 
esporas artificiales 

Dopamina y  N-oleoil dopamina 398 

     

1-feniletanol 
E. coli que expresa una alcohol 

deshidrogenasa de Rhododcoccus ruber 

Nanoencapsulación /Preparación de 

esporas artificiales 
Dopamina y N-oleoil dopamina 398 

(R)-2-Hidroxi-1-fenil-

propanona 

E. coli que expresa una alcohol 

deshidrogenasa de Bacillus 

stearothermophilus + E. coli que expresa 

una benzaldehído liasa 

Nanoencapsulación /Preparación de 

esporas artificiales 
Dopamina y N-oleoil dopamina 398 

En el caso de las bacterias del género Gluconobacter, no se han encontrado ejemplos en los que se utilicen el 

decorado de la superficie con nanopartículas o la formación de esporas artificiales con fines biocatalíticos. Por 

esta razón, y dadas las ventajas asociadas a la implementación de estas técnicas, resulta de especial interés 

evaluar la aplicabilidad de estas tecnologías en este género bacteriano. 

En este capítulo se evaluarán una variedad de técnicas no tradicionales de inmovilización en bacterias del 

género Gluconobacter. Las técnicas estudiadas abarcarán la inmovilización en sílica biomimética, la 

integración a materiales híbridos basados en alginato y nanomateriales, la inmovilización post-impresión en 

estructuras generadas por impresión 3D, y la generación de esporas artificiales a partir de polimerización in 

situ. Dado que cada técnica a aplicar resulta una novedad para este género bacteriano, el objetivo es 

contribuir al conocimiento en la inmovilización de estos microorganismos, con especial énfasis en una 

potencial aplicación industrial de los preparados obtenidos.  
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3.2. Materiales y métodos 

3.2.1. Cepas bacterianas 

Las cepas de Gluconobacter utilizadas fueron Gox, Gfr, y Gox-mCherry. Las mismas fueron mantenidas en placas 

de medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 

g/L, pH 6,5) a 30 °C, con el agregado de kanamicina 50 µg/mL para el caso del mutante Gox-mCherry.  

3.2.2. Reactivos generales 

La glucosa, el glicerol, el K₂HPO₄, el HCl, el CaCl2.2H2O y el NaH2PO4 fueron de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, 

Francia). El  extracto de levadura y la triptona fueron de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido). La peptona fue de 

PanReac AppliChem (Barcelona, España). El MgSO₄.7H₂O fue de J.T. Baker (Pensilvania, EE. UU.). El KH₂PO₄ y el 

FeCl3 fue de Macron Chemicals (Pensilvania, EE. UU.). El tetrametil ortosilicato (TMOS) fue de Merck (Darmstadt, 

Alemania). El ácido tánico (TA) y el alginato fueron de Sigma (Illinois, EE. UU.). La MT fue de Aldrich (Vermont, EE. 

UU.) La kanamicina y la polietilenimina (PEI) 1300 MW fueron de fue de Sigma-Aldrich (Misuri, EE. UU.).  

3.2.3. Inmovilización bacteriana en sílica biomimética 

Se mezclaron pellets de Gfr (20 mg de peso seco de células) con distintos volúmenes de PEI 1300 MW 10%, pH 8,0, 

tampón fosfato de sodio 5 mM, pH 8,0 y  TMOS hidrolizado (0,9 M) de acuerdo a la Tabla 15. 

Tabla 15. Composición de las mezclas de síntesis de inmovilización en sílica biomimética de Gfr. 

Volumen final de 

reacción (mL) 

PEI 10%, pH 

8,0 (mL) 

Tampón fosfato de 

sodio 5 mM, pH 8,0 (mL) 

TMOS hidrolizado (mL) 

0,59 0,05 0,44 0,1 

14,75 1,25 11 2,5 

29,50 2,5 22 5 

El TMOS hidrolizado se obtuvo en todos los casos a partir de la mezcla de 6 mL de HCl 1 mM y 942 µL de TMOS que 

fue mezclada con un vórtex antes de su utilización. El proceso de inmovilización se comenzó poniendo en contacto 

el pellet bacteriano con la PEI 10% y el tampón fosfato de sodio 5 mM por 15 minutos en un agitador de rodillos a 

21ºC. Pasado ese tiempo se agregó el TMOS hidrolizado y se volvió a poner la mezcla en un agitador de rodillos a 

21ºC por 45 minutos. Al finalizar la síntesis se llevó a cabo una centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos y se 

descartó el sobrenadante. Se llevaron a cabo dos lavados con agua destilada con un 15% del volumen de síntesis, 

en todos los casos descartando el sobrenadante. 
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3.2.4. Análisis por SEM de inmovilizados en sílica biomimética y células libres 

Las muestras de Gfr libre e inmovilizado en sílica biomimética se visualizaron mediante microscopía electrónica 

de barrido (SEM) de emisión de campo de alta resolución con un microscopio Quanta FEG 250 de Thermo Fisher 

Scientific (Massachusetts, EE. UU.) en condiciones de bajo vacío con un voltaje de haz de 20 kV y un aumento de 

entre 10000x y 40000x. 

3.2.5. Síntesis de SiNPs para la obtención de preparados híbridos 

La síntesis de las SiNPs se llevó a cabo según lo descrito por Jackson et al.31. Se preparó una mezcla de 20 mL de 

tampón de fosfato de sodio 100 mM pH 8,0, 5 mL de PEI MW 1300 5% y 5 mL de TMOS previamente hidrolizado, en 

un tubo de 50 mL. La hidrólisis del TMOS se realizó agregando 942 µL de TMOS a 6 mL de HCl 1 mM y luego 

mezclando la solución resultante usando un vórtex. Tras la adición de TMOS hidrolizado, se formaron 

inmediatamente SiNPs. Para eliminar cualquier reactivo restante presente en el sobrenadante de la reacción de 

síntesis, la suspensión de SiNPs se centrifugó a 5000 rpm durante 10 minutos y se lavó tres veces con 30 mL de 

agua destilada. 

3.2.6. Inmovilización bacteriana en alginato y preparados híbridos de alginato y nanomateriales 

Para la preparación de esferas de alginato, se mezclaron 20 mg de peso seco de células (de Gfr o Gox) con 2 mL 

de alginato al 6% y 1 mL de agua (para el caso de la preparación A4), o 1 mL de MT (30 o 120 mg/mL) (para el caso 

de las preparaciones A4M1 y A4M4), o SiNPs (30 o 120 mg/mL) (para el caso de las preparaciones A4S1 y A4S4), 

obteniendo una concentración final de alginato del 4%. Las mezclas conteniendo las células se añadieron gota a 

gota utilizando una bomba de jeringa (20 µL/s) a 30 mL de CaCl2 50 mM. Las esferas resultantes se incubaron 

durante 1 hora a 4 °C, se separaron con un colador y se lavaron con agua destilada. Las dimensiones de todas las 

preparaciones inmovilizadas se midieron utilizando el programa ImageJ (V 1.53e) de los Institutos Nacionales de 

la Salud (Maryland, EE. UU.). 

3.2.7. Análisis por SEM de preparados de alginato y preparados híbridos de alginato y nanomateriales 

Las esferas se congelaron en nitrógeno líquido y posteriormente se fracturaron. Se eliminó el hielo de la muestra 

fracturada mediante sublimación al vacío (secado por congelación) utilizando un liofilizador LyoQuest de Telstar 

(Barcelona, España). A continuación, las muestras se visualizaron mediante SEM ambiental de emisión de campo 

de alta resolución con un microscopio Quanta FEG 250 de Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, EE. UU.) en 

condiciones de bajo vacío con un voltaje de haz de 10 kV y un aumento de 100x o 1600x. 
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3.2.8. Análisis de textura de preparados de alginato y preparados híbridos de alginato y nanomateriales 

Los análisis se llevaron a cabo utilizando un analizador de textura TA.XT.Plus de Stable Micro Systems (Surrey, 

Reino Unido). Se evaluaron 10 esferas para cada condición (A4, A4M1, A4M4, A4S1 o A4S4). La sonda utilizada fue 

una P2 cilíndrica y la carga de la celda fue de 5 kg. El modo de prueba fue compresión, la velocidad previa a la 

prueba fue de 5 mm/s, la velocidad de prueba fue de 1 mm/s y la velocidad posterior a la prueba fue de 5 mm/s. El 

modo objetivo se estableció en Tensión (100 %). El tipo de disparo se configuró como Automático (Fuerza) y la 

fuerza de disparo fue de 1 N. El modo de interrupción se configuró en Nivel y la sensibilidad de interrupción fue de 

10 g. Los análisis estadísticos de varianza (ANOVA) se realizaron utilizando el programa Prism (V 8.0.1) de 

GraphPad Software (California, EE. UU.). 

3.2.9. Análisis por microscopía confocal de fluorescencia de preparados de alginato y preparados 

híbridos A4S4 

Los preparados inmovilizados de alginato, y de matrices híbridas de alginato y nanomateriales, se analizaron 

mediante microscopía confocal utilizando un microscopio Zeiss LSM 800 de Zeiss (Oberkochen, Alemania). Las 

matrices híbridas y de alginato que contenían la cepa fluorescente Gox-mCherry se montaron enteras en agua 

destilada. Se utilizó un objetivo de inmersión en aceite x63 (apertura numérica de 1,3) para adquirir pilas Z, y se 

crearon proyecciones de intensidad máxima de las secciones ópticas con el programa ImageJ (V 1.53e) de los 

Institutos Nacionales de la Salud (Maryland, EE. UU.). 

3.2.10. Inmovilización bacteriana en cubos obtenidos por impresión 3D 

Los cubos fueron impresos en el Laboratorio del Dr. Simone Dimartino en la Universidad de Edimburgo. La 

composición del material utilizado para su obtención, denominado material A, se puede observar en la Tabla 16. 

Tabla 16. Composición del material A, utilizado para la impresión de soportes de inmovilización. 

 
Material A 

  Componente % (v/v) 

Monómero 1 Cloruro de 2-metacriloil oxietil trimetilamonio 12 

Monómero 2 Hidroxietil metacrilato 12 

Entrecruzante Etilenglicol dimetacrilato 16 

Porógeno Ciclohexanol y dodecanol 60 

Se tomaron 6 cubos y se lavaron con 25 mL agua mQ estéril, repitiendo el procedimiento 3 veces. Paralelamente 

se prepararon precultivos de Gfr realizados en 3 mL en medio de glucosa (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 

g/L, D-glucosa 5 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5) a 30 °C y 180 rpm durante 16 h. Se inoculó un cultivo de 250 mL 

con 6 mL de precultivo de Gfr y se incubó a 30 °C y 200 rpm en matraz de 1 L conteniendo medio de cultivo con 
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glicerol (glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH2PO4 0,9 g/L, K2HPO4 0,1 g/L, MgSO4.7H2O 1 

g/L, pH 6,0). Cuando el cultivo alcanzó un valor de DO600 nm de 0,6 se agregaron los 6 cubos al matraz en condiciones 

asépticas. Se incubó el cultivo con los cubos a 30 °C y 200 rpm hasta obtener un valor de DO600 nm de 1. 

Posteriormente, los cubos se volvieron a lavar con 25 mL agua estéril, repitiendo el procedimiento 3 veces.  

3.2.11. Inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D utilizando un reactor SpinChem de lecho 

rotatorio 

Las estructuras impresas para su utilización en el reactor de lecho rotatorio SpinChem de 200 mL fueron 

preparadas en el mismo material que los cubos previamente utilizados (sección “3.2.10. Inmovilización bacteriana 

en cubos obtenidos por impresión 3D”, Tabla 16). Nuevamente, esta tarea fue llevada a cabo por el grupo de 

investigación del Dr. Simone Dimartino en la Universidad de Edimburgo. Para la inmovilización de Gfr se llevaron a 

cabo precultivos de 3 mL en medio de glucosa (5 g/L de peptona, 5 g/L de extracto de levadura, D-glucosa 5 g/L, 

MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,5), que fueron incubados a 30 °C y 200 rpm durante 24 horas. La inmovilización de las 

bacterias se llevó a cabo inoculando 300 mL de medio de glicerol (glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de 

levadura 1 g/L, KH2PO4 0,9 g/L, K2HPO4 0,1 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6,0) con 3 mL de precultivo con un valor de 

DO600 nm de 3. El crecimiento de Gfr se llevó a cabo dentro del reactor a 30 °C, 120 rpm, 8 L/min de aireación, durante 

72 horas, en presencia de las piezas obtenidas por impresión 3D. Al finalizar el crecimiento, se determinó la DO600 

nm alcanzada. Luego, las piezas y el reactor se lavaron dos veces con 300 mL de agua estéril durante 10 minutos, a 

30 °C y 120 rpm, sin aireación, midiendo la DO600 nm resultante del agua de lavado.  A continuación, se añadieron 

nuevamente 300 mL del medio de glicerol antes mencionado y se incubaron las piezas con Gfr inmovilizado en 

medio fresco durante 24 horas. Nuevamente, luego del crecimiento se determinó la DO600 nm alcanzada. Las piezas 

y el reactor fueron luego lavadas dos veces con 300 mL de agua estéril durante 10 minutos, a 30 °C y 120 rpm, sin 

aireación, midiendo la DO600 nm resultante del agua de lavado. 

3.2.12. Evaluación indirecta de la inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D para su 

utilización en un reactor SpinChem de lecho rotatorio 

El protocolo a detallar a continuación se elaboró a partir del reportado por Dikshit et al.324. Se llevó a cabo la 

inmovilización de Gfr en 4 piezas obtenidas por impresión 3D en el reactor de lecho rotatorio tal como se describió 

en la sección “3.2.11. Inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D utilizando un reactor de lecho 

rotatorio”. A modo de control se incubó una de las piezas previamente autoclavada en 75 mL de medio de cultivo 

de glicerol (glicerol 100 g/L, peptona 9 g/L, extracto de levadura 1 g/L, KH2PO4 0,9 g/L, K2HPO4 0,1 g/L, MgSO4.7H2O 

1 g/L, pH 6,0) estéril. Se incubó la pieza a 30ºC y 80 rpm por 24 horas. Se tomó una pieza con Gfr inmovilizado y la 

pieza control, y se lavaron 2 veces con 2 mL de agua destilada estéril. Luego de los lavados se colocó cada pieza 

en un tubo de 50 mL con 10 mL de agua mQ estéril y se procedió a sonicar durante 5 minutos (amplitud 30%, 5 s 

on, 2 s off) utilizando un sonicador Vibra-cell VCX 130 de Sonics (Connecticut, EE. UU.). Luego de transcurrido ese 
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tiempo se tomaron muestras de 1 mL de los sobrenadantes obtenidos y se centrifugaron a 13000 rpm por 2 min. 

Se cuantificó la cantidad de proteína presente en los sobrenadantes por el método del ácido bicinconínico (BCA) 

utilizando el kit de Millipore (Massachusetts, EE. UU.) de acuerdo con las especificaciones del fabricante. 

3.2.13. Análisis por SEM de soportes obtenidos por impresión 3D para su utilización en un reactor 

SpinChem de lecho rotatorio 

En primer lugar, las piezas se fijaron utilizando glutaraldehído al 2,5% en tampón fosfato (pH 7,2) durante un tiempo 

adecuado para asegurar la fijación de las bacterias. Posteriormente, se realizaron lavados con tampón fosfato para 

eliminar el exceso de glutaraldehído. A continuación, se deshidrataron las muestras mediante un tratamiento en 

etanol con concentraciones crecientes de 50%, 70%, 90% y 100%, repitiendo la deshidratación en 100% dos 

veces. Este procedimiento fue seguido por un secado de punto crítico utilizando un equipo Denton Vacuum de 

Denton (Nueva Jersey, EE. UU.), que consistió en cinco recambios de 20 minutos, luego 10 minutos y, finalmente, 

5 minutos, para evitar la formación de meniscos que podrían dañar la morfología de las bacterias inmovilizadas. 

Finalmente, las piezas se montaron sobre tacos metálicos y se metalizaron con oro puro durante 120 segundos a 

30 mA mediante un sistema de sputtering Denton Vacuum Desk II de Denton (Nueva Jersey, EE. UU.). Las muestras 

fueron observadas utilizando un microscopio electrónico de barrido Jeol JSM 5900 LV de Jeol (Tokio, Japón). La 

preparación de muestras y la adquisición de imágenes fue llevada a cabo por la Unidad de Microscopia Electrónica 

de Barrido de la Facultad de Ciencias (UdelaR, Montevideo, Uruguay).  

3.2.14. Inmovilización bacteriana a partir de la formación de esporas artificiales  

Se preparó una suspensión de 20 mg de peso seco de células de Gox en 4,90 mL de agua destilada. A la suspensión 

se le agregaron 500 µL de TA 40 mg/mL y se mezcló utilizando un vórtex durante 10 s. A la suspensión resultante se 

le añadieron 500 µL de FeCl3 10 mg/mL y nuevamente se mezcló usando un vórtex por 10 segundos. La suspensión 

celular resultante fue centrifugada por 5 min a 5000 rpm y se descartó el sobrenadante. El pellet fue nuevamente 

resuspendido en 4,9 mL de agua y se repitió la adición de TA y FeCl3 como se describió anteriormente. Luego la 

suspensión celular fue nuevamente centrifugada por 5 min a 5000 rpm. Se realizó un lavado con 4,9 mL de agua 

destilada. El pellet resultante de GoxTAFe se mantuvo en hielo hasta su uso. 

3.2.15. Análisis por TEM de bacterias libres y esporas artificiales de Gox  

Se llevaron a cabo análisis por microscopía electrónica de transferencia (TEM) de las bacterias libres y cubiertas 

con el polímero TAFe. La fijación física de muestras se realizó con un sistema de congelación de alta presión Leica 

HPM100 de Leica Microsystems (Wetzlar, Alemania) utilizando 20% de seroalbúmina bovina (BSA) en el medio de 

cultivo como crioprotector. El embebido a baja temperatura se llevó a cabo con un sistema automático de 

sustitución de congelación Leica EM AFS2 de Leica Microsystems (Wetzlar, Alemania) en una solución de 2% de 

acetato de uranilo/acetona de Electron Microscopy Systems (Pensilvania, EE. UU.) y un kit de baja viscosidad Spurr 
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de Sigma-Aldrich (Massachusetts, EE. UU.). Las resinas se curaron a 60ºC en un horno de vacío Bioblock Scientific 

45001 de ThermoFisher (Massachusetts, EE. UU.) durante 48 horas. El corte ultrafino de los bloques de resina se 

realizó con un ultramicrótomo Leica EM UC7 de Leica Microsystems (Wetzlar, Alemania) utilizando un cuchillo de 

diamante Diatome Ultra 35º de Diatome (Nidau, Suiza) a un grosor de 100 nm y se colocaron sobre rejillas de cobre 

de 75 aberturas de Ted Pell (California, EE. UU.) post-teñidas con una solución de citrato de plomo (Pensilvania, 

EE. UU.) durante 30 segundos. Las imágenes se adquirieron con un microscopio Jeol JEM 1400PLUS de Jeol (Tokio, 

Japón) operado a un voltaje de aceleración de 80 kV equipado con una fuente LaB6. Las imágenes fueron tomadas 

por el grupo de investigación del Dr. Fernando López-Gallego (CICBiomaGUNE, San Sebastián, España). 

3.2.16. Análisis por microscopía confocal de esporas artificiales de Gox con GFP-His inmovilizada en su 

superficie 

Este análisis fue llevado a cabo por el grupo de investigación del Dr. Fernando López-Gallego del CIC BiomaGUNE. 

Se descongelaron y resuspendieron pellets congelados de E. coli que expresa His-GFP en Tampón C (25 mM Tris-

HCl, 50 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,0). La suspensión celular se sonicó a 4ºC durante 20 minutos (amplitud 

30%, 5 s on, 5 s off) utilizando un sonicador Sonopuls HD 4100 de Bandelin (Berlín, Alemania). Los restos celulares 

se descartaron mediante centrifugación a 14,000 g durante 30 minutos a 4ºC y se conservó el extracto crudo 

soluble. El sobrenadante se cargó en una resina de agarosa activada con cobalto (IDA-Co2+). Antes de la 

purificación, la columna se equilibró y se lavó con el Tampón C, luego la resina se incubó con el extracto crudo en 

batch durante 1 hora a 4ºC (1:10 resina/proteína). A continuación, la resina con la proteína unida se lavó con el 

Tampón C, y la enzima se eluyó finalmente con el Tampón D (Tampón C + 500 mM imidazol). Las proteínas se 

filtraron en gel utilizando columnas PD-10 de GE Healthcare (Illinois, EE. UU.) para eliminar el imidazol y cambiar 

la proteína al Tampón E (Tampón C sin imidazol). Se añadieron 500 µL de la solución de proteína pura a 1 mg/mL a 

un pellet de 0,4 mg de peso seco de GoxTAFe. La suspensión se incubó durante 1 hora a 4 °C en un agitador 

rotatorio. Después de la incubación, se realizaron tres lavados con 1 mL de Tris-HCl 25 mM, pH 7,0. En cada lavado, 

la suspensión se centrifugó a 4800 g durante 2 minutos y el sobrenadante se descartó. La funcionalización previa 

del portaobjetos μ-Slide 8 Well Glass Bottom de Ibidi (Gräfelfing, Alemania) se realizó con polilisina 0,01%, 

incubando durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron con agua mQ y se colocaron las 

muestras directamente encima. La fluorescencia de las proteínas GFP-His y mCherry se siguió utilizando 

microscopía confocal de barrido láser con un microscopio ZEISS LSM 880 de Zeiss (Oberkochen, Alemania) y un 

objetivo de inmersión de 63x (Plan-Apochromat, 0,8) usando aceite, empleando óptica adaptativa de reflexión 

(detector GaAsP) y un detector de transmisión láser de 633 nm. La excitación de los láseres fue de λex= 488 nm 

para GFP y λex=561 nm para mCherry. El procesamiento de imágenes confocales se realizó utilizando el paquete 

FIJI para el programa ImageJ de los Institutos Nacionales de Salud (Maryland, EE. UU.). Las imágenes fueron 

tomadas por el grupo de investigación del Dr. Fernando López-Gallego (CICBiomaGUNE, San Sebastián, España). 
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3.2.17. Biotransformaciones de glicerol a AG y DHA por preparados inmovilizados en matraces 

Las biotransformaciones de glicerol con las distintas preparaciones inmovilizadas se llevaron a cabo en matraces 

de 250 mL que contenían 30 mL de 50 g/L de glicerol en agua (para reacciones con Gox inmovilizado) o 200 g/L de 

glicerol en agua (para reacciones con Gfr inmovilizado). Para el caso de las reacciones llevadas a cabo con los 

cubos obtenidos por impresión 3D, el volumen de reacción fue de 15 mL. El inóculo de cada reacción fue 20 mg de 

peso seco de células inmovilizados en los distintos soportes, exceptuando el caso de los cubos obtenidos por 

impresión 3D, en los que se estimó un inóculo de 1,76 mg de peso seco de células. En todos los casos las 

reacciones se llevaron a cabo a 30 °C y 200 rpm. Se tomaron muestras de las reacciones periódicamente y se 

analizaron por HPLC de acuerdo a los protocolos detallados en las secciones “1.2.9. Preparación general de 

muestras para análisis por HPLC” y “1.2.10. Análisis por HPLC convencional”. En los casos que se determinó la 

turbidez del medio de reacción, se llevó a cabo un análisis por espectrofotometría a 600 nm, utilizando un 

espectrofotómetro Shimadzu UV-1800 de Shimazdu (Kioto, Japón).  

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo al menos por duplicado. 

3.2.18. Estudios de reutilización de células libres y preparados inmovilizados en matraces 

Las células libres e inmovilizadas se reutilizaron hasta 8 veces en reacciones de 24 h. Al finalizar cada ciclo 

productivo se tomaron muestras para su análisis por HPLC de acuerdo a lo especificado en las secciones “1.2.9. 

Preparación general de muestras para análisis por HPLC” y “1.2.10. Análisis por HPLC convencional”. Para las 

células libres, las inmovilizadas en sílica biomimética y las esporas artificiales de TAFe, luego de cada uso fueron 

centrifugadas a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y el sobrenadante fue descartado. Se realizó un lavado 

resuspendiendo el pellet en 5 mL de agua destilada, seguido de una nueva centrifugación en las mismas 

condiciones. Se descartó el sobrenadante y el pellet fue colocado en un matraz de 250 mL que contenía 30 mL de 

50 g/L de glicerol en agua (para reacciones con Gox) o 200 g/L de glicerol en agua (para reacciones con Gfr). Para 

las células inmovilizadas en alginato o en el soporte híbrido A4S4, las esferas se recogieron del matraz de reacción 

utilizando un colador y se lavaron una vez con 10 mL de agua destilada. Después del lavado, las esferas se 

colocaron en un matraz de 250 mL que contenía 30 mL de 50 g/L de glicerol en agua (para reacciones con Gox 

inmovilizado) o 200 g/L de glicerol puro en agua (para reacciones con Gfr inmovilizado). La actividad residual se 

calculó de acuerdo a la siguiente ecuación: 

𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 ( %) =
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝑢𝑠𝑜 𝑥 (𝑔/𝐿)

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑐𝑡𝑜 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜 𝑒𝑛 𝑢𝑠𝑜 1 (𝑔/𝐿)
× 100 

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo al menos por duplicado. 
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3.2.19. Biotransformación de glicerol a AG y DHA por preparados inmovilizados utilizando soportes 

obtenidos por impresión 3D en un reactor SpinChem de lecho rotatorio 

Las reacciones de biotransformación se llevaron a cabo con 300 mL de medio de reacción (glicerol 200 g/L en 

agua), sin esterilidad. Las condiciones de operación fueron 30 °C, 200 rpm y aireación 8 L/min. Se tomaron 

muestras periódicamente que fueron analizadas por HPLC de acuerdo con lo especificado en las secciones “1.2.9. 

Preparación general de muestras para análisis por HPLC” y 1.2.10. “Análisis por HPLC convencional”. 

Las reacciones fueron llevadas a cabo por duplicado de forma asincrónica. 
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3.3. Resultados y discusión  

La inmovilización de bacterias para biotransformaciones es un área de interés por la gran variedad de ventajas 

operacionales que otorga a los procesos productivos. Esto, sumado a la necesidad de alcanzar productividades 

de relevancia industrial, lleva al constante desarrollo de matrices y estrategias de inmovilización que permitan 

generar biocatalizadores robustos y altamente activos.  

Como se mencionó en la introducción de este capítulo, la inmovilización de bacterias del género Gluconobacter 

no es una excepción, ya que se pueden encontrar sendos ejemplos de publicaciones que abordan la 

implementación de este recurso para la producción de una variedad de compuestos de relevancia. Sin embargo, 

cabe volver a destacar que frecuentemente, las matrices de inmovilización utilizadas para la inmovilización de 

Gluconobacter constituyen polímeros naturales como el alginato que presentan una serie de desventajas a la hora 

de la preparación de biocatalizadores. Los problemas difusionales encontrados por sustratos y productos, y la 

baja estabilidad operacional de los mismos limita la aplicabilidad de los preparados obtenidos. 

Por esta razón, el desarrollo de nuevas matrices y estrategias de inmovilización para Gluconobacter con 

propiedades mejoradas resulta de especial interés. A continuación se detallan los esfuerzos realizados para 

inmovilizar las cepas Gfr y Gox en una variedad de matrices de inmovilización novedosas, que podrían resultar en 

preparados inmovilizados con perspectiva de uso industrial para una variedad de biotransformaciones. 

Inmovilización en sílica biomimética 

La inmovilización de biocatalizadores, especialmente enzimas, en soportes de sílica es una práctica común para 

aumentar la estabilidad y reusabilidad de las preparaciones. Usualmente, este tipo de inmovilización procede en 

condiciones suaves, otorgando estructuras biocompatibles con altas estabilidades térmicas, mecánicas y 

operacionales399. Al igual que a las enzimas, la integración de microorganismos a estructuras basadas en sílica 

puede otorgarles una serie de ventajas operacionales que resulten beneficiosas para su uso en biocatálisis. La 

incorporación de materiales silíceos a la superficie de los microorganismos puede potencialmente proceder a 

través de dos formas. La primera de ellas consiste en la formación previa de estructuras, como por ejemplo 

nanopartículas, que posteriormente se depositan en la superficie bacteriana a través de interacciones de distintas 

naturalezas. La segunda involucra formación de estructuras de tipo cápsula, que se generan de novo sobre el 

microorganismo.  

La mayoría de la literatura que asocia SiNPs con microorganismos tiende a estar relacionada a su aplicación como 

agentes antimicrobianos400,401. Sin embargo, esto no se debe principalmente a las características de la sílica como 

tal, sino a la fácil preparación de derivados basados en sílica que incorporan otros agentes antimicrobianos, como 

fármacos o metales. De hecho, hasta el momento no se ha explorado la posibilidad de decorar microorganismos 
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con este tipo de nanopartículas con fines biocatalíticos. Sin embargo, existen antecedentes de preparación de 

cápsulas citocompatibles basadas en sílica para el recubrimiento de microorganismos como algas unicelulares 

del género Chlorella402 o bacterias como Zymomonas mobilis403, siendo este último un ejemplo de aplicación en 

biocatálisis para la obtención de etanol. Estos recubrimientos aportaron protección frente a la temperatura, 

mientras que en el caso de Z. mobilis también fueron estabilizantes frente a pH, y permitieron un uso sostenido a 

lo largo de 10 ciclos catalíticos, manteniendo los rendimientos por encima del 90%. 

Nuestro grupo de investigación posee un amplio expertise en la síntesis de distintos tipos de nanopartículas de 

sílica biomimética, especialmente para la preparación de derivados enzimáticos para su uso en 

biocatálisis31,334,404–407. Sin embargo, hasta el momento los protocolos de inmovilización desarrollados no han sido 

aplicados a bacterias. En ese entendido, considerando la potencialidad de los recubrimientos basados en sílica 

para mejorar las propiedades de los biocatalizadores de célula entera, se buscó evaluar la posibilidad de 

incorporar estructuras de sílica a Gluconobacter. En base a lo discutido anteriormente, los protocolos a aplicar 

podrían resultar en la decoración de la superficie de las bacterias con nanopartículas de sílica, o en la generación 

de cápsulas que formen una malla alrededor de la superficie bacteriana (Esquema 19).  

 

Esquema 19. Posibles productos de la inmovilización bacteriana en sílica biomimética. 

Para estos experimentos se utilizó la cepa Gfr y la reacción de oxidación de glicerol hacia AG y DHA como modelos 

de aplicación de esta técnica. Dentro de los distintos protocolos disponibles para la preparación de SiNPs, la 

combinación del polímero aminado PEI con el precursor TMOS, en presencia de iones fosfato, es uno de los más 

sencillos y efectivos. Las condiciones suaves de reacción (temperatura ambiente y tampón fosfato de sodio a pH 

8,0) hacen de estos protocolos una opción ideal para la inmovilización de biocatalizadores. Tomando como 

inspiración las silafinas utilizadas por las diatomeas en la naturaleza para precipitar la sílica, el agregado de una 

molécula aminada como la PEI induce el proceso de biomineralización a partir de un precursor silíceo, en este 

caso el TMOS hidrolizado31. Considerando que a pH 8,0 los grupos aminos del polímero PEI están cargados 

positivamente, y considerando que los lipopolisacáridos (LPS) presentes en la membrana externa de bacterias 
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Gram-negativas como Gfr poseen carga negativa31,414, es probable que el polímero recubra las bacterias mediante 

interacciones electrostáticas. Una vez establecidas estas interacciones, el agregado del precursor silíceo podría 

conducir a la formación de estructuras que recubran las células. Esta hipótesis sirvió como base para desarrollar 

el protocolo de inmovilización que se describirá a continuación. 

En un trabajo reciente de nuestro grupo de investigación, Torres-Herrero et al. observaron que variaciones en los 

tiempos de incubación y la concentración de fosfato en el tampón utilizado para la reacción de síntesis tienen un 

efecto sobre la velocidad de formación y la estructura final de las SiNPs407. Mientras que la síntesis de 

nanopartículas a altas concentraciones de fosfato (100 mM) procede de manera instantánea, a concentraciones 

más bajas (5 mM) se enlentece. En base a esto y con la finalidad de asegurar la integración de la sílica a las 

bacterias, se optó por llevar a cabo una incubación inicial de 15 minutos de las mismas con la mezcla de tampón 

fosfato de sodio 5 mM, pH 8,0 y PEI 5%, seguido de una incubación de 45 minutos luego de la adición del TMOS 

hidrolizado (0,9 M). Como una primera aproximación, se decidió evaluar la inmovilización de 20 mg de Gfr en un 

volumen de mezcla de reacción de 0,59 mL, en base a los volúmenes utilizados en el trabajo mencionado 

anteriormente407. En paralelo, se llevó a cabo un control de síntesis sin el agregado de Gfr. Al finalizar los tiempos 

de incubación estipulados, se observó que en el control no había una formación evidente de SiNPs (Figura A7). A 

nivel macroscópico tampoco fue evidente un cambio en el pellet obtenido luego de la reacción de síntesis con 

bacterias en comparación con un pellet de bacterias libres (Figura 30, paneles a1 y b1). Una observación al 

microscopio de las bacterias libres y las bacterias sometidas al proceso de inmovilización empleando una tinción 

de Gram no mostró diferencias notables entre los preparados (Figura 30, paneles a2 y b2).  

Dado que el control sin bacterias no mostró la formación de estructuras a simple vista, es posible que en estas 

condiciones las mismas no se hayan formado. Adicionalmente, los resultados similares observados en la tinción 

de Gram para las bacterias potencialmente inmovilizadas y las bacterias libres podrían respaldar esta posibilidad. 

Con la finalidad de evaluar si un aumento en el volumen de reacción manteniendo la misma cantidad de bacterias 

daba lugar a resultados distintos, se decidió escalar la reacción 25 y 50 veces, lo que se correspondió con 

volúmenes de reacción de 14,75 y 29,50 mL. 
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Figura 30. Puesta a punto de inmovilización de Gfr en sílica biomimética variando los volúmenes de síntesis. a) Visualización macroscópica de 

los pellets obtenidos luego de la inmovilización. b) Visualización por microscopía óptica de los pellets obtenidos luego de la inmovilización 

empleando una tinción de Gram (100x). 

Al aumentar el volumen de síntesis se hizo evidente la formación de estructuras de sílica, tanto a simple vista como 

a nivel microscópico. En ambos casos, el pellet obtenido luego de la inmovilización fue más voluminoso que el de 

las células libres, aumentando su tamaño junto con el aumento del volumen de reacción (Figura 30, paneles c1 y 

d1). El pellet correspondiente al mayor volumen de síntesis (29,50 mL) presentó además una coloración más 

blanquecina, indicando posiblemente una mayor cantidad de estructuras de sílica formadas. Estos resultados son 

esperados debido a una mayor cantidad de precursor de sílica en el volumen total, junto con un aumento 

proporcional del catalizador de la síntesis (PEI). La falta de generación de material silíceo en volúmenes más 

pequeños puede haber sido determinado por una agitación diferencial con respecto a mayores volúmenes o a 

tiempos de incubación insuficientes tal y como se ha demostrado previamente407, atribuyéndose estos parámetros 

a puntos críticos de la síntesis. 

Tras la tinción de Gram, a nivel microscópico se observaron diferencias con respecto a lo observado para las 

bacterias libres (Figura 30, paneles a2, c2 y d2). En base a un análisis de todo el campo visual de los preparados 

obtenidos, los pellets correspondientes con las diferentes síntesis de estructuras de sílica presentaron agregados 

que se visualizan como cúmulos de células con formas irregulares. La aparición de estos cúmulos, junto con el 

aumento de tamaño en los pellets, indican que se dio la formación de las estructuras de sílica, y que estas 

potencialmente afectaron la organización de las células de Gfr.   

La principal diferencia entre los cúmulos observados para las reacciones de síntesis llevadas a cabo en 14,75 mL 

y 25,90 mL es la densidad aparente de células observadas en cada caso. Los cúmulos observados para la reacción 

de síntesis en 14,75 mL parecen presentar una densidad de células mayor que aquellos observados para la 

reacción de síntesis de 25,90 mL. Esto podría explicarse por una mayor cantidad de estructuras de sílica obtenidas 

V= 29,50 mLV= 14,75 mL V= 0,59 mLBacterias libres

a

2

b c d

1
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en el último caso, que estaría de alguna forma diluyendo la cantidad de células visible en los cúmulos. En base a 

esto, considerando que la síntesis llevada a cabo en un volumen de 14,75 mL presentó evidencia suficiente de 

haber generado un cambio en las células, se seleccionó para continuar con el estudio de esta estrategia. 

Para poder determinar qué tipo de estructuras se formaron a partir de la síntesis, se llevó a cabo un análisis por 

SEM del pellet obtenido en las condiciones seleccionadas, observando además bacterias libres como control 

(Figura 31). Las imágenes obtenidas mostraron una clara diferencia entre las células libres y las inmovilizadas. 

Para el caso de estas últimas se logró visualizar una estructura de tipo red, en la que se observan SiNPs que se 

encuentran organizadas sobre la superficie de las bacterias.  

 

Para evaluar si este recubrimiento de SiNPs aporta ventajas a las células, se estudió la cinética de conversión de 

200 g/L de glicerol con la preparación inmovilizada. Esta concentración de sustrato fue la que otorgó mejores 

resultados en el Capítulo 1 de esta tesis, en lo que respecta a la producción de AG. Como se mencionó con 

anterioridad, este compuesto aún no se obtiene a granel a nivel industrial y tiene un muy alto valor en el mercado 

comparado con la DHA. Por este motivo se decidió utilizar estas condiciones de conversión.  

2 µm

5 µm5 µm

a b

c Figura 31. Imágenes obtenidas por SEM de Gfr 

libre e inmovilizado en sílica biomimética. a) Gfr 

libre (10000x). b) Gfr inmovilizado en sílica 

biomimética (10000x). c) Gfr inmovilizado en 

sílica biomimética (40000x). 
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Luego de 148 h, la producción de AG fue de 6,6 ± 0,4 g/L (Figura 32a), lo que se corresponde a un 29% menos de la 

actividad presentada por las células en reposo en las mismas condiciones, según lo observado en el primer 

capítulo de esta Tesis. Por su parte, la producción de DHA disminuyó de manera más significativa tras la 

inmovilización, ya que al final de la reacción se obtuvieron 2,5 ± 0,1 g/L (Figura 32b), lo que corresponde a una 

disminución del 82% de la capacidad de producción del compuesto por las células. Con respecto a la cinética 

observada, los resultados demuestran que la producción de ambos compuestos alcanza el valor máximo antes de 

las 21 horas de reacción y luego se detiene, manteniéndose en adelante una concentración constante. Este 

comportamiento fue comparable al observado para las células libres en experimentos anteriores. 

En cuanto al consumo del sustrato, se observó una disminución pronunciada en su concentración durante las 

primeras horas de la reacción (Figura 32c), sin una formación equivalente de producto. Este fenómeno se refleja 

claramente en los balances de masas realizados en las distintas muestras tomadas a lo largo de la reacción (Figura 

32d). Dicho comportamiento podría deberse a una adsorción inicial del sustrato por los preparados inmovilizados, 

que luego es transformado en producto o liberado al medio de reacción. El balance de masas final mostró 

porcentajes de moles totales en el sobrenadante cercanos al 100%, lo que sugiere que, al concluir las reacciones, 

no quedaría retenida una cantidad considerable de sustrato o productos en la matriz. 

La capacidad diferencial de producción de los compuestos AG y DHA con respecto a las células libres puede 

potencialmente verse relacionado a una variedad de factores. Por ejemplo, tanto la matriz formada como los 

reactivos presentes en la síntesis pueden haber tenido un efecto negativo sobre las enzimas responsables de la 

síntesis de los compuestos, con un efecto más marcado sobre la mPDHP. Considerando las velocidades iniciales 

de formación de producto, el recubrimiento con SiNPs no parece haber generado restricciones difusionales 

significativas para la producción de AG. La formación de este compuesto en las primeras horas de la reacción 

presentó una velocidad de 0,92 ± 0,01 g/L.h, que fue incluso mayor a la observada por las células en reposo libres 

en las mismas condiciones (0,47 ± 0,02 g/L.h), según los resultados obtenidos en el primer capítulo de esta Tesis. 

Por su parte, la velocidad inicial de formación de DHA por las células recubiertas fue más baja que la observada 

para las células en reposo libres, presentando valores de 0,29 ± 0,03 g/L.h y 0,48 ± 0,02 g/L, respectivamente. En 

este caso, la disminución en la velocidad de formación de producto podría estar asociada a un peor desempeño 

de la enzima mPDHP producto de la inmovilización, que alternativamente favorece la producción del compuesto 

de oxidación alternativo AG. 
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Figura 32. Biotransformación de glicerol por células de Gfr inmovilizadas en sílica biomimética. a) Cinética de producción de AG. b) Cinética 

de producción de DHA. c) Cinética de consumo de glicerol. d) Porcentaje de moles totales de sustrato y productos detectados en el 

sobrenadante.  

Cabe destacar que las preparaciones inmovilizadas desarrollaron una coloración amarillenta que fue detectada 

en la toma de muestra correspondiente a las 21 horas de reacción (Figura 33). Esta coloración posiblemente esté 

relacionada con la oxidación de los grupos aminos de la PEI utilizada para la inmovilización. Este cambio de 

coloración también fue observado y estudiado más en profundidad en la siguiente sección de este capítulo, en el 

que se desarrollaron una variedad de matrices híbridas de alginato y nanomateriales.  

 

Figura 33. Coloración de las preparaciones inmovilizadas al inicio (a) y al final (b) de la reacción.  
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Con la finalidad de determinar si el recubrimiento con las SiNPs permite una mejora en la estabilidad operacional 

de las bacterias, se llevaron a cabo dos reacciones consecutivas de conversión de 200 g/L de glicerol, utilizando 

como control bacterias libres (Figura 34). 

 

Figura 34. Ensayos de reutilización de células de Gfr en reposo (a) e inmovilizadas en sílica biomimética (b). Cada uso fue de 24 h. Actividad 

remanente de producción de AG (violeta). Actividad remanente de producción de DHA (Verde). 

La reusabilidad de las células inmovilizadas de Gfr, tal como la de las células en reposo libres, decayó 

sensiblemente luego del primer uso. La producción de ambos compuestos disminuyó al menos un 95% en todos 

los casos, demostrando que el recubrimiento de SiNPs no ejerció en este caso un efecto protector sobre las 

células. 

Los resultados obtenidos en esta sección constituyen el primer reporte de inmovilización en sílica biomimética 

para Gfr, no habiendo tampoco en la literatura otro ejemplo de inmovilización en una matriz de este tipo para otras 

cepas de Gluconobacter. Este reporte constituye una primera aproximación, por lo que aún puede verse 

beneficiado de una optimización del protocolo de inmovilización que mejore el desempeño de las preparaciones 

obtenidas. En las condiciones ensayadas se logró obtener bacterias recubiertas por nanopartículas, con una 

capacidad diferencial de producción de AG y DHA, en comparación con lo observado para las células libres en 

reposo. La inmovilización en esta matriz benefició la producción del primer compuesto frente a la del segundo. 

Dada la relevancia y el alto valor comercial del AG, esta estrategia podría ser implementada para disminuir la 

producción de DHA por parte de las bacterias, facilitando la purificación del mismo. Asimismo, considerando el 

gran potencial de las SiNPs para atrapar en su interior o inmovilizar enzimas en su superficie, la implementación 

de esta estrategia de inmovilización podría dar lugar a la preparación de cascadas inmovilizadas para la 

combinación de Gfr con la acción de distintas enzimas. Resultaría interesante además estudiar la aplicabilidad de 

esta técnica de inmovilización bacteriana a otras bacterias del género Gluconobacter. 
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Inmovilización en soportes híbridos de alginato y nanomateriales 

Como quedó evidenciado en la introducción de este capítulo, el alginato es una matriz ampliamente utilizada para 

la inmovilización de Gluconobacter debido a su bajo costo, fácil uso y buen desempeño en bioconversiones, entre 

otras ventajas. Sin embargo, muchas veces esta matriz es lábil, lo que dificulta su reutilización sostenida y provoca 

pérdida de bacterias de la matriz al medio. De hecho, en un trabajo reciente del grupo de investigación observamos 

que las preparaciones de alginato de Gox perdían su integridad estructural completa después de cuatro usos 

repetidos58. Una alternativa interesante para mejorar las propiedades estructurales de los hidrogeles es agregar 

materiales nanoestructurados a la matriz,  como la ya mencionada arcilla MT y las SiNPs. Mediante su adición a la 

matriz de alginato es posible mejorar la resistencia mecánica evitando la rotura su rotura. Además, la 

incorporación de estos nanomateriales silíceos podría contribuir a una disminución de pérdida de bacterias al 

medio a través de la formación de interacciones electrostáticas. Se ha demostrado que las bacterias se adhieren 

a la superficie de la MT410–412, mientras que las propiedades de la sílica biomimética, como la carga superficial, 

pueden contribuir a la adhesión bacteriana31. Es importante destacar que ambos materiales son sostenibles: la 

MT es una arcilla natural y las SiNPs biomiméticas se sintetizan sin solventes orgánicos ni requerimientos de alta 

temperatura, además de ser "inteligentes" por su capacidad de desintegrarse tras su uso413. Por estas razones, se 

propuso combinar alginato y estos dos nanomateriales para generar nuevas matrices de inmovilización, con el 

objetivo de mejorar las propiedades del biocatalizador obtenido (Esquema 20).  

 

Esquema 20. Representación esquemática de preparaciones híbridas que combinan alginato y nanomateriales para la inmovilización de 

bacterias. MT: montmorillonita. SiNP: nanopartícula de sílica. 

Para el desarrollo de esta estrategia de inmovilización, nuevamente se decidió trabajar con la cepa Gfr, utilizando 

la conversión de glicerol a AG y DHA como modelo. Se evaluó la adición de SiNPs y MT en dos concentraciones 

diferentes (1 % y 4 % p/v), utilizando esferas de alginato (A4) sin adición de materiales como control. El protocolo 

de inmovilización fue el mismo que el utilizado para las preparaciones inmovilizadas A4, pero con un paso inicial 

en el que se mezclaron los pellets bacterianos con suspensiones acuosas conteniendo los nanomateriales. Las 
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preparaciones resultantes se denominaron de la siguiente manera: 4% alginato + 1% MT (A4M1), 4% alginato + 4% 

MT (A4M4), 4% alginato + 1% SiNPs (A4S1) y 4% alginato + 4% SiNPs (A4S4). Todas las preparaciones híbridas 

obtenidas presentaron tamaños similares (3,6 ± 0,4 mm de diámetro en promedio) y formas esféricas, con ligeras 

diferencias de color asociadas a la adición de los nanomateriales (Figura 35, paneles a1 – e1). 

 

Figura 35. Inmovilización de Gfr en materiales híbridos. 1) Aspecto macroscópico de a) A4, b) A4M1, c) A4M4, d) A4S1, y e) A4S4. 2) Imágenes 

obtenidas por SEM (100x) de a) A4, b) A4M1, c) A4M4, d) A4S1, y e) A4S4. 3) Imágenes obtenidas por SEM (1600x) de a) A4, b) A4M1, c) A4M4, d) 

A4S1 y e) A4S4. 

La caracterización adicional de las preparaciones híbridas se llevó a cabo mediante SEM. Para evitar un colapso 

estructural significativo, cada esfera fue inicialmente congelada con nitrógeno líquido y fracturada, para 

posteriormente ser secada por liofilización. Las micrografías mostraron que las preparaciones A4S1 y A4S4 fueron 

las que colapsaron menos (Figura 35, paneles d1 y e1, respectivamente), mientras que las otras preparaciones 

mostraron signos claros de colapso estructural (Figura 35, paneles a1, b1 y c1). Esto indicaría que las matrices que 

contienen SiNPs son más rígidas y pueden ser más resistentes, lo que sería beneficioso para su utilización como 

matrices de inmovilización en reacciones de conversión. La observación de las secciones transversales de las 

esferas resultantes reveló diferencias en la porosidad de las matrices. Se pueden observar poros más grandes en 

la esfera control (A4) (Figura 35, panel a2), mientras que la incorporación de MT resultó en una menor porosidad. 

Esta disminución de la porosidad parece depender de la concentración, como lo demuestran las diferencias 

observadas en las micrografías (Figura 35, paneles b2 y c2). Además, las preparaciones inmovilizadas que 

contenían SiNPs (A4S1 y A4S4) presentaron una morfología distintiva ya que no se observaron poros evidentes en 

ninguna de las micrografías (Figura 35, paneles d2 y e2). Una matriz compuesta por una malla más estrecha podría 
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correlacionarse con una mayor resistencia mecánica y podría permitir una disminución de la pérdida de bacterias 

al medio, un problema común relacionado con las matrices de alginato58. 

Para estudiar la resistencia mecánica de las preparaciones, se realizó un análisis mediante texturometría. Con 

esta técnica se logró determinar la fuerza necesaria para generar una ruptura en los distintos tipos de esferas. En 

todos los casos, la adición de materiales nanoestructurados resultó en preparaciones híbridas significativamente 

más resistentes en comparación con el control (A4). A mayor porcentaje de MT y SiNPs, mayor resistencia a la 

ruptura, siendo A4S4 la preparación inmovilizada que presentó mejores resultados (Figura 36). 

 

Figura 36. Análisis de resistencia mecánica de preparaciones inmovilizadas realizado mediante texturometría. El análisis estadístico fue 

llevado a cabo con respecto a las muestras control (A4). **** = p-valor < 0,0001. 

Para evaluar la capacidad de las preparaciones híbridas para sintetizar AG y DHA, se llevaron a cabo reacciones 

de conversión de glicerol puro a una concentración inicial de sustrato de 200 g/L. (Figura 37). Estas condiciones 

fueron análogas a las utilizadas en la sección anterior, para evaluar la capacidad de conversión de glicerol de los 

preparados inmovilizados de Gfr, recubiertos con SiNPs. 
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Figura 37. Biotransformación de glicerol utilizando preparaciones inmovilizadas de Gfr a partir de distintas matrices. a) Cinética de la 

producción AG con A4 (cuadrado verde), A4M1 (triángulo invertido azul), A4M4 (triángulo violeta), A4S1 (círculo gris) y A4S4 (rombo amarillo). 

b) Cinética de producción de DHA con A4 (cuadrado verde), A4M1 (triángulo invertido azul), A4M4 (triángulo violeta), A4S1 (círculo gris) y A4S4 

(rombo amarillo). c) Cinética de consumo de glicerol con A4 (cuadrado verde), A4M1 (triángulo invertido azul), A4M4 (triángulo violeta), A4S1 

(círculo gris) y A4S4 (rombo amarillo). d) Porcentaje de moles totales detectado en el sobrenadante con A4 (cuadrado verde), A4M1 (triángulo 

invertido azul), A4M4 (triángulo violeta), A4S1 (círculo gris) y A4S4 (rombo amarillo). 

Las velocidades iniciales de formación del producto difirieron entre las preparaciones inmovilizadas, 

especialmente en la producción de AG con A4S1 y A4S4 (Tabla 17). Sin embargo, después de 170 h, la producción 

de AG fue similar para todas las preparaciones inmovilizadas, incluido el control (A4), alcanzando concentraciones 

de alrededor de 8 g/L. Sin embargo, la producción de DHA fue mejor con las preparaciones híbridas que incluían 

SiNPs, ya que se obtuvieron 9,7 ± 0,3 g/L y 10,8 ± 0,9 g/L con las preparaciones A4S1 y A4S4, respectivamente.  

El consumo de glicerol fue similar en todas las preparaciones, a pesar de ligeras variaciones en las 

concentraciones finales de los compuestos obtenidos. De manera análoga a lo observado en la sección anterior 

para los preparados inmovilizados en sílica biomimética, durante las primeras horas de la reacción se evidenció 

una disminución pronunciada en la concentración del sustrato (Figura 37c) sin una formación equivalente de 

producto. Este comportamiento se refleja claramente en los balances de masas obtenidos a lo largo de las 

reacciones (Figura 37d), lo que sugiere una posible retención inicial de glicerol por los materiales utilizados. No 

obstante, los balances de masas al final de las reacciones mostraron porcentajes de moles totales en el 
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sobrenadante cercanos al 100%, lo que indica que no estaría quedando retenida una cantidad notable de sustrato 

o productos en ninguna de las matrices.    

Tabla 17. Producción de AG y DHA a partir de glicerol con varias preparaciones inmovilizadas de Gfr a base de alginato. 

Preparación 
inmovilizada 

Diámetro 
inicial 
(mm) 

Diámetro 
final (mm)a 

Vinicial de 
formación de 

AG (g/L.h)b 

Vinicial de 
formación de DHA 

(g/L.h)b 

Máxima 
conc. de AG 

(g/L)a 

Máxima conc. 
de DHA (g/L)a 

DO600 nm finala 

A4 3,7 ± 0,5 3,5 ± 0,5 0,172 ± 0,1 0,126 ± 0,004 7,7 ± 0,5 4,8 ± 0,2 0,368 ± 0,042 

A4M1 3,7 ± 0,3 3,5 ± 0,3 0,169 ± 0,1 0,135 ± 0,023 8,3 ± 0,5 6,1 ± 0,5 0,095 ± 0,021 

A4M4 3,5 ± 0,4 3,1 ± 0,4 0,178 ± 0,1 0,139 ± 0,002 8,1 ± 0,6 5,6 ± 0,1 0,106 ± 0,031 

A4S1 3,5 ± 0,3 2,8 ± 0,3 0,141 ± 0,1 0,149 ± 0,002 8,9 ± 0,2 9,7 ± 0,3 0,137 ± 0,154 

A4S4 3,9 ± 0,4 2,7 ± 0,3 0,11 ± 0,01 0,155 ± 0,029 8,7 ± 0,8 10,8 ± 0,9 0,039 ± 0,007 

aLuego de 170 h. 
bCálculo basado en el dato de concentración obtenido a las 20 h de reacción. 

Es de destacar que después de 24 h de reacción, las preparaciones A4S1 y A4S4 comenzaron a presentar un tono 

amarillo, que se intensificó aún más a lo largo del experimento y parece depender de la concentración de SiNPs, 

análogo a lo detallado en la sección anterior. Para conocer más sobre este fenómeno, se llevaron a cabo dos 

experimentos control con esferas compuestas por la matriz A4S4 simulando las condiciones de reacción, pero 

con algunas modificaciones. El primer experimento control se llevó a cabo con esferas que contenían Gfr, pero el 

medio de reacción utilizado fue simplemente agua. El segundo control fue llevado a cabo con esferas preparadas 

a partir de la matriz A4S4 sin el agregado de bacterias. En este caso el medio de reacción fue 200 g/L de glicerol en 

agua. Luego de 24 h, ambos controles se mostraron sin cambio de color (Figura A8). Esto indica que la oxidación 

del glicerol por Gfr está causando el cambio de coloración, probablemente al promover la oxidación de los grupos 

amino de la PEI remanentes luego de la síntesis de SiNPs.  

Una evaluación por espectrofotometría UV-VIS de los sobrenadantes de la reacción después de 170 h de 

producción (Tabla 17, Figura A9) mostró que los correspondientes a las preparaciones A4 mostraron una mayor 

turbidez, probablemente debido al daño de la matriz y la pérdida de células al medio. Por otra parte, aquellos 

sobrenadantes provenientes de las preparaciones híbridas resultaron ser los más limpios. Estos resultados 

resultan alentadores, ya que un sobrenadante de reacción más limpio requiere menos procesamiento posterior e 

implicaría, si la turbidez es debida a la rotura de las esferas, una mayor resistencia física y capacidad de 

reutilización. Considerando el mejor desempeño mostrado por las preparaciones A4S4, se seleccionaron para los 

experimentos subsiguientes. 
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Como se mencionó anteriormente, una problemática común asociada al atrapamiento de bacterias en hidrogeles 

es la pérdida de células al medio de reacción. En consecuencia, se realizó un experimento para determinar si la 

adición de SiNPs a la matriz de alginato contribuye a la disminución de este fenómeno. Para este experimento, se 

simuló una reacción de conversión de glicerol, pero el medio de reacción se reemplazó con agua estéril. A 

diferencia de los experimentos anteriores, Gfr se inmovilizó en condiciones asépticas en las matrices A4 y A4S4. 

Todos los reactivos y materiales fueron esterilizados antes de su uso.  

A las 24 h se tomaron muestras de los sobrenadantes de reacción, se sembraron en placas y se contaron las 

unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) obtenidas en cada caso. La incorporación de SiNPs a las 

preparaciones de A4S4 contribuyó a disminuir la pérdida de células al medio, ya que las UFC/mL detectadas en el 

sobrenadante correspondiente al material híbrido (A4S4) fue apenas un 10% del total de UFC/mL detectado en el 

sobrenadante control (A4), siendo 150 ± 71 UFC/mL y 1310 ± 297 UFC/mL respectivamente. La pérdida de 

bacterias al medio para ambas preparaciones fue baja, considerando que los 20 mg de peso seco de células 

inmovilizadas corresponden aproximadamente a 5 x1010 UFC. La cantidad de UFC/mL detectada en los 

sobrenadantes de reacción constituye un 8,9 x10-6% para el caso de las preparaciones A4S4, frente a un 78,4 x10-

6% detectada en los sobrenadantes de reacción de las preparaciones A4. Una explicación plausible para este 

fenómeno puede estar relacionada con el establecimiento de interacciones iónicas entre Gfr y la matriz. Las SiNPs 

están cargadas positivamente debido a la PEI, mientras que los LPS presentes en la membrana externa de Gfr 

tienen carga negativa. Además, la mejor resistencia física de este material puede estar relacionada con la malla 

de matriz más estrecha con tamaños de poros reducidos que disminuyen la pérdida de células al medio.  

Para visualizar las bacterias en el interior de los preparados, esferas preparadas a partir de las matrices A4 y A4S4 

se analizaron mediante microscopía confocal. Las bacterias inmovilizadas en esta caso fueron Gox-mCherry. 

Ambos catalizadores mostraron una integración bacteriana homogénea similar en el material (Figura 38). Sin 

embargo, las imágenes presentaron ligeras diferencias que parecen estar relacionadas con la dureza de los 

catalizadores, ya que se logró un corte más limpio en las preparaciones A4 en comparación con el obtenido en las 

preparaciones A4S4. Esta distribución bacteriana similar es coherente con los resultados de conversión de DHA y 

AG comparables que se demostraron anteriormente. 
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Figura 38. Imágenes obtenidas por microscopía confocal de preparaciones inmovilizadas de Gox-mCherry fluorescente en las matrices A4 (a)  

y A4S4 (b).  

Continuando con la caracterización de los inmovilizados, se estudió la capacidad de reutilización de los 

preparados A4S4 en comparación con la capacidad de reutilización de los preparados control (A4), y de las células 

libres en 8 reacciones sucesivas de conversión de glicerol (Figura 39). Cada reacción tuvo una duración de 24 h. 

La capacidad de reutilización de los preparados inmovilizados híbridos fue ampliamente superior a la de los 

preparados de alginato y las células libres. Las células libres disminuyeron su capacidad de producción de AG y 

DHA a menos del 10% a partir del segundo uso. Los preparados híbridos mantuvieron su actividad remanente de 

producción de AG por encima del 15% a lo largo de todo el ensayo, mientras que los preparados de alginato 

presentaron valores inferiores al 15% desde el uso 4. Considerando la producción de DHA, los preparados híbridos 

presentaron un mejor desempeño, nuevamente manteniendo una actividad remanente por encima del 15% 

durante todo el ensayo, mientras que los preparados de alginato dejaron de producir este compuesto a partir del 

uso 6. 
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Con respecto a la integridad física de los preparados luego de los sucesivos usos, se logró demostrar que el 

agregado de SiNPs mejora su resistencia. Luego de 5 usos consecutivos, los preparados de alginato comenzaron 

a presentar rupturas, perdiendo sensiblemente su estructura esférica luego de 8 usos (Figura 40a y b). En 

contraste, los preparados de A4SA mantuvieron su integridad física a lo largo de todos los usos, modificando 

solamente su coloración (Figura 40c y d). Estos resultados se correlacionan con los obtenidos previamente, 

observados en la Tabla 17. 

 

Figura 40. Preparaciones inmovilizadas basadas en Gfr. a) Preparaciones A4 al comienzo del uso 1. b) Preparaciones A4 al final del uso 8. c) 

Preparaciones A4S4 al comienzo del uso 1. d) Preparaciones A4S4 al finalizar el uso 8.  
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A4S4 (c). Cada uso fue de 24 h. Actividad remanente de 
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Para determinar si la matriz de inmovilización A4S4 puede ser aplicada para generar inmovilizados activos de otra 

cepa de Gluconobacter, se procedió a obtener preparaciones inmovilizadas de Gox. Las mismas fueron utilizadas 

para producir DHA a partir de glicerol. La conversión se llevó a cabo utilizando 50 g/L de glicerol como sustrato y 

como control, se llevó a cabo la misma reacción de conversión 78empleando células en reposo. Esta concentración 

de sustrato fue anteriormente utilizada por nuestro grupo de investigación, utilizando Gox inmovilizado en 

alginato58, agar, y agarosa, logrando obtener en todos los casos conversiones cuantitativas a DHA en estas 

condiciones. En esta ocasión, los preparados inmovilizados de Gox utilizando la matriz A4S4 permitieron una 

conversión cuantitativa de glicerol a DHA, demostrando que la matriz desarrollada pudo ser extendida 

exitosamente a otra bacteria del género Gluconobacter (Figura 41). Utilizando estos preparados inmovilizados se 

logró obtener 50,4 ± 3,4 g/L de DHA en 169 h, mientras que en el mismo tiempo las células en reposo permitieron 

la obtención de 55,4 ± 4,8 g/L del producto. Sin embargo, cabe destacar que las células en reposo alcanzaron una 

meseta en la formación de producto, concordante con el consumo total de sustrato, a las 24 horas de reacción. 

Por su parte, los preparados inmovilizados alcanzaron la meseta más tarde, en un punto que podría definirse entre 

las 100 y las 140 h. Una velocidad de conversión similar a la observada para los inmovilizados estudiados en este 

trabajo fue reportada previamente por nuestro grupo de investigación, utilizando alginato como matriz de 

inmovilización de Gox bajo las mismas condiciones experimentales58.  

 

Figura 41. Biotransformaciones de glicerol a DHA por células en reposo (a) y preparaciones inmovilizadas de Gox (b). Glicerol (amarillo). DHA 

(verde).   

Nuevamente, se observó una disminución de la velocidad de formación de producto luego de la inmovilización, 

análoga a la observada en el caso de Gfr. Como se mencionó anteriormente, este fenómeno puede ser atribuible 

a las restricciones difusionales que experimentan sustratos y productos, desde y hacia el medio de reacción. 

De forma similar a lo observado con Gfr, los preparados inmovilizados de Gox también presentaron una coloración 

amarilla que fue incrementando a lo largo del ensayo, ya observándose amarillas a las 24 h (Figura A10). 

Se realizó también un ensayo de reutilización de los preparados inmovilizados en los que se constató nuevamente 

el efecto protector de la matriz sobre la actividad de las bacterias, tal como se observó para Gfr. En el caso de Gox, 

mientras las células en reposo pierden la mitad de su actividad remanente luego de 3 usos (Figura 42a), los 
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preparados inmovilizados de Gox se mantienen por encima de este valor al menos por 7 usos consecutivos (Figura 

42b).    

 

Figura 42. Ensayos de reutilización de células en reposo (a) y preparados inmovilizados A4S4 (b). Cada uso fue de 24 h. Actividad remanente 

de producción de DHA (Verde). 

Las esferas del material A4S4 mostraron nuevamente una alta estabilidad mecánica, manteniendo su integridad 

estructural luego de 7 ciclos productivos (Figura A11). 

La matriz de inmovilización A4S4 demostró tener propiedades mejoradas con respecto a la matriz alginato, de uso 

tradicional para la inmovilización de cepas de Gluconobacter. Las productividades comparables, junto con una 

mayor estabilidad mecánica comprobada, y una disminución de la pérdida de células al medio durante las 

reacciones de conversión, hacen de la matriz A4S4 una alternativa interesante al alginato. La misma se logró 

utilizar exitosamente para la inmovilización de dos cepas distintas de Gluconobacter, para la obtención de dos 

productos distintos a partir de glicerol. Estos experimentos abren la puerta a la posibilidad de inmovilizar otras 

cepas de Gluconobacter, con la potencialidad de generar la gran variedad de productos de biotransformación por 

los que este género bacteriano se caracteriza. 

Dentro de las limitaciones encontradas con esta matriz, se encuentra la aparición de restricciones difusionales 

luego de la inmovilización que impactan negativamente en la velocidad de formación de producto, comparables a 

las experimentadas luego de la inmovilización en alginato. Sin embargo, existen estrategias que podrían evaluarse 

para intentar disminuir este efecto y en consecuencia, mejorar las productividades obtenidas con los preparados 

inmovilizados. Por ejemplo, la implementación de la reacción en un reactor en vez de en matraces podría mejorar 

la agitación y con eso mejorar no solamente la aireación sino también la transferencia de masa. En un trabajo 

publicado por Hua et al. mencionado en la introducción de este capítulo, se describe el uso de un reactor de tipo 

SOS-BR para la conversión de xilosa en ácido xilónico por G. oxydans NL71 inmovilizado en alginato62. Con esta 

tecnología, los autores reportan una producción de 292,1 g/L de ácido xilónico, frente a una producción de 190,6 

g/L del compuesto utilizando un reactor de tanque agitado convencional, con aireación. Los autores plantean que 
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el aumento en la presión parcial de oxígeno en el reactor de oxígeno comprimido facilita el acceso de sustratos y 

oxígeno hacia el preparado inmovilizado, promoviendo la catálisis. En este entendido, esta estrategia podría ser 

beneficiosa para mejorar la productividad de las conversiones con preparados inmovilizados utilizando la matriz 

A4S4.  

Otra alternativa poco estudiada es la reportada por Jung Kim et al., en la que se llevó a cabo la inmovilización de 

G. suboxydans KCCM21182 en alginato para producción de L-sorbosa, añadiendo a los preparados distintos 

transportadores de oxígeno415. De entre todos los compuestos ensayados, el n-dodecano presentó los mejores 

resultados. Utilizando este transportador de oxígeno, los autores reportaron una mejora en consumo de oxígeno 

acompañada de un aumento en la producción de L-sorbosa de hasta un 48%. Esta técnica también podría ser 

fácilmente implementada para mejorar la performance de los preparados inmovilizados obtenidos a partir de la 

matriz A4S4. 

Inmovilización en soportes obtenidos por impresión 3D 

En los últimos años, los avances tecnológicos en el área de la manufacturación aditiva han permitido diversificar 

su aplicación a una variedad de campos, entre ellos la biocatálisis. La posibilidad de obtener estructuras 

complejas en una gran diversidad de materiales a partir de impresión 3D, permite el desarrollo de matrices de 

inmovilización con propiedades mejoradas, facilitando la obtención de compuestos de relevancia industrial. Los 

beneficios que puede otorgar esta tecnología van desde la obtención de preparados más resistentes, con mayor 

capacidad de reutilización, hasta la obtención de estructuras que beneficien la transferencia de masa entre el 

catalizador y el medio de reacción. 

Como se desprende de la revisión bibliográfica presentada en la introducción de este capítulo, esta moderna 

aproximación a la obtención de preparados inmovilizados aún no ha sido aplicada a bacterias del género 

Gluconobacter. La utilización de estructuras con geometrías que permitan mejorar el intercambio de masas y 

gasas, en especial de oxígeno, constituye un recurso clave para la mejora de procesos biocatalizados por estos 

microorganismos. Asimismo, la obtención de materiales duraderos y altamente reutilizables es necesaria para 

asegurar una buena productividad, lo que hace que la investigación sobre este tipo de matrices sea altamente 

relevante. En consecuencia, en el marco de una colaboración con el Dr. Simone Dimartino del Instituto de 

Bioingeniería de la Universidad de Edimburgo, se buscó estudiar soportes de inmovilización para Gluconobacter 

obtenidos por impresión 3D, que reúnan estas características (Esquema 21). Todas las estructuras reportadas a 

continuación, fueron impresas por el grupo de investigación del Dr. Dimartino utilizando una tecnología 

fotopolimerización en cubeta. Posteriormente, las mismas fueron enviadas al Laboratorio de biotecnología de la 

Universidad ORT Uruguay para su implementación.  
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Esquema 21. Representación esquemática de la obtención de preparados inmovilizados utilizando matrices de inmovilización obtenidas por 

impresión 3D. 

Nuevamente, para la puesta a punto de esta estrategia de inmovilización se utilizó Gfr y la conversión de glicerol a 

AG y DHA como modelo. La misma fue abordada con un enfoque de inmovilización post-impresión, en el cual se 

buscó en primera instancia obtener las estructuras impresas y seguidamente llevar a cabo la inmovilización. 

En una primera aproximación, se llevó a cabo la preparación de cubos 0,8 cm de lado, con giroides como 

estructura interna (Figura 43a y b). Las estructuras giroidales son un tipo de superficie mínima triplemente 

periódica (TPMS, por sus siglas en inglés), que se caracteriza por presentar una geometría única y compleja416. 

Entre sus propiedades más destacables se encuentra poseer un área superficial maximizada para mejorar la 

transferencia de masa, y poseer una elevada rigidez estructural34, lo que las hace estructuras ideales para la 

preparación de matrices de inmovilización de microorganismos.  
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Figura 43. Cubos obtenidos por impresión 3D en el material A, conteniendo motivos giroidales como estructura interna. a) Esquema 

representativo con dimensiones. b) Imagen de la estructura impresa. c) Monómeros bifuncionales que componen el material A. 

La elección del material para la impresión de las estructuras fue basada en un reporte previo de Dimartino et al., 

en el que se llevó a cabo la inmovilización de Rhodococcus opacus IEGM 248 para llevar a cabo la desulfurización 

de benzotiofeno34. Dada la carga superficial negativa de Gluconobacter dada por la presencia de los LPS que 

componen su membrana externa, la utilización de un material cargado positivamente permitiría la formación de 

interacciones electrostáticas que favorecerían la formación de un biofilm. Por esta razón, el material seleccionado 

presenta monómeros bifuncionales cargados positivamente e hidrofílicos, que presentan aminas cuaternarias 

(MAETAC), y grupos hidroxilos (HEMA), fomentando la inmovilización celular (Figura 43c). Adicionalmente, el 

material se compuso de etilenglicol metacrilato como agente entrecruzante, con ciclohexanol y dodecanol como 

porógenos. La funcionalidad metacrilato fue seleccionada para proporcionar al material la capacidad de ser 

autoclavado. Este material fue denominado material A y en adelante será referido como tal. 

Una vez obtenidos los soportes, fue necesario diseñar una estrategia para la inmovilización de Gfr en los mismos 

(Esquema 22a), seguido del diseño de una estrategia para llevar a cabo la conversión de glicerol a partir su 

utilización (Esquema 22b). Cabe destacar que en el transporte desde la Universidad de Edimburgo se notó un 

cierto daño estructural, evidenciado por el desprendimiento de pequeñas partículas del soporte (Figura A12).  
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Esquema 22. Protocolos de inmovilización de Gfr (a) y conversión de glicerol (b) utilizando como matriz de inmovilización cubos obtenidos por 

impresión 3D.  

La inmovilización se llevó a cabo poniendo en contacto 6 cubos de material A, lavados previamente con agua 

destilada (Figura 44a), con un cultivo de Gfr en el comienzo de la fase exponencial de crecimiento con un valor de 

DO600 nm de 0,6. Los cubos fueron incubados utilizando una agitación orbital de 200 rpm a 30 °C hasta que el cultivo 

alcanzó un valor de DO600 nm de 1, proceso que tomó 3,5 h. Cabe destacar que durante el procedimiento de 

inmovilización se observaron partículas macroscópicas que fueron apareciendo producto de la rotura de los cubos 

(Figura 44b). En consecuencia, luego de la inmovilización se observó una sensible pérdida de integridad del 

material (Figura 44c), lo que indica que la resistencia mecánica del mismo y su geometría no serían adecuadas 

para su utilización empleando este protocolo. Al finalizar la etapa de inmovilización, los cubos presentaron una 
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disminución de tamaño causada por la deformación del material, que resultó en la obtención de estructuras más 

esféricas. Esta deformación posiblemente haya estado asociada a la agitación orbital utilizada. Asimismo, se 

observó un cambio de coloración significativo luego del proceso de inmovilización, ya que los cubos que 

inicialmente eran blancos tomaron una coloración amarillenta que pudo haberse debido a la adsorción de las 

células, junto con componentes del medio de cultivo.  

 

Figura 44. Inmovilización de Gfr en cubos preparados a partir del material A. a) Estructura de un cubo previo al protocolo de inmovilización. b) 

Estructura de un cubo durante el protocolo de inmovilización dentro del matraz, rodeado del debris generado. c) Estructura de un cubo luego 

del protocolo de inmovilización. 

Los cubos conteniendo Gfr inmovilizado fueron luego lavados con agua destilada y utilizados para la conversión 

de 200 g/L de glicerol en agua, poniéndolos en contacto con 15 mL del medio de reacción en un matraz de 100 mL 

(Figura 45a, i). Adicionalmente, se llevó a cabo un control utilizando cubos libres de Gfr para evaluar el desempeño 

del material en las condiciones del experimento (Figura 45a, ii). Luego de 114 h se obtuvieron 2,9 ± 0,3 g/L de DHA 

y 0,4 ± 0,1 g/L de AG (Figura 45b). Si bien este resultado indica una inmovilización exitosa y activa de Gfr en el 

material, los rendimientos obtenidos fueron más bajos que los presentados por los preparados inmovilizados de 

alginato y nanomateriales reportados en la sección anterior, especialmente para el caso del AG. Cabe destacar 

además, que a diferencia de lo observado para los preparados híbridos antes mencionados, el producto 

mayoritario obtenido de la oxidación del glicerol por Gfr inmovilizado en los cubos impresos fue la DHA. Un análisis 

de la cinética de producción de ambos compuestos demostró además que mientras que la producción de DHA se 

mantuvo durante al menos 45 horas, la producción de AG se detuvo en las primeras 15 horas de reacción.  

a b c
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Figura 45. Biotransformación de glicerol por Gfr inmovilizado en cubos obtenidos por impresión 3D utilizando el material A. a) Comienzo de la 

reacción (i) y la reacción control sin células (ii). b) Cinética de producción de AG (cuadrados violetas) y DHA (círculos verdes) a partir de glicerol 

por Gfr inmovilizado en cubos obtenidos por impresión 3D. c) Fin de la reacción (i) y la reacción control sin células (ii) (114 h). d) Estructura de 

los cubos obtenidos por impresión 3D luego de 114 h de reacción (i) y de reacción control (ii). 

La baja conversión hacia los productos de interés pudo deberse a distintos factores, como por ejemplo a la 

cantidad de bacterias presentes en la reacción. En tal caso, se podría aumentar la cantidad de cubos por reacción, 

lo que resultaría en un aumento en la cantidad de biocatalizador. Asimismo, se podría modificar el protocolo de 

inmovilización aumentando la cantidad de tiempo en el que los cubos están en contacto con el cultivo, o incluso 

añadiendo etapas a la inmovilización en las que se sustituya el medio de cultivo existente por medio fresco, para 

favorecer el crecimiento de las células en la superficie de los soportes. Por ejemplo, Belgrano et al. reportaron un 

protocolo basado en varias etapas de crecimiento para la inmovilización de Propionibacterium acidipropionici 
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C.I.P 53.164, en estructuras obtenidas por impresión 3D semejantes a las utilizadas en este trabajo370. En dicho 

reporte, los autores llevaron a cabo entre 3 y 5 ciclos de crecimiento del biocatalizador con agregados de medio 

fresco antes de utilizar las preparaciones inmovilizadas resultantes para la producción de ácido propiónico.  

Otra posibilidad que puede afectar la conversión puede estar relacionada a cambios metabólicos en las células al 

crecer en adherencia como biofilms. La formación de biofilms bacterianos viene acompañada de la secreción de 

sustancias poliméricas extracelulares que les confieren funciones como la adherencia a superficies y promueven 

la formación de clusters417. De hecho, la formación de clusters de bacterias embebidos en polímeros 

extracelulares ha sido anteriormente descrito por Truong et al. para G. oxydans subesp. industrius B-1280 

inmovilizado en una matriz de PVA entrecruzada con N-vinil pirrolidona49. Este cambio organizacional y metabólico 

de las bacterias puede afectar la oxidación de glicerol de distintas formas. Por ejemplo, la actividad de las enzimas 

deshidrogenasas puede verse disminuida por cambios en la expresión génica producto de la modificación del 

metabolismo. Asimismo, la formación de la matriz de polímeros extracelulares puede generar restricciones 

difusionales que dificulten la difusión de los sustratos y productos desde y hasta las células. Este efecto podría 

ser una de las causales de la producción diferencial de AG y DHA, que difiere con lo observado en las secciones 

anteriores de esta Tesis, en experimentos con Gfr libres e inmovilizadas partiendo de una concentración de glicerol 

de 200 g/L.  

Al finalizar la reacción de conversión, la integridad estructural de los cubos fue afectada de forma comparable a lo 

observado luego del proceso de inmovilización. Eso también pudo haber afectado la conversión de glicerol, ya que 

las células inmovilizadas pueden haberse visto dañadas. El medio de reacción que inicialmente se presentaba 

traslúcido se volvió turbio y blanquecino producto del desgaste de la matriz (Figura 45c, i). Este cambio de 

coloración fue inicialmente detectado a las 15 horas de reacción, aunque su aparición puede haber ocurrido con 

anterioridad. El tamaño de los cubos disminuyó considerablemente, nuevamente tendiendo hacia una forma más 

esférica (Figura 45d, i). El daño estructural y el cambio en la coloración del medio de reacción también fue 

observado en las reacciones control llevadas a cabo en ausencia de la bacteria, observando nuevamente una 

reducción en el tamaño de los cubos, acompañada de la aparición del tono blanquecino en el medio de reacción 

(Figura 45c, ii y 45d, ii). Estos resultados indican que el material A no presenta la resistencia mecánica suficiente 

para poder llevar a cabo las reacciones de conversión en las condiciones ensayadas, contaminando el medio de 

reacción con fragmentos de la estructura. Dada la limitada estabilidad operacional presentada por estas 

estructuras frente a las condiciones utilizadas para la biotransformación, se decidió modificar tanto la geometría 

de las matrices de inmovilización, como las condiciones de operación.  

De los resultados obtenidos en esta primera aproximación, se desprende que la vigorosa agitación orbital utilizada 

fue la principal causal de rotura de las matrices con forma de cubo, tanto en las etapas de inmovilización como de 

conversión. Sin embargo, una buena aireación es clave para llevar a cabo reacciones de oxidación con 

Gluconobacter como la aquí estudiada. En consecuencia, es de vital importancia encontrar condiciones de 
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implementación para las matrices de inmovilización en las que se protejan las estructuras, pudiendo asegurar 

además una buena aireación que permita la oxidación del glicerol por Gfr. Aprovechando la gran versatilidad que 

otorga la impresión 3D para la generación de estructuras con formas complejas, se decidió preparar piezas 

compuestas por el material A que pudiesen ser utilizadas en un reactor de lecho rotatorio de tipo SpinChem (Figura 

46). Tal como se señaló en la Introducción general de esta Tesis, este tipo de reactores está diseñado 

específicamente para evitar la desintegración de las matrices de inmovilización, manteniéndolas retenidas dentro 

del cilindro rotatorio. Esto permite incrementar las velocidades de agitación sin comprometer la integridad 

estructural de las matrices, favoreciendo además una mejor transferencia de masa. 

 

Figura 46. Reactor de lecho rotatorio SpinChem RBR S2 equipado con un recipiente SpinChem Vessel V2 (300 mL). a) Configuración del reactor 

de lecho rotatorio. Agitador: controla la velocidad de giro del cilindro rotatorio. Cilindro rotatorio: compartimento que contiene las 

preparaciones inmovilizadas. Camisa de agua: camisa que permite mantener la temperatura del reactor. Baño de recirculación: baño de agua 

termostatizado que alimenta la camisa de agua. Aireador: bomba que permite la aireación dentro del reactor. Filtro de entrada: Filtro de entrada 

al reactor (0,22 µm) que permite el agregado de medio de cultivo y agua estériles. Drenaje: Permite el recambio de medio de cultivo y agua. b) 

Vista externa del cilindro rotatorio. c) Vista interna del cilindro rotatorio, con sus 4 secciones. 

A partir de las medidas internas del cilindro rotatorio, que se encuentra dividido en 4 secciones, se llevó a cabo el 

diseño de piezas que cubrieran toda el área interna del mismo. Estas piezas presentaron una estructura semejante 

a un cuarto de cilindro hueco, con una estructura interna compuesta por motivos giroidales (Figura 47a). Cabe 

destacar que en el traslado desde la Universidad de Edimburgo se pudo observar algunos daños estructurales en 

las piezas (Figura 47b). De todas formas, las mismas pudieron ser colocadas correctamente dentro del cilindro 

rotatorio, indicando que el diseño de las estructuras fue correcto (Figura 47c).  
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Figura 47. Piezas obtenidas por impresión 3D en material A, conteniendo motivos giroidales como estructura interna, para su uso en un reactor 

SpinChem de lecho rotatorio. a) Esquema representativo con dimensiones. b) Imagen de la estructura impresa, mostrando una superficie 

irregular producto del daño. c) Piezas colocadas dentro del cilindro rotatorio, sin la cubierta externa (i) y con la cubierta externa (ii). 

Una vez obtenido el material impreso, se procedió a diseñar un protocolo para llevar a cabo la inmovilización de 

las bacterias (Esquema 23a), seguido de un protocolo de conversión (Esquema 23b). Para la inmovilización en el 

reactor de lecho rotatorio, se decidió llevar a cabo un protocolo de dos etapas, en base al trabajo antes 

mencionado de Belgrano et al.370. En una primera etapa, se comenzó por llevar a cabo la esterilización del reactor 

junto con las piezas de material A ubicadas dentro del cilindro rotatorio, utilizando un autoclave. Posteriormente, 

se conectó el reactor con el módulo agitador, una bomba aireadora y un baño de recirculación para mantener la 

temperatura utilizando una camisa de agua, y seguidamente se llenó de medio fresco estéril. El medio fue luego 

inoculado con un precultivo de Gfr e incubado durante 72 h. Pasado ese tiempo, se retiró el medio de crecimiento 

junto con las bacterias de vida libre y se realizaron lavados in situ del reactor y las piezas impresas con agua estéril. 

Este procedimiento se llevó a cabo con la finalidad de retirar las bacterias que se encontraban creciendo en 

suspensión, manteniendo a aquellas que estaban creciendo en adherencia sobre el soporte. Posteriormente, en 

una segunda etapa, se agregó medio fresco estéril para fomentar el crecimiento de estas últimas sobre la 

superficie de las piezas. Luego del agregado del nuevo medio de cultivo, las bacterias fueron incubadas 

nuevamente durante 24 h. Al finalizar esta segunda etapa del crecimiento, nuevamente el reactor y las piezas con 
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las bacterias inmovilizadas fueron lavadas para eliminar las bacterias de vida libre, manteniendo solamente 

aquellas que se encontraban creciendo en adherencia en la superficie del soporte. 

 

Esquema 23. Protocolos de inmovilización de Gfr (a) y conversión de glicerol (b) utilizando como matriz de inmovilización piezas obtenidas por 

impresión 3D para su utilización en un reactor SpinChem de lecho rotatorio.  

Luego del proceso de inmovilización, el daño a la matriz se redujo sensiblemente en comparación con lo observado 

para los cubos utilizados en matraz Erlenmeyer. Si bien se pudo observar una pequeña cantidad de debris en el 

sobrenadante de la inmovilización, la estructura de las piezas se mantuvo prácticamente igual a la observada 

inicialmente (Figura 48a y b). El principal cambio observado tuvo que ver con el cambio de color de las piezas, que 

al igual que los cubos anteriormente ensayados cambiaron su coloración a un tono amarillento. Este cambio de 

color estuvo probablemente asociado a la presencia de las células y componentes del medio de cultivo en su 

superficie. 

Para corroborar la inmovilización de Gfr en la superficie de las piezas, se llevaron a cabo dos técnicas 

complementarias. La primera constó en colocar una pieza con Gfr inmovilizado en un baño de agua y someterla a 

ultrasonido, para posteriormente medir la concentración de proteína resultante en la suspensión generada por el 



 

171 

 

método del BCA. La presencia de bacterias adheridas al soporte se puede correlacionar con la aparición de 

proteínas en la suspensión, producto de la lisis celular causada por acción del ultrasonido. Como control se 

incubó una pieza esterilizada en medio de cultivo libre de bacterias, para descartar el aporte posible de 

componentes proteicos del medio en la medida a realizar. Este protocolo fue adaptado del reportado por Dikshit 

et al., en el que los autores utilizan un tratamiento con ultrasonido para verificar la inmovilización de G. oxydans 

MTCC 904 en espuma de poliuretano418. La medida de la suspensión resultante del tratamiento con ultrasonido de 

la pieza con bacterias inmovilizadas presentó una concentración proteica de 1,7 ± 0,2 g/L. Por su parte, el 

sobrenadante control presentó cantidades no cuantificables de proteína (< 0,2 g/L), ya que los valores medidos no 

entraron dentro del rango de detección de la técnica. Las diferencias de concentración proteica obtenidas en los 

sobrenadantes pueden atribuirse a la presencia de bacterias en las piezas utilizadas para la inmovilización. 

 

Figura 48. Inmovilización de Gfr en piezas impresas en material A para su utilización en un reactor SpinChem de lecho rotatorio. a) Vista 

macroscópica de pieza obtenida por impresión 3D antes de la inmovilización. b) Vista macroscópica de pieza obtenida por impresión 3D luego 

de la inmovilización. c) Imagen obtenida por SEM de pieza obtenida por impresión 3D antes de la inmovilización (x8500). d) Imagen obtenida 

SEM de pieza obtenida por impresión 3D luego de la inmovilización (x8500). 

La segunda técnica utilizada para verificar la inmovilización de Gfr fue SEM. Se tomaron imágenes de las piezas 

impresas antes y después del proceso de inmovilización, para detectar la presencia de las bacterias en la 

superficie de las mismas (Figura 48). Las imágenes obtenidas antes de la inmovilización demuestran la alta 

porosidad presentada por el material, que se observa como una intrincada red formada a partir de los monómeros 

MAETAC y HEMA (Figura 48c). Por el contrario, en las imágenes obtenidas luego de la inmovilización, los poros 

dejan de ser visibles a causa de la proliferación de las bacterias Gfr en la superficie del material (Figura 48d). Las 
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mismas se presentan con la clásica morfología esperada para esta cepa, con forma de bacilos con un largo 

aproximado de 1 µm. Los resultados obtenidos a partir de ambas técnicas permitieron confirmar la exitosa 

inmovilización de Gfr en las piezas a través del protocolo de inmovilización desarrollado.  

Luego de la inmovilización se diseñó un protocolo de conversión de glicerol, en el que se añadieron 300 mL de 

medio de reacción sin esterilizar (glicerol 200 g/L en agua) en el reactor de lecho rotatorio, y se llevó a cabo la 

reacción en condiciones similares a la inmovilización. La aireación de la bomba y la temperatura de operación del 

reactor se mantuvieron iguales, mientras que la velocidad de rotación del cilindro que contenía las piezas se 

aumentó a 200 rpm con el objetivo de mejorar la transferencia de oxígeno hacia las bacterias inmovilizadas. Para 

estudiar la reproducibilidad de la reacción, tanto el procedimiento de inmovilización como el de conversión se 

llevaron a cabo por duplicado, pero de forma asincrónica. En las condiciones estudiadas, se logró obtener tanto 

DHA como AG a partir de glicerol con las bacterias inmovilizadas (Figura 49).   
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Figura 49. Biotransformación de glicerol por Gfr inmovilizado en piezas de material A empleando un reactor SpinChem de lecho rotatorio. a) 

Cinética de producción de AG por Gfr inmovilizado en las piezas impresas en material A. Se muestran los resultados obtenidos de dos réplicas 

experimentales llevadas a cabo de forma asincrónica. Primer experimento (verde). Segundo experimento (violeta). b) Cinética de producción 

de DHA por Gfr inmovilizado en las piezas impresas en material A. Se muestran los resultados obtenidos de dos réplicas experimentales 

llevadas a cabo de forma asincrónica. Primer experimento (verde). Segundo experimento (violeta). 

A pesar de haber llevado a cabo el proceso de inmovilización y conversión en las mismas condiciones, la 

producción final de AG y DHA fue ligeramente distinta en ambas réplicas experimentales. Mientras en el primer 

experimento se logró obtener 1,14 g/L de DHA y 0,14 g/L de AG luego de 48 h, al final del segundo experimento se 

obtuvo una concentración de 0,67 g/L y 0,49 g/L en el mismo lapso, respectivamente. Este efecto no fue observado 

para el caso de los cubos, obteniendo resultados más reproducibles entre los duplicados. Las bajas 

concentraciones registradas para cada compuesto probablemente causaron la mayor variabilidad en los 

resultados, ya que la medición de concentraciones tan reducidas suele estar asociada a un margen de error 

elevado. El análisis de la cinética de producción de ambos compuestos en el reactor de lecho rotatorio indica que 

la producción de GA se detuvo dentro de las primeras 6 horas de reacción para ambos experimentos. 

Contrariamente, la producción de DHA se sostuvo por al menos 28 h en ambos ensayos, aunque se observó una 
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desaceleración algo más pronunciada en la producción del compuesto a partir de este punto en el segundo 

experimento.  

En base a las imágenes obtenidas por SEM de las bacterias inmovilizadas y las áreas superficiales de los distintos 

soportes, se puede hacer una estimación de la cantidad de bacterias que se pueden inmovilizar en cada uno según 

su área superficial. Según datos obtenidos por el grupo de investigación del Dr. Dimartino, el material A presenta 

poros de un tamaño promedio de 80,4 nm. La medida aproximada de las células de Gfr es de 1,27 ± 0,13 µm de 

largo, por 0,61 ± 0,06 µm de ancho (Figura A13, Tabla A1). Esto implica que las bacterias no pueden ingresar a los 

poros del material, por lo que solo el área externa de las distintas piezas está disponible para la adhesión 

bacteriana. Tomando como modelo el área de una elipse para representar el área que ocuparía una bacteria, se 

llevó a cabo una estimación de la cantidad de bacterias que pudieron haber sido inmovilizadas en las distintas 

aproximaciones. Considerando el área de una bacteria como 0,62 µm2 y el área superficial de las distintas piezas 

obtenidas por impresión 3D, sin contar los poros, se obtuvieron estimados de la cantidad de bacterias estimadas 

por pieza, por reacción y por gramo de sustrato en las distintas reacciones (Tabla 18). Para realizar estas 

estimaciones se asumió además una capa única de células. 

Tabla 18. Estimación de bacterias inmovilizadas en las superficies de las distintas piezas obtenidas por impresión 3D. 

Tipo de 
soporte 

Área pieza 
(cm2) 

Cantidad de 
bacterias por pieza 

Cantidad de piezas 
por reacción 

Cantidad de bacterias 
por reacción 

Cantidad de bacterias por 
g de sustrato 

Cubo 4,5 7,3 x108 6 4,4x109 14,6 x108 

Pieza 
SpinChem 

47,0 7,6 x109 4 3,1x1010 5,1 x108 

Cabe destacar que, aunque todos los soportes preparados con material A sufrieron daños durante los procesos 

de inmovilización, los cubos presentaron un deterioro más significativo en comparación con las piezas diseñadas 

para el reactor de lecho rotatorio. Debido a este daño, los datos presentados en la tabla anterior están 

subestimados, ya que se basan en las áreas de las piezas enteras. Sin embargo, los valores estimados para las 

piezas del reactor SpinChem son más cercanos a los valores reales en comparación con los de los cubos. Según 

estas estimaciones, la cantidad de bacterias inmovilizadas en los experimentos con cubos fue un orden de 

magnitud menor que la cantidad utilizada en los otros experimentos de inmovilización, que fue de 5 x1010 UFC. 

Además, aunque en el reactor SpinChem se logró una inmovilización teórica de bacterias comparable a la utilizada 

en los ensayos con otras técnicas de inmovilización, el volumen de reacción empleado fue diez veces mayor. Estas 

diferencias resultaron en que, en los ensayos de inmovilización en matrices obtenidas por impresión 3D, la 

cantidad de bacterias por gramo de sustrato fuera un orden de magnitud menor que en los ensayos con otras 

técnicas, lo que podría explicar las conversiones más bajas obtenidas. 
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 La obtención de estos datos estimativos permite normalizar la producción de los compuestos AG y DHA por 

cantidad de catalizador en los distintos preparados inmovilizados obtenidos a lo largo de este capítulo. Este dato 

será utilizado en la siguiente sección de conclusiones parciales, para llevar a cabo una comparación de las 

distintas estrategias de inmovilización bacteriana abordadas en este trabajo. 

Los resultados descritos en esta sección de la Tesis demuestran la potencialidad de utilizar estructuras obtenidas 

por impresión 3D para la inmovilización de Gluconobacter con fines biocatalíticos, habiendo obtenido en todos 

los casos los productos de la biotransformación de glicerol. El material utilizado en esta instancia demostró ser 

adecuado para la inmovilización de la bacteria, pero presentó limitaciones relacionadas a su resistencia 

mecánica. Su aplicación como estructuras cuboidales en matraces Erlenmeyer fue poco exitosa, observándose 

un daño estructural significativo durante las reacciones. Alternativamente, la preparación de estructuras hechas 

a medida para un reactor de lecho rotatorio permitió disminuir el daño a la matriz durante los procesos de 

inmovilización y biotransformación. Sin embargo, cabe destacar que el traslado de las piezas desde la Universidad 

de Edimburgo hasta nuestro laboratorio resultó igualmente en un desgaste estructural que puede dar lugar a 

variabilidad entre los ensayos, generando diferencias en el área superficial disponible para la inmovilización 

bacteriana.  

La versatilidad de la obtención de soportes de inmovilización por impresión 3D permite de manera simple sanear 

esta problemática, ya que es posible modificar la composición del material para mejorar sus propiedades 

mecánicas. De hecho, a partir de los resultados obtenidos en esta primera aproximación, el grupo de investigación 

del Dr. Dimartino sugirió la utilización de otro material, cuyas características y potencial serán descritos en la 

sección “Perspectivas futuras” de esta Tesis.  

Inmovilización celular en esporas artificiales de TA y hierro  

En la naturaleza una variedad de microorganismos, entre ellos algunas bacterias, forman esporas como estrategia 

de adaptación a condiciones ambientales desfavorables. Estas esporas bacterianas presentan una estructura 

compleja, incluyendo un recubrimiento rígido compuesto de varias capas que las protege de una amplia variedad 

de agentes externos419. Es en esta adaptación en particular en la que los científicos se basaron para la preparación 

de esporas artificiales de bacterias, obteniendo organismos más resistentes y en algunos casos, con propiedades 

únicas como la capacidad de unir enzimas a su superficie. La obtención de este tipo de organismos presenta 

grandes implicancias en biocatálisis, ya que potencialmente mejora la estabilidad de los mismos, a la vez que 

permite la implementación de cascadas bacteria-enzima para la obtención de compuestos de relevancia. 

Recientemente, el grupo de investigación del Dr. López-Gallego demostró la potencialidad de recubrir la bacteria 

Gram negativa E. coli con un polímero de TA y hierro420, denominado en adelante TAFe.  El fin último de estas 

preparaciones fue inmovilizar enzimas en su superficie para la implementación de cascadas biocatalíticas para la 

obtención de aminoalcoholes. El protocolo constó de la mezcla de un pellet bacteriano con soluciones de TA y 
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FeCl3, lo que resultó en la formación instantánea de una cubierta polimérica. Mientras que el TA se une a la 

superficie bacteriana a través de interacciones con los LPS de la membrana externa, los grupos galoil del TA 

pueden generar enlaces de coordinación con los iones hierro, generando una malla que recubre las bacterias. Las 

esporas artificiales de E. coli obtenidas presentaron una mayor estabilidad a la temperatura y a ambientes con pH 

ácido. Asimismo, la cubierta generada aumentó la superficie efectiva de las bacterias en tres órdenes de magnitud, 

lo que aumentó la capacidad de carga de enzimas. Utilizando esta técnica se logró obtener el aminoalcohol 4-

(aminometil)fenol a partir de 4-(hidroximetil)fenol en una cascada inmovilizada compuesta por una 

oxidorreductasa expresada por E. coli, y una transaminasa inmovilizada en su superficie.  

Durante la estancia de investigación llevada a cabo en el Laboratorio de Biocatálisis Heterogénea del CIC 

BiomaGUNE mencionada anteriormente, se buscó expandir la aplicación de esta técnica a bacterias del género 

Gluconobacter (Esquema 24).  

 

Esquema 24. Estrategia de encapsulación bacteriana por polimerización in situ con el polímero TAFe, generando como resultado esporas 

artificiales. 

Esta estrategia no solamente puede ser beneficiosa para la preparación de cascadas biocatalíticas célula-enzima, 

sino que también presenta el potencial de mejorar la reusabilidad de las bacterias a través de una mejora en la 

estabilidad. Asimismo, dado que la encapsulación sería de célula única, es posible que las restricciones 

difusionales asociadas a la inmovilización sean menores a las experimentadas con otras técnicas de 

inmovilización que generar preparados más voluminosos, como la inmovilización en hidrogeles. Los experimentos 

de encapsulación fueron llevados a cabo utilizando la cepa Gox como catalizador de célula entera. Esta decisión 

fue tomada en base a resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigación, en los que se acopló 

exitosamente la oxidación del glicerol por parte de esta bacteria, con la aminación reductiva de la DHA para 

producir serinol58. De esta forma, de ser exitoso el proceso de inmovilización, los preparados inmovilizados 

obtenidos podrían ser ensayados para la producción de DHA, así como también la producción de serinol a través 

de una co-inmovilización de Gox con la enzima transaminasa PfATA. En esta sección de la Tesis se detallará el 
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proceso de obtención de las bacterias recubiertas y su capacidad de oxidar el glicerol a DHA. La implementación 

de esta estrategia para la obtención de un catalizador combinado de Gox y PfATA será abordado en el Capítulo 4. 

Para llevar a cabo la inmovilización de Gox a través de la encapsulación en el polímero de TAFe se mezclaron 20 

mg de células con las soluciones de TA y FeCl3. El procedimiento de recubrimiento fue llevado a cabo dos veces 

en cada pellet, de acuerdo a los mejores resultados obtenidos en esta condición según Iturralde et al.420. Las 

bacterias recubiertas con el polímero se denominaron GoxTAFe. Para confirmar la formación del recubrimiento 

sobre la superficie bacteriana, se llevó a cabo la observación de las mismas por TEM (Figura 50). A nivel de 

morfología, las micrografías permitieron observar en ambos casos bacilos con un largo aproximado de 1,5 µm. Sin 

embargo, a nivel de la estructura de la membrana externa se observó una clara diferencia entre las bacterias 

control (Gox) (Figura 50a) y las bacterias recubiertas (GoxTAFe) (Figura 50b). Las bacterias recubiertas presentaron 

protuberancias en su membrana externa en forma de “pelos”, consistentes con las observadas para E. coli por 

parte de nuestros colaboradores. En contraste, las células control presentaron una superficie lisa, lo que 

demuestra que el cambio observado se encuentra asociado a la formación del polímero. 

 

Figura 50. Imágenes obtenidas por TEM de Gox sin recubrimiento (a) y GoxTAFe (b). 

La correcta formación del polímero fue también verificada indirectamente por microscopía confocal de 

fluorescencia, a través de la unión de la proteína GFP-His a la superficie de las bacterias recubiertas. Para 

visualizar las bacterias por este tipo de microscopía se recurrió nuevamente al mutante Gox-mCherry, que fue 

recubierto siguiendo el mismo protocolo, y posteriormente incubado con una solución de GFP-His para obtener 

Gox-mCherryTAFe. Esta proteína recombinante posee una cola de histidina por la cual puede anclarse a la 

superficie de las bacterias recubiertas, a través de un desplazamiento de ligandos en los complejos tris-galoil, para 

formar nuevos complejos de coordinación entre las histidinas de las colas y los iones Fe2+ que forman el 

polímero420. De esta forma se logra obtener bacterias decoradas con esta proteína. La fluorescencia de las 

proteínas mCherry (expresada por Gox-mCherry) y GFP-His puede ser luego aprovechada para visualizar la 

localización de ambos componentes del sistema a través de microscopía confocal (Figura 51).  

a

0,2 µm

b

0,5 µm

b
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Figura 51. Imágenes obtenidas por microscopía confocal de fluorescencia de la proteína GFP-His inmovilizada en la superficie del mutante 

fluorescente Gox-mCherry recubierto con un polímero de TA y hierro (Gox-mCherryTAFe).  

Una primera observación de las bacterias en campo claro permitió observar nuevamente la clásica morfología de 

Gox, que se corresponde con bacilos con un tamaño aproximado de 1 a 2 μm de largo (Figura 51, Columna “Campo 

claro”). Posteriormente se logró también observar exitosamente la fluorescencia de las bacterias mutantes 

excitando la muestra con un filtro para mCherry. Las mismas presentaron un brillo de aspecto parejo en toda su 

estructura, debido a la gran cantidad de mCherry sobreexpresada en su interior (Figura 51, Columna “mCherry”). 

Por otro lado, al excitar la muestra con un filtro para GFP se logró observar agrupaciones de pequeños puntos 

brillantes que se corresponden con la fluorescencia emitida por la proteína GFP-His (Figura 51, Columna “GFP-

His”). Al realizar una superposición de los tres tipos de imágenes se pudo observar que efectivamente existe una 

co-localización de GFP-His con mCherry, y que la ubicación de la fluorescencia es consistente con la unión de la 

GFP-His a la superficie de la bacteria. Estos resultados son similares a los obtenidos para E. coli por nuestros 

colaboradores, e indican una correcta formación del polímero alrededor de la bacteria. 

Con la finalidad de evaluar si el recubrimiento con el polímero tuvo un efecto en la capacidad de conversión de 

glicerol de GoxTAFe, se llevó a cabo una reacción partiendo nuevamente de 50 g/L de sustrato en agua (Figura 52). 

Los resultados demostraron que el proceso de inmovilización impactó en la capacidad de producción de DHA de 

las bacterias, obteniendo 11,5 ± 1,3 g/L del producto en 24 h, frente a un 51,3 ± 2,0 g/L obtenido por las células 

libres en las mismas condiciones. Esto implica una reducción del 77% de la capacidad de producción de DHA 

causada por la inmovilización. El bajo consumo de glicerol observado en consistente con la cantidad de producto 

obtenido, y permite descartar efectos significativos que puedan estar asociados a la retención de sustratos o 

productos por el recubrimiento generado. No obstante, esta baja en la productividad podría verse explicada por la 

aparición de limitantes en la difusión de uno o ambos compuestos a raíz de la formación del polímero que recubre 

la célula. En esta misma línea, con el paso del tiempo de reacción se observó además la formación de agregados 

mCherry GFPCampo claro Superposición

GFP-His@Gox-mCherryTAFe
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perceptibles a simple vista que podrían estar teniendo un efecto negativo en la transferencia de masa. Este efecto 

también fue observado por nuestros colaboradores, y fue subsanado añadiendo un paso de bloqueo con BSA luego 

de la polimerización. Esta estrategia aún no ha sido evaluada para Gox y podría mejorar las conversiones en caso 

de que la disminución en la producción de DHA esté asociada a la formación de estos cúmulos.  

 
 

Figura 52. Cinética de producción de DHA y consumo de glicerol por GoxTAFe. 

Para determinar si el recubrimiento TAFe es capaz de otorgar protección a las bacterias en usos consecutivos, se 

llevaron a cabo conversiones sucesivas de 50 g/L de glicerol en ciclos de 24 horas (Figura 53). Los resultados 

obtenidos fueron comparados con aquellos observados para las células en reposo (Figura 53a). De estos 

resultados se desprende que la encapsulación con el polímero TAFe no mejora la reusabilidad de las células, ya 

que los porcentajes de actividad remanente de producción de DHA bajaron de forma más pronunciada para el 

caso de las conversiones sucesivas con GoxTAFe (Figura 53b). Mientras que las células en reposo libres de Gox 

mantuvieron un 77,6 ± 5,6% de actividad en la producción de DHA luego del segundo uso, en el caso de las 

preparaciones GoxTAFe la actividad remanente observada fue de 57,1 ± 1,1%.  

 

Figura 53. Ensayos de reutilización de células libres de Gox (a) y células GoxTAFe (b) en reacciones sucesivas de oxidación de 50 g/L de glicerol. 

Cada uso fue de 24 horas. Actividad remanente de producción de DHA (Verde). 
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Esta disminución en la actividad remanente más pronunciada observada en el caso de las preparaciones GoxTAFe 

entre el primer y segundo uso, puede nuevamente verse asociada a la agregación de las bacterias recubiertas. En 

este caso la agregación puede haber causado una disminución más significativa entre los primeros dos usos, en 

combinación con el desgaste normal que se ve del catalizador al ser sometido a un proceso de reutilización, 

observado en el control. La disminución más paulatina observada para la actividad remanente del catalizador 

GoxTAFe a partir del uso 3 se asemeja más a la observada para las células libres. Esto podría indicar que la 

agregación no cambia significativamente después de este punto, y la pérdida de actividad se debe 

mayoritariamente al desgaste del catalizador. Cabe destacar sin embargo, que en experimentos análogos 

realizados por nuestros colaboradores en presencia de 100 mM de tampón HEPES, la reusabilidad de las células 

en reposo aumentó frente a la de las células libres420. Esto indica que, frente a ciertas condiciones experimentales, 

la cubierta generada sí resulta estabilizante para las células. 

Los resultados anteriormente mencionados constituyen el primer reporte de inmovilización de una cepa de 

Gluconobacter por encapsulación en el polímero TAFe. Si bien este recubrimiento no aportó ventajas para la 

producción de DHA, la capacidad comprobada de inmovilización de GFP-His en su superficie abre la puerta a la 

generación de catalizadores combinados bacteria-enzima para la implementación de cascadas biocatalíticas. 

Esta aproximación será abordada en el siguiente capítulo de esta Tesis. 
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3.4. Conclusiones parciales 

En este capítulo de la Tesis se buscó explorar alternativas novedosas para la inmovilización de Gfr y Gox, con 

potencial de aplicación a otras especies de Gluconobacter. Un análisis del estado del arte de la inmovilización de 

las bacterias de este género demostró que las matrices basadas en polímeros naturales son hasta el momento la 

opción más utilizada, particularmente aquellas basadas en geles de alginato. Esta matriz es biocompatible, 

económica, y sencilla de utilizar, pero presenta como limitantes su baja resistencia mecánica y la aparición de 

restricciones difusionales luego de la inmovilización. Estas falencias comprometen las productividades y 

dificultan la aplicabilidad de las bacterias inmovilizadas en reacciones industriales, por lo que la búsqueda de 

alternativas a este tipo de matrices es altamente pertinente. 

Las estrategias abordadas durante este capítulo fueron diversas, empleando materiales novedosos que dieron 

lugar a resultados variados, demostrando la importancia de una correcta selección de la matriz de inmovilización 

en el resultado final de una biotransformación con Gluconobacter. Tomando la inmovilización en esferas de 

alginato como referencia, a continuación se presentarán las conclusiones obtenidas de la aplicación de cada una 

de estas estrategias no tradicionales, destacando sus ventajas y principales desafíos asociados. Para facilitar la 

comparación, se realizó un compendio de los resultados obtenidos en cada uno de los casos (Tabla 19).     

Tabla 19. Resultados de la inmovilización de Gfr y Gox en la matriz alginato y en distintas matrices no tradicionales. (Continuación) 

Técnica de 
inmovilización 

Cepa 
inmovilizada 

Cantidad de 
bacterias 

inmovilizadas 
(masa) 

Máxima 
producción 

de AG 
hasta 

meseta 
(Tiempo) 

Máxima 
producción 

de DHA 
hasta 

meseta 
(Tiempo) 

Productividad 
AG (g/L.mg de 

biomasa) 

Productividad DHA 
(g/L.mg de 
biomasa) 

Ref. 

Atrapamiento 
en Alginato 

Gfr 
5 x1010 (20 

mg) 
6,7 ± 0,4 (71 

h) 
4,4 ± 0,2 (71 

h) 
0,3 ± 0,02 0,2 ± 0,01 

Este 
trabajo 

Gox 
5 x1010 (20 

mg) 
- 

43,5 ± 2,6 
(140 h) 

- 2,2 ± 0,1 58 

Recubrimiento 
con SiNPs Gfr 

5 x1010 (20 
mg) 

6,1 ± 0,3 (21 
h) 

2,0 ± 0,1 (21 
h) 0,3 ± 0,02 0,1 ± 0,01 

Este 
trabajo 
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Tabla 19. Resultados de la inmovilización de Gfr y Gox en la matriz alginato y en distintas matrices no tradicionales. (Continuación) 

Técnica de 
inmovilización 

Cepa 
inmovilizada 

Cantidad de 
bacterias 

inmovilizadas 
(masa) 

Máxima 
producción 

de AG 
hasta 

meseta 
(Tiempo) 

Máxima 
producción 

de DHA 
hasta 

meseta 
(Tiempo) 

Productividad 
AG (g/L.mg de 

biomasa) 

Productividad DHA 
(g/L.mg de 
biomasa) 

Ref. 

Atrapamiento 
en matriz 

híbrida A4S4 

Gfr 5 x1010 (20 
mg) 

7,7 ± 0,4 (95 
h) 

8,4 ± 0,1 
(95h) 

0,4 ± 0,02 0,4 ± 0,01 Este 
trabajo 

Gox 
5 x1010 (20 

mg) 
- 

50,4 ± 3,4 
(169 h) 

- 2,7 ± 0,2 
Este 

trabajo 

Adsorción a 
matrices 

obtenidas por 
impresión 3D 

Gfr 

4,4 x109 (7,3 
x108 

células/cubo) 
(1,76 mg)* 

0,3 ± 0,1 (15 
h) 

2,3 ± 0,2 (39 
h) 0,2 ± 0,06 1,3 ± 0,1 

Este 
trabajo 

 
3,1x 1010 (7,6 

x109 

células/pieza) 
(12,4 mg)* 

Exp 1: 0,1 
Exp 2: 0,5 

Exp 1: 1,1 
Exp 2: 0,7 

Exp 1: 0,01 
Exp 2: 0,04 

Exp 1: 0,09 
Exp 2: 0,06 

Este 
trabajo 

Encapsulación 
en polímero 

TAFe 
Gox 

5 x1010 (20 
mg) - 

10,1 ± 1,6 
(17 h) - 0,5 ± 0,08 

Este 
trabajo 

*Cálculo realizado en base a la relación 20 mg = 5 x1010 UFC previamente establecido. 

El recubrimiento de Gfr con SiNPs resultó en un entramado de células y nanopartículas visualizado por SEM, que 

impactó en la capacidad de la bacteria de oxidar el glicerol. Mientras que la producción de AG se mantuvo similar 

a la observada para los preparados de alginato, la producción de DHA bajó a menos de la mitad de la obtenida con 

el catalizador de referencia. Este efecto, cuya causa aún se desconoce, puede resultar ventajoso de cara a la 

producción de AG, otorgando sobrenadantes de reacción enriquecidos en este compuesto que faciliten su 

purificación. La formación del compuesto AG fue más rápida para el caso de las bacterias recubiertas con SiNPs, 

lo que implica que la formación del entramado no estaría generando grandes restricciones difusionales. Sin 

embargo, el recubrimiento no resultó estabilizante para las células, ya que el ensayo de reutilización mostró 

resultados semejantes a los de las células libres, perdiendo casi totalmente su capacidad de oxidación de glicerol 

después del primer uso. Futuros estudios de implementación de esta estrategia podrían centrarse en la 

preparación de co-inmovilizados célula-enzima para la implementación de cascadas biocatalíticas, considerando 

la capacidad de las SiNPs de encapsular enzimas que se encuentran en solución durante su síntesis. Esta 

aproximación presentaría como ventaja que no es necesario que la enzima a encapsular posea colas de histidina.  
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La incorporación de los materiales nanoestructurados MT y SiNPs a una matriz clásica de alginato presentó en 

todas las condiciones ensayadas una mejora en la resistencia mecánica del material final obtenido. Este aumento 

en la resistencia estuvo acompañado de cambios a nivel microscópico a nivel de la porosidad de las matrices. 

Entre estas distintas matrices resultantes, la matriz A4S4 se destacó por su reusabilidad aumentada, y su 

capacidad de disminuir la pérdida de células al medio, produciendo además sobrenadantes de reacción libres de 

debris. La misma pudo ser utilizada con éxito para inmovilizar tanto Gfr como Gox, generando preparados con 

desempeños semejantes en la bioconversión del glicerol a los obtenidos a partir de alginato. Por los resultados 

obtenidos, esta matriz puede considerarse una alternativa sencilla a las matrices exclusivamente conformadas 

por alginato. 

Una primera aproximación a la inmovilización de Gfr en matrices obtenidas por impresión 3D mostró el potencial 

de esta bacteria para crecer en adherencia y oxidar glicerol a los compuestos de interés. Se probaron dos 

enfoques: el primero consistió en la inmovilización de la bacteria en piezas cúbicas, mientras que el segundo 

utilizó piezas diseñadas específicamente para un reactor SpinChem de lecho rotatorio. En el primer ensayo, 

realizado en matraces, Gfr inmovilizada en cubos demostró su capacidad para producir AG y DHA a partir de 

glicerol, aunque las estructuras cuboidales no resistieron las condiciones operativas y perdieron su integridad. 

Como alternativa, se desarrollaron piezas diseñadas para su uso en el reactor de lecho rotatorio, donde la 

integridad del material fue preservada gracias a que las piezas estaban contenidas en un cilindro hueco de metal. 

En esta configuración, se registró nuevamente la producción de AG y DHA, aunque las productividades en función 

de la biomasa inmovilizada obtenidas por aproximación en el experimento del reactor de lecho rotatorio 

presentaron un orden de magnitud menos en comparación con los resultados obtenidos para otras técnicas de 

inmovilización. Sin embargo, aunque la concentración de sustrato fue igual en todos los experimentos, el volumen 

de reacción empleado fue mayor. En consecuencia, la concentración de células utilizada en el ensayo fue más de 

10 veces menor, lo que explica esta disminución en la productividad. Futuros experimentos deberán centrarse en 

la posibilidad de aumentar la cantidad de células inmovilizadas, ya sea modificando la estructura del material a 

utilizar o poniendo a punto las condiciones de inmovilización. Una vez conseguido esto se deberá evaluar las 

capacidades de reutilización de este tipo de catalizadores. 

De los experimentos de inmovilización por adherencia a superficies generadas por impresión 3D se observó una 

tendencia que indicaría que el crecimiento de Gfr en estas condiciones favorece la formación de DHA frente a la 

de AG a partir de glicerol. Estos resultados podrían indicar que existen cambios metabólicos que podrían estar 

asociados tanto a la actividad enzimática como a la formación de la matriz externa característica de los biofilms, 

que podría estar impactando en la producción de AG. En consecuencia, resultaría interesante estudiar la 

posibilidad de extender el protocolo estudiado para Gox, ya que esta cepa presenta una alta producción de DHA, 

sin acumulación de AG138. Este tipo de inmovilización en adherencia podría ser una opción para la obtención de 

altas concentraciones de este compuesto.  
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Finalmente, se llevó a cabo un estudio de la formación de esporas artificiales de Gluconobacter obtenidas a partir 

de la formación del polímero TAFe. La especie estudiada en este caso fue Gox, de cara a la posibilidad de 

inmovilizar enzimas en la superficie de estas esporas. Esta técnica de polimerización in situ, descrita previamente 

para levaduras como S. cerevisiae421 y la bacteria E. coli420, pudo ser trasladada de forma exitosa a Gox. La misma 

logró la modificación de su superficie con estructuras semejantes a pelos que pudieron ser visualizados por TEM. 

Si bien esta técnica presentó una disminución en la capacidad de conversión de glicerol por parte de Gox, nuestros 

colaboradores demostraron que en presencia de HEPES las esporas generadas resultan estabilizantes para las 

células. Asimismo, demostramos la capacidad de inmovilizar proteínas con colas de histidina la superficie de las 

esporas, a través de la visualización de la proteína modelo GFP-His por microscopía confocal. Como se mencionó 

anteriormente, la posibilidad de inmovilizar enzimas en la superficie de Gox resulta prometedora, ya que permite 

acoplar la oxidación de sustratos por la bacteria, con otras reacciones enzimáticas. En particular, nuestro grupo 

de investigación demostró que la oxidación de glicerol a DHA por Gox puede ser acoplada a la aminación reductiva 

de este producto para obtener serinol a partir de la acción de la transaminasa PfATA58. En ese entendido, la 

obtención de esporas artificiales de Gox con la capacidad de inmovilizar este tipo de enzimas en su superficie 

resulta ideal para la preparación de catalizadores híbridos que lleven a cabo cascadas biocatalíticas. 

Las técnicas de inmovilización novedosas descritas en esta sección son factibles de ser utilizadas en una variedad 

de microorganismos principalmente, por su similitud, en otras bacterias del género Gluconobacter. El desarrollo 

de estas nuevas matrices con propiedades variadas permite ampliar el rango de aplicación de la inmovilización de 

estas bacterias en procesos industriales, pudiendo facilitar la obtención de una gran variedad de productos. 
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CAPÍTULO 4: Gluconobacter como herramienta en cascadas 

biocatalíticas 

4.1. Introducción 

Antecedentes del uso de células de Gluconobacter en cascadas biocatalíticas artificiales 

Existen una variedad de ejemplos en la literatura en los que se han utilizado células enteras o enzimas de 

Gluconobacter como biocatalizadores que integran cascadas artificiales para la obtención de diversos 

compuestos. Las mismas son cascadas tanto in vivo como in vitro, combinando exclusivamente enzimas422–426 o 

bacterias enteras88,114,237,261, o incluso implementando cascadas de tipo célula-enzima58,156,164,173. En este trabajo se 

hará un especial énfasis en el uso de Gluconobacter como bacteria entera, en cascadas que emplean 

combinaciones de bacterias o de bacterias y enzimas libres. A continuación se presentan diversos ejemplos de 

este tipo de aplicaciones, que evidencian la versatilidad de estos microorganismos como catalizadores en 

cascadas biocatalíticas.  

Entre los ejemplos de cascadas artificiales empleando exclusivamente bacterias enteras como catalizadores se 

encuentra el trabajo de Siemen et al. para la obtención del edulcorante 5-KF a partir de sacarosa88. En un trabajo 

previo del mismo grupo de investigación se generó un mutante de G. oxydans 621H que sobreexpresa una fructosa 

deshidrogenasa perteneciente a otra cepa de Gluconobacter, G. japonicus NBRC3260, posibilitando la producción 

de 5-KF desde fructosa87. Para la obtención del edulcorante 5-KF desde sacarosa, se combinó la cepa mutante 

anteriormente mencionada con una nueva mutante de G. oxydans 621H, que sobreexpresa la enzima SacC de 

Zymomonas mobilis ZM4. SacC es una sacarasa extracelular que puede catalizar la hidrólisis de sacarosa en 

fructosa y glucosa. Al co-cultivar estas dos cepas en una proporción de 1:1, la cascada produjo una conversión a 

5-KF del 92,5% a partir de un medio que contenía sacarosa, y una conversión del 82% a partir de un extracto de 

remolacha azucarera. En este caso la cascada se implementó en un formato 1-Pot, con células en crecimiento. 

Otro producto que puede ser obtenido a partir de una cascada artificial que involucra bacterias enteras del género 

Gluconobacter es la producción de A2-KLG. Wang et al. plantearon una cascada de dos pasos en formato 1-Pot 

que involucra los biocatalizadores G. oxydans y K. vulgare237. En la cascada planteada G. oxydans H24 cataliza 

primero la oxidación de D-sorbitol en L-sorbosa que luego es oxidada por K. vulgare para obtener A2-KLG. A través 

de la implementación de un mecanismo de percepción de quórum y el agregado de B. megaterium a la reacción 

(para mejorar el crecimiento y rendimiento de K. vulgare) se logró obtener 68,80 ± 4,18 g/L del producto A2-KLG. La 

producción de A3-HP a partir de glicerol es también posible a partir de una cascada artificial en 2-Pot que combina 

células de las bacterias L. reuteri y G. oxydans, según un trabajo reportado por Dishisha et al.261. En un primer paso 

el glicerol es biotransformado a 1,3-PDO y 3-HP por células en reposo de L. reuteri. En un segundo paso, el 1,3-
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PDO obtenido durante el primer paso es convertido también en 3-HP por células en reposo de G. oxydans. A partir 

de la implementación de esta cascada se logró obtener una concentración de 3-HP de 23,6 g/L. Como último 

ejemplo de cascada artificial que emplea bacterias enteras de Gluconobacter como biocatalizadores se encuentra 

la producción de A3,4-DHB a partir de xilosa, reportado por Zhang et al.114. En dicho trabajo se plantea una cascada 

de 4 pasos en 1-Pot, utilizando únicamente dos bacterias. En primera instancia la xilosa es oxidada a ácido xilónico 

por G. oxydans 621H. Seguidamente, el ácido xilónico es convertido por una cepa mutante de E. coli para obtener 

3,4-dihidroxibutanal. Finalmente, en un tercer paso también catalizado por G. oxydans 621H el 3,4-

dihidroxibutanal es oxidado para obtener A3,4-DHB. Mediante el empleo de esta cascada se lograron obtener 3,26 

g/L del compuesto objetivo, que resultó ser una de las mayores concentraciones de este compuesto a partir de 

una síntesis verde de este compuesto.  

Otro tipo interesante de cascada biocatalítica del que se encuentran ejemplos del empleo de Gluconobacter son 

las llamadas cascadas célula-enzima. Este tipo de cascadas combina los beneficios de los catalizadores de célula 

entera con los de los catalizadores enzimáticos, permitiendo así ampliar significativamente la variedad de 

compuestos de interés que se pueden obtener a través de síntesis verdes. Este tipo de cascadas pueden 

presentarse de distintas formas, ya sea combinando enzimas extracelulares con células enteras en suspensión, 

decorando las membranas de las células con enzimas o a través de la integración de ambos tipos de 

biocatalizadores en matrices de inmovilización427.  

La combinación de bacterias del género Gluconobacter con enzimas libres para la obtención de productos de valor 

agregado a partir de desechos industriales es un ejemplo de implementación de este tipo de cascadas célula-

enzima y presenta varios antecedentes en la literatura. Un ejemplo de la aplicación de una cascada de este tipo 

fue reportada por Hou et al. para la producción de los ácidos glucónico y xilónico a partir de rastrojo de maíz173. Un 

paso inicial de hidrólisis enzimática del subproducto con celulasas permite liberar los azúcares xilosa y glucosa, 

que en un siguiente paso serán oxidados a sus correspondientes ácidos por G. oxydans DSM 2003. Con esta 

tecnología los autores reportaron una producción de 118,9 g/L de ácido glucónico y 59,3 g/L de ácido xilónico. Un 

reporte reciente de Cheng et al. describe una tecnología similar, pero enfocándose particularmente en la 

producción de ácido glucónico a partir de rastrojo de maíz156. Luego de un pretratamiento con ácido, el 

subproducto fue sometido a hidrólisis enzimática utilizando celulasas. Posteriormente, el hidrolizado fue tratado 

con una mezcla de G. oxydans NL71 y Candida tropicalis para obtener como productos ácido glucónico y proteína 

microbiana. La combinación de estos microorganismos permite obtener ácido glucónico más puro, ya que la xilosa 

es consumida por C. tropicalis, disminuyendo la contaminación con ácido xilónico. La biomasa de C. tropicalis 

obtenida puede ser luego comercializada como proteína microbiana, resultando en un producto adicional de la 

síntesis. Los autores reportaron la obtención de 95,8 g/L de ácido glucónico y 9,0 g/L de proteína microbiana a 

partir de un litro de hidrolizado enzimático. Alternativamente, en un reporte de Jiang et al. se combina una hidrólisis 

enzimática previa de un desecho de la producción de papa con una posterior producción de ácido glucónico por 

G. oxydans DSM 2003164. En dicho trabajo, la pulpa de papa fue hidrolizada enzimáticamente con el agregado de 
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celulasas y pectinasas, y posteriormente se evaluó la conversión de la glucosa libre obtenida en ácido glucónico 

por G. oxydans DSM 2003. La implementación de esta cascada resultó en la producción de 546,48 g de ácido 

glucónico por cada kilogramo de pulpa de papa seca que se utilizó como material de partida.  

En los ejemplos presentados en esta sección queda demostrada la versatilidad de las bacterias del género 

Gluconobacter para obtener compuestos de interés cuando se utilizan en combinación con otros catalizadores de 

célula entera o enzimas en cascadas biocatalíticas. Nuestro grupo de investigación se embarcó hace unos años 

en el diseño de cascadas biocatalíticas basadas en Gluconobacter y transaminasas para la obtención de 

compuestos aminados58. A continuación, se presentarán las generalidades de este tipo de enzimas, y su potencial 

y antecedentes en la obtención de productos de relevancia biotecnológica como parte de cascadas biocatalíticas 

con Gluconobacter. 

Las enzimas transaminasas y su potencialidad para la obtención de productos aminados en cascadas 

acopladas a Gluconobacter 

Las enzimas transaminasas (EC 2.6.1.X) catalizan la aminación asimétrica de cetonas, en presencia del cofactor 

piridoxal-5’-fosfato (PLP), desde un donante de amino a un aceptor428. Dado su mecanismo de acción, el cofactor 

PLP es regenerado luego de cada ciclo catalítico266. Frecuentemente, este tipo de enzimas se presenta como un 

homodímero con su sitio activo ubicado en la interfase entre ambos monómeros429. El mismo está compuesto por 

dos bolsillos de distinto tamaño, cuya estructura impactará en la especificidad de la enzima. En base a esto, las 

transaminasas se clasifican en α- y ω-transaminasas430. Mientras que las α-transaminasas actúan sobre grupos 

aminos o cetonas en posición en alfa a un grupo ácido carboxílico, las ω-transaminasas pueden transferir un grupo 

amino adyacente a un carbono primario que se encuentre al menos a un carbono de distancia del grupo carboxilo. 

Este tipo de transaminasas pueden además actuar sobre sustratos que no poseen grupos carboxilo, como aminas 

y cetonas. 

En general las transaminasas presentan una gran aplicabilidad en la producción de fármacos y productos 

naturales, debido a permiten la obtención de aminas quirales431. La síntesis de este tipo de aminas resulta de 

especial interés, ya que componen una gran variedad de fármacos relevantes como la Sitagliptina, el Cinacalcet, 

el Formoterol, la Cipargamina, el Niraparib, la Rivastigmina y el Dilevalo266.   

Particularmente, la enzima PfATA (2.6.1.113) es una enzima ω-transaminasa proveniente del organismo 

Pseudomonas fluorescens. La misma se compone por cuatro cadenas aminoacídicas iguales que conforman un 

homotetrámero, con un peso molecular total de 210 kDa (Figura 54)432. En esta estructura, el cofactor PLP se 

encuentra posicionado en la interfase entre dos subunidades, lo que da lugar a cuatro sitios de unión a PLP por 

molécula. 
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Figura 54. Estructura tridimensional del homotetrámero que compone la enzima transaminasa PfATA de Pseudomonas fluorescens (PDB ID: 

6S54). 

Como se mencionó en la sección anterior, nuestro grupo de investigación logró acoplar la oxidación del glicerol 

hacia DHA catalizada por Gox, con la aminación reductiva de la DHA por la PfATA para producir serinol58. En el 

reporte antes mencionado se combinaron ambos biocatalizadores en un formato 1-Pot, llevando a cabo una co-

inmovilización de los mismos en esferas de alginato. Primero se inmovilizó PfATA a través de una cola de histidina 

en microesferas de agarosa-IDA-Co2+ y el producto resultante se mezcló con un pellet bacteriano de Gox. Luego 

se incorporó la mezcla resultante a una solución de alginato al 3% y se formaron esferas. Dentro de las 

preparaciones híbridas, la bacteria catalizó la oxidación del glicerol a DHA y luego este producto fue sometido a 

una aminación reductiva por la enzima PfATA en presencia de L-alanina, para producir serinol y piruvato como 

subproducto. Con esta tecnología se produjeron 36 mM de serinol a partir de glicerol puro después de 44 h. Este 

reporte demostró la capacidad de combinar estos dos biocatalizadores para obtener exitosamente la molécula 

proquiral serinol. Sin embargo, existen aún oportunidades de mejora en la configuración de la cascada empleada. 

Los problemas difusionales presentados por la inmovilización en alginato y la baja estabilidad mecánica del 

catalizador híbrido, abren las puertas a nuevos experimentos en los que analizar distintas configuraciones de 

operación de la cascada. Asimismo, en base a los resultados obtenidos durante el primer capítulo de esta Tesis, 

resulta de interés estudiar la potencialidad de estos biocatalizadores para obtener aminas quirales a partir de 

derivados de glicerol en reacciones en cascada. 

En este capítulo de la Tesis se abordará el acoplamiento de Gox con la enzima transaminasa PfATA 

inmovilizada, para la síntesis de compuestos aminados a partir de glicerol y algunos de sus derivados 

mediante cascadas biocatalíticas. Se evaluarán diversas estrategias de inmovilización, explorando 

diferentes arquitecturas y formatos de cascada para mejorar el desempeño del proceso.  
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4.2. Materiales y métodos 

4.2.1. Cepas bacterianas 

Las cepas de Gluconobacter utilizadas fueron Gox y Gox-mCherry.  Las mismas fueron mantenidas en placas de 

medio de glucosa-agar (peptona 5 g/L, extracto de levadura 5 g/L, D-glucosa 5 g/L,  MgSO4.7H2O 1 g/L, agar 15 g/L, 

pH 6,5) a 30 °C, con el agregado de kanamicina 50 µg/mL para el caso del mutante Gox-mCherry. La cepa E. coli 

BL21 conteniendo el plásmido pET28b_Pf-ωTA433 se encontraba disponible en el cepario del Laboratorio de 

Biocatálisis Heterogénea del CICBiomaGUNE (San Sebastián, España). La misma se mantuvo en placas de LB agar 

(triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, agar 15 g/L, pH 7,5) con el agregado de ampicilina 100 

µg/mL. 

4.2.2. Reactivos generales 

El NaCl, glicerol, K₂HPO₄, HCl y el NaH2PO4 fueron de Carlo Erba Reagents (Val-de-Reuil, Francia). El  extracto de 

levadura y la triptona fueron de Oxoid (Basingstoke, Reino Unido). La peptona fue de PanReac AppliChem 

(Barcelona, España). El reactivo MgSO4.7H2O fue de J.T. Baker (Pensilvania, EE. UU.). El KH2PO4 y el FeCl3 fueron 

de Macron Chemicals (Pensilvania, EE. UU.). El TMOS fue de Merck (Darmstadt, Alemania). El imidazol, la L-alanina 

y el isopropil-beta-D-tio-galactopiranósido (IPTG) fueron de Fisher Scientific (Massachusetts, EE. UU.). Las 

microesferas de Agarosa-IDA-Co2+ fueron de Agarose Bead Technologies (Madrid, España). El PLP, el HEPES-Na, y  

el TA fueron de Sigma (Illinois, EE. UU.). La ampicilina, el piruvato, la feniletilamina (FEA), la kanamicina y la PEI 

1300 MW fueron de fue de Sigma-Aldrich (Misuri, EE. UU.). El derivado de glicerol EGE fue proporcionado por el Dr. 

Fernando López-Gallego. 

4.2.3. Obtención de extracto crudo de PfATA 

Se llevaron a cabo precultivos de E. coli BL21 conteniendo el plásmido pET28b_Pf-ωTA en medio LB (triptona 10 

g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) suplementado con ampicilina 100 µg/mL. Los mismos se 

dejaron crecer por 16 h a 250 rpm y 37ºC. Posteriormente, 10 mL de precultivo fueron utilizados para inocular 500 

mL de medio LB (triptona 10 g/L, 10 g/L NaCl, extracto de levadura 5 g/L, pH 7,5) suplementado con ampicilina (100 

µg/mL) en un matraz de 2 L. El cultivo se dejó crecer a 250 rpm y 37ºC, hasta alcanzar un valor de DO600 nm de 0,6. 

La expresión de PfATA se indujo agregando 500 µL de IPTG 0,01 M e incubando el cultivo a 21 °C por 16 h. El medio 

de crecimiento fue alicuotado cada 50 mL y centrifugado por 15 min a 4ºC y 4000 rpm. Los pellets obtenidos se 

almacenaron a -20 ºC hasta su posterior uso.  

Para la obtención del extracto crudo se resuspendieron dos de los pellets anteriormente mencionados en 5 mL de 

tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM. La suspensión celular fue sonicada por 20 min (amplitud 20%, 2 s on, 

3 s off) con un sonicador Sonopuls HD 4100 de Bandelin (Berlín, Alemania). Posteriormente, se centrifugó el 
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extracto obtenido por 20 min a 10000 rpm y 4 ºC. El pellet fue descartado y el sobrenadante constituyó el extracto 

crudo de PfATA. El mismo se almacenó a 4 ºC hasta su uso.  

4.2.4. Purificación de PfATA 

Se ofrecieron 7,5 mL de  extracto crudo de PfATA a 1 g de agarosa-IDA-Co2+ y se incubaron en agitador rotatorio a 

4 °C por 10 min. Se descartó el flow through y se eluyó la proteína incubando la matriz con 2 mL de un tampón 

HEPES 100 mM + PLP 0,1 mM + imidazol 500 mM durante 5 min a 4 °C. Al finalizar la reacción se eluyó por gravedad, 

obteniendo una solución de PfATA purificada. 

4.2.5. Cuantificación de proteínas por método de Bradford 

La determinación de la concentración proteica de las distintas fracciones obtenidas en los procesos de 

purificación e inmovilización se llevó a cabo utilizando la técnica de Bradford con un kit de Bio-Rad (California, EE. 

UU.) de acuerdo con las especificaciones del fabricante.  

4.2.6. Preparación de SiNPsTAFe 

Se llevó a cabo una síntesis de SiNPs como la mencionada anteriormente en el apartado 3.2.3 “Síntesis de SiNPs 

para la obtención de preparados híbridos”. Se agregaron 50 µL de TA (40 mg/mL) a 500 µL de una suspensión de 

120 mg/mL de SiNPs en agua y se mezcló con vórtex durante 10 s. Posteriormente, se agregaron 50 µL de FeCl3 (10 

mg/mL) y se mezcló la suspensión con vórtex durante 10 s. Se centrifugaron las SiNPsTAFe obtenidas a 10000 rpm 

y 4 ºC por 4 minutos. Se descartó el sobrenadante. Se lavaron las SiNPs tres veces con 500 µL de HEPES 50 mM, 

pH 8,0.  

4.2.7. Liofilizado de muestras de SiNPs y SiNPsTAFe 

Se prepararon SiNPs y SiNPsTAFe de acuerdo con lo detallado en la sección “4.2.6. Preparación de SiNPsTAFe”. 

En este caso los lavados, fueron llevados a cabo con 500 µL agua. Cada vez que se agregó agua se centrifugaron 

las distintas nanopartículas a 13000 rpm por 5 min y se descartó el sobrenadante. Los pellets obtenidos fueron 

incubados a -80 °C durante 16 h. Los pellets congelados se colocaron en un liofilizador Lyoquest de Telstar 

(Barcelona, España) a -55 °C y 1 mBar por 16 h. 

4.2.8. Análisis por STEM-HAADF y STEM-EDS de SiNPs y SiNPsTAFe 

La microscopía electrónica de transmisión en modo de barrido (STEM) se realizó en un microscopio Titan corregido 

para sonda de Thermofisher (Massacusetts, EE. UU.) operado a 300 kV, equipado con una fuente de emisión de 

electrones de alta luminosidad X-FEG y un corrector de aberración esférica Cs de CEOS (Heidelberg, Alemania) 

para el sistema de condensador, lo que permite obtener un tamaño de sonda subangstrómico. Las imágenes de 
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campo oscuro anular de alto ángulo (HAADF) se obtuvieron con un detector HAADF de Fischione (Pensilvania, EE. 

UU.). Finalmente, para analizar la composición química de los materiales, se obtuvieron espectros de dispersión 

de energía de rayos X (EDS) y mapas de composición elemental utilizando un detector Ultim Max de Oxford 

Instruments (Abingdon, Reino Unido).La preparación de muestras y la adquisición de imágenes fue llevada a cabo 

por el Laboratorio de Microscopías Avanzadas (Universidad de Zaragoza, Zaragoza, España). 

4.2.9. Análisis por FTIR de SiNPs, SiNPsTAFe y TA 

Se llevaron a cabo análisis por espectroscopía de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) de muestras de 

SiNPs, SiNPsTAFe, y TA, utilizando un espectrómetro infrarrojo IR-Prestige 21 de Shimadzu (Kioto, Japón). Los 

espectros fueron obtenidos en el rango entre 4000 y 500 cm-1. Las muestras fueron preparadas mezclando 200 mg 

de KBr con 30 mg de SiNPs o SiNPsTAFe liofilizadas, o TA en polvo. Cada vez, utilizando un mortero, se obtuvo una 

mezcla fina que fue empleada para generar discos de 13 mm utilizando una prensa hidráulica CrushIR de PIKE 

Technologies (Wisconsin, EE. UU.) a una presión de 10 toneladas, con una bomba de vacío. Estos análisis fueron 

llevados a cabo en el Laboratorio del Dr. Eduardo Méndez (UdelaR, Montevideo, Uruguay). 

4.2.10. Análisis por XPS de SiNPs y SiNPsTAFe 

Los análisis por espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos x (XPS) de las nanopartículas se realizaron n 

un espectrómetro Versaprobe III de ULVAC (Chigasaki, Japón) utilizando una fuente de rayos X monocromática de 

aluminio (línea Kα, 1487 eV). El instrumento se calibró antes de la medición usando la línea 3d5/2 de Ag a 368,26 

eV. Las muestras se fijaron con clips de cobre, y se realizó la alineación en Z para optimizar la altura de la muestra. 

Para la neutralización de carga, se aplicaron tanto neutralización de iones como de electrones. La cuantificación 

elemental se realizó en un barrido topográfico con energía de paso de 224 eV y un incremento de 0,5 eV por paso, 

mientras que las regiones de alta resolución se adquirieron con una energía de paso de 69 eV y un incremento de 

0,125 eV por paso, con un tiempo por paso de 50 ms. Los datos fueron analizados utilizando el software CasaXPS 

(v2.3.16 PR 1.6), y las energías se calibraron tomando el enlace C-C sp3 fijado a 285 eV. El ajuste de los espectros 

Fe 2p se realizó siguiendo el protocolo descrito por Biesinger et al434. Estos análisis fueron llevados a cabo por el 

grupo de investigación del Dr. Fernando López-Gallego (CicBiomaGUNE, San Sebastián, España). 

4.2.11. Inmovilización en superficie de PfATA en SiNPs y SiNPsTAFe 

Se ofrecieron 2 mL de extracto crudo de PfATA a pellets de SiNPs y SiNPsTAFe correspondientes a 500 µL de una 

suspensión de 120 mg/mL de nanopartículas. Las suspensiones generadas se incubaron durante 1 h a 4 ºC en 

agitación utilizando un agitador rotatorio. Luego de la inmovilización se centrifugaron las suspensiones de 

nanopartículas a 5000 rpm y 4 ºC por 2 minutos. El pellet se lavó tres veces con 2 mL de tampón HEPES 50 mM + 

PLP 0,1 mM. Se evaluó la actividad enzimática y concentración proteica del sobrenadante y el pellet obtenido. 
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4.2.12. Medidas de actividad PfATA 

La actividad de la enzima PfATA, de suspensiones estándar de los derivados enzimáticos inmovilizados se llevó a 

cabo por un ensayo colorimétrico en placa de 96 pocillos. La mezcla reactiva fue HEPES 100 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 

mM +Piruvato 2 mM + FEA 2 mM. Las medidas se realizaron siempre por triplicado, agregando 5 µL de muestra y 

200 µL de mezcla reactiva en cada pocillo. La medida se llevó a cabo durante 10 minutos a 30ºC en un lector de 

placas Epoch 2 de BioTek (Vermont, EE. UU.). 

Una unidad de enzima (UI/mL) fue definida como la cantidad de enzima que cataliza la conversión de 1 µmol de 

FEA en acetofenona por minuto, por mL de suspensión enzimática. La ecuación utilizada para obtener este valor 

se observa a continuación: 

𝑈𝐼

𝑚𝐿
=

𝑃𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒. 𝑉𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙

𝜀𝐴𝑐𝑒𝑡𝑜𝑓𝑒𝑛𝑜𝑛𝑎 × 𝑏 × 𝑉𝑀𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

 

Dónde: 

• Pendiente, es la pendiente registrada durante la medida de actividad. 

• VTotal, es el volumen total de la reacción de medida de actividad, en este caso 0,205 mL. 

• εAcetofenona, es el coeficiente de absortividad molar del producto de la reacción, en este caso 12 cm-1 mM-1
. 

• b, es el paso óptico utilizado durante la medida, en este caso 0,56 cm. 

• VMuestra, es el volumen de solución o suspensión enzimática utilizado para medir. 

4.2.13. Evaluación por SDS-PAGE de fracciones de inmovilización 

Las muestras a ser analizadas por esta técnica fueron diluidas de acuerdo a lo necesario en tampón HEPES 50 

mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM y posteriormente diluidas al medio en tampón de carga 2x Laemmli Sample Buffer 

suplementado con 2-mercaptoetanol de Bio-Rad (California, EE. UU.). Posteriormente las muestras fueron 

calentadas en termobloque a 100 ºC por 10 minutos. Las mismas fueron sembradas en un gel de poliacrilamida al 

12%. El marcador de peso molecular utilizado fue Precision Plus Protein Dual Color Standard (#1610374) de Bio-

Rad (California EE. UU.). El tampón de corrida utilizado fue Tris/Glicina/SDS de Bio-Rad (California, EE. UU.). Para 

obtener la fracción correspondiente a las proteínas que se inmovilizaron en las SiNPsTAFe se incubó el derivado 

en tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM + imidazol 500 mM a 24 ºC + imidazol 500 mM durante 16 horas. El 

gel fue teñido con azul de Coomassie para su visualización. 
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4.2.14. Aminación de EHA utilizando una fracción soluble de PfATA 

La reacción fue llevada a cabo en tubos de 1,5 mL mezclando 475 µL de la fracción purificada de PfATA (6,4 UI/mL) 

obtenida utilizando el protocolo detallado en la sección “4.2.4. Purificación de PfATA” con 25 µL de EHA (500 mM 

en 50% ACN) y 22,25 mg de L-Alanina, lo que resultó en una concentración inicial de sustrato de ~25 mM y 0,5 M 

del aminoácido. La reacción se incubó a 800 rpm en un thermoshaker a 30 °C por 48 h. Muestras del tiempo inicial 

y final de la reacción fueron analizadas por GC-FID y GC-MS de acuerdo con lo especificado en las secciones 

“1.2.5. Preparación general de muestras para análisis por GC”, “1.2.6. Análisis por GC-FID convencional” y “1.2.7 

Análisis por GC-MS”. 

4.2.15. Obtención de productos aminados en cascadas biocatalíticas en formato 2-Pot 

A partir de sobrenadantes de reacciones de oxidación de glicerol y EGE por Gox (conversiones reportadas en el 

Capítulo 1) se preparó una mezcla reactiva conteniendo sustrato (DHA o EHA) 20 mM en tampón HEPES 100 mM, 

pH 8,0 + L-Alanina 0,5 M + PLP 0,1 mM con 1,5 UI PfATA@SiNPsTAFe. Las reacciones se incubaron en thermoshaker 

a 1000 rpm y 30ºC durante 48 h. Se llevaron a cabo controles sin catalizador. Muestras del tiempo inicial y final de 

la reacción fueron analizadas por GC-FID de acuerdo con lo especificado en las secciones ““4.2.17. Análisis por 

GC-FID convencional” y “4.2.18. Análisis por GC-MS”. 

4.2.16. Inmovilización de PfATA en GoxTAFe 

Se añadieron 4 mL de extracto crudo a 2 mg de GoxTAFe, obtenidos de acuerdo a lo descrito en la sección “3.2.15. 

Inmovilización bacteriana a partir de la formación de esporas artificiales”, y se incubó la suspensión durante 1h a 

4ºC en un agitador rotativo. Luego de la incubación se llevaron a cabo 3 lavados con 1 mL de tampón HEPES 50 

mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM, cada vez centrifugando a 5000 rpm por 2 min y descartando el sobrenadante. El pellet 

de PfATA@GoxTAFe se almacenó en hielo hasta su uso posterior. 

4.2.17. Biotransformación de glicerol por PfATA@GoxTAFe 

Se resuspendieron 2 mg de PfATA@GoxTAFe en 3 mL de en el medio de reacción (HEPES 100 mM, pH 8,0 + glicerol 

0,54 M, L-Alanina 0,5 M + PLP 0,1 mM). La reacción se llevó a cabo en matraces de 25 mL, con agitación a 200 rpm 

a 30 ºC por 24 h. Periódicamente se tomaron muestras que fueron analizadas por GC-FID de acuerdo con lo 

especificado en la sección “4.2.17. Análisis por GC-FID convencional”. 

4.2.18.  Análisis por GC-FID convencional 

Las muestras fueron preparadas de acuerdo con lo determinado previamente en la sección “1.2.5. Preparación 

general de muestras para análisis por GC”. Se preparó una curva de calibración de serinol (TRet = 12,8 min) con 
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concentraciones entre 4 y 550 mM (Figura A14). Los análisis fueron llevados a cabo de acuerdo con lo especificado 

en la sección  “1.2.6. Análisis por GC-FID convencional”.  

4.2.19. Análisis por GC-MS 

Las muestras fueron preparadas de acuerdo con lo determinado previamente en la sección “1.2.5. Preparación 

general de muestras para análisis por GC”. Se analizó un estándar de serinol para determinar su patrón de masas. 

Los análisis fueron llevados a cabo de acuerdo con lo especificado en la sección  “1.2.7 Análisis por GC-MS”. 
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4.3. Resultados y discusión  

La gran versatilidad de las bacterias del género Gluconobacter como catalizadores de célula entera puede ser 

potenciada a través de su acoplamiento con otros biocatalizadores, posibilitando la obtención de nuevos 

productos con aplicaciones interesantes. Particularmente, su combinación con enzimas transaminasas permite 

la síntesis de compuestos aminados con especial relevancia como bloques de síntesis en la industria 

farmacéutica. 

Durante el primer capítulo de este trabajo de Tesis se reportó la capacidad de Gox de oxidar los derivados de 

glicerol EGE y 3FGE a sus correspondientes cetonas, EHA y 3FHA. Estas cetonas son potencialmente modificables 

a través de aminación reductiva, pudiendo resultar en aminas quirales de alto valor. La potencialidad de combinar 

Gox con la enzima transaminasa PfATA para la obtención del producto proquiral serinol a partir de glicerol ya fue 

establecida con anterioridad por nuestro grupo de investigación58. De estos resultados surge la posibilidad de 

continuar estudiando esta combinación de biocatalizadores, para obtener otras moléculas aminadas a partir de 

las cetonas anteriormente mencionadas. Adicionalmente, los resultados obtenidos en el capítulo anterior 

demostraron la posibilidad de obtener esporas artificiales de Gox con la capacidad de inmovilizar en su superficie 

proteínas con colas de histidina. Esta técnica permite el desarrollo de nuevos biocatalizadores combinados con 

arquitecturas mejoradas que potencialmente faciliten la obtención de las moléculas aminadas de interés a partir 

de la combinación de Gox y PfATA. Su ya mencionada relevancia como bloques de síntesis en la industria 

farmacéutica, hace del desarrollo de nuevas estrategias para su síntesis un área de investigación altamente 

pertinente. 

En base a esto, en este último capítulo de la Tesis se buscó estudiar nuevas posibilidades de implementación de 

la cascada ya establecida (Esquema 25a), variando tanto su arquitectura como sus sustratos. Concretamente, se 

planteó el diseño de dos cascadas con formatos distintos (Esquema 25b y c). 

La primera de ellas fue una cascada de tipo 2-Pot en la que en una primera instancia se llevaría a cabo la oxidación 

de los sustratos por acción de células en reposo de Gox. Luego, en un segundo paso las cetonas serían sometidas 

a una aminación reductiva por la enzima PfATA inmovilizada en una matriz nanoestructurada novedosa. Por otro 

lado, se diseñó una cascada de tipo 1-Pot en la que el catalizador a utilizar sería una espora artificial de Gox, 

preparada según se detalló en el Capítulo 3 de esta Tesis, en cuya superficie se inmovilizaría la enzima PfATA a 

través de una cola de histidina. A continuación, se presentan los resultados obtenidos a partir de la 

implementación de ambas cascadas. 
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Esquema 25. Obtención de moléculas aminadas a partir de glicerol y sus derivados. a) Cascada biocatalítica para la obtención de moléculas 

aminadas a partir de glicerol y derivados, combinando Gox y PfATA. b) Estrategia 2-Pot. c) Estrategia 1-Pot. Gox: G. oxydans. PfATA: 

Transaminasa de Pseudomonas fluorescens. PfATA@SiNPsTAFe: PfATA inmovilizada en la superficie de nanopartículas de sílica recubiertas 

con el polímero TAFe (SiNPsTAFe). PfATA@GoxTAFe: PfATA inmovilizada en la superficie de esporas artificiales de Gox (GoxTAFe). 

Cascada en formato 2-Pot para la preparación de compuestos aminados a partir de glicerol y EGE 

Como ya fue mencionado anteriormente, en el primer capítulo de esta Tesis se demostró que las células en reposo 

de Gox pueden oxidar de forma exitosa los sustratos derivados de glicerol EGE y 3FGE, en una reacción sin 

precedentes en la literatura. Mientras que la biotransformación a 3FHA presentó rendimientos discretos, la 

producción de EHA demostró tener un mayor potencial, alcanzando una conversión cercana al 30% del 

enantiómero S del EGE a EHA, en las condiciones estudiadas. Al igual que la DHA obtenida a partir de glicerol, la 
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cetona EHA presenta la potencialidad de ser modificada enzimáticamente por acción de la enzima PfATA para la 

obtención de su correspondiente amina quiral, denominada 2-amino-3-etoxipropan-1-ol (2A3EP) (Esquema 26).  

 

Esquema 26. Potencial aminación reductiva de EHA catalizada por PfATA para formar la amina quiral 2A3EP. 

En este entendido, como una primera aproximación a la síntesis en cascada de la amina 2A3EP, y dados los buenos 

resultados obtenidos durante los experimentos con células en reposo para la obtención de EHA en agua, se 

seleccionó esta modalidad de biotransformación para el primer paso de la cascada. Para el segundo, que consta 

de la aminación reductiva de la EHA, se decidió utilizar la enzima PfATA inmovilizada, utilizando condiciones de 

reacción previamente establecidas405.  

En particular, la inmovilización de PfATA ha demostrado en el pasado ser una aproximación útil para mejorar su 

estabilidad y reusabilidad. De hecho, nuestro grupo de investigación ha abordado anteriormente su inmovilización 

mediante unión a la superficie de diversas matrices preexistentes, así como su encapsulamiento en SiNPs y la 

formación de CLEAs405. De la batería de estrategias analizadas en este trabajo previo, los CLEAs presentaron los 

mejores resultados. Sin embargo, el uso de BSA y PEI para proteger la enzima incrementa los costos de 

producción, mientras que el uso del agente entrecruzante glutaraldehído, por su toxicidad, convierte esta 

estrategia de inmovilización en una opción menos sostenible desde el punto de vista ambiental. Entre las demás 

alternativas estudiadas, las matrices preexistentes basadas en agarosa también presentaron buenos resultados, 

especialmente aquellas funcionalizadas con IDA-Co2+. No obstante, este tipo de matrices comerciales pueden 

resultar costosas y muchas veces requieren del empleo de métodos de funcionalización con tiempos de 

incubación prolongados, y en algunos casos, el empleo de reactivos tóxicos. Alternativamente el atrapamiento en 

SiNPs es una estrategia más sencilla y efectiva, que presentó buenos rendimientos de inmovilización. Sin 

embargo, por sus características no otorgó estabilidad a la estructura proteica. Adicionalmente, a excepción de 

las matrices funcionalizadas con IDA-Co2+, la mayoría de las estrategias abordadas requirió de una purificación 

previa de la enzima, ya que la interacción con los soportes fue inespecífica. Esto no solamente complejiza los 

procesos de inmovilización, sino que prolonga el tiempo de preparación del catalizador.  
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De cara a una posible aplicación industrial de PfATA inmovilizada, factores como el costo de la matriz, la sencillez 

del proceso de inmovilización, y la mejora en las propiedades del catalizador deben ser tomados en cuenta para 

la selección de la estrategia a utilizar. Por este motivo, se buscó desarrollar una nueva estrategia de inmovilización 

de fácil implementación, mediada por unión por afinidad para evitar la unión inespecífica de proteínas, y que 

presente un mínimo impacto en la actividad de PfATA. Capitalizando sobre el conocimiento del grupo de 

investigación en la síntesis de SiNPs, y los nuevos conocimientos adquiridos en la formación del polímero de TAFe 

utilizado para generar las esporas artificiales de Gox, se planteó generar un nuevo material híbrido de 

inmovilización para PfATA. El mismo se basó en generar SiNPs con un recubrimiento del polímero TAFe, con la 

potencialidad de inmovilizar la enzima de interés a través de una cola de histidina. Este nuevo soporte de 

inmovilización se denominó SiNPsTAFe y su preparación, caracterización y posterior aplicación para la 

inmovilización de PfATA se describen a continuación. 

Síntesis y caracterización de SiNPsTAFe  

La preparación de las SiNPsTAFe involucró un primer paso de síntesis de SiNPs, en el que se empleó el mismo 

protocolo descrito en el Capítulo 3 para la preparación de los materiales híbridos A4S1 y A4S4. Las nanopartículas 

obtenidas fueron observadas por STEM-HAADF. La microscopía STEM-HAADF se vale de un detector anular de alto 

ángulo para obtener imágenes con alta resolución y contraste, basadas en la variación del número atómico de los 

elementos presentes en la muestra, siendo los más pesados los que presentan mayor señal384. A partir de una serie 

de imágenes, se llevaron a cabo medidas del diámetro de las SiNPs, obteniendo un diámetro promedio de 728 ± 

290 nm (Figura 55). Este tamaño es similar al reportado por Jackson et al. para esta síntesis31. 

 

 

 

 

 

 

Utilizando como base el protocolo utilizado para generar las esporas de Gox, se agregó a la suspensión de 

nanopartículas obtenida soluciones de TA y FeCl3, lo que generó un cambio inmediato en su coloración, tomando 

un tono grisáceo (Figura 56b).   

Figura 55. Imagen obtenida por STEM-HAADF de las SiNPs utilizadas 

como base para la posterior obtención de las SiNPsTAFe. Recuadro: 

Histograma representativo del diámetro (nm) de las nanopartículas 

obtenidas. Promedio: 728 ± 290 nm, n=50. 
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Figura 56. Síntesis de SiNPsTAFe. a) Suspensión de SiNPs de partida. b) Suspensión de SiNPs luego del agregado del TA y FeCl3 (SiNPsTAFe). 

Este cambio de color se mantuvo luego de la realización de una serie de lavados, lo que resultaba compatible con 

una potencial modificación de la superficie de las SiNPs. Con el fin de evaluar las propiedades del material 

obtenido luego de la reacción de polimerización, se llevaron a cabo una variedad de técnicas de caracterización. 

La primera parte del análisis consistió en la microscopía de transmisión de barrido (STEM) de las nanopartículas 

antes y después de su modificación (Figura 57). Para la obtención de imágenes se emplearon dos técnicas 

distintas: la microscopía STEM-HAADF y la STEM-EDS. Esta última técnica proporciona información detallada 

sobre la composición elemental de la muestra, generando un mapa que facilita la identificación y distribución 

espacial de los elementos en la misma435. Frecuentemente, las imágenes obtenidas con ambas técnicas se 

combinan, superponiendo los mapas elementales sobre las imágenes de alta resolución, lo que permite una 

visualización precisa de la distribución de los elementos en la proyección bidimensional del preparado. 

En el caso particular de las SiNPs y las SiNPsTAFe, esta combinación de estrategias de microscopía STEM permite 

no solamente observar posibles cambios morfológicos o de organización a partir de la formación del polímero, 

sino que permite determinar su ubicación en la estructura. 

a b
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Figura 57. Imágenes obtenidas por microscopía STEM-HAADF y STEM-EDS de las nanopartículas antes (SiNPs) y después (SiNPsTAFe) de la 

formación del polímero TAFe. HAADF: Imagen obtenida por STEM-HAADF. Si (Kα1): Ubicación espacial de los átomos de silicio en la estructura, 

obtenida por STEM-EDS. O (Kα1): Ubicación espacial de los átomos de oxígeno en la estructura, obtenida por STEM-EDS. Fe (Kα1): Ubicación 

espacial de los átomos de hierro en la estructura, obtenida por STEM-EDS. Superposición: Superposición de las imágenes obtenidas por STEM-

EDS. 

Las imágenes obtenidas por STEM-HAADF de las SiNPsTAFe mostraron en todos los casos morfologías esféricas, 

de aspecto similar a las SiNPs (Figura 57). El análisis de la composición elemental de las muestras realizado por 

STEM-EDS confirmó la formación del polímero TAFe alrededor de la estructura de las nanopartículas. Para llevarlo 

a cabo, se analizaron las señales correspondientes a la presencia de átomos de silicio, oxígeno y hierro. Por su 

composición, se esperaba que las SiNPs presentaran señales correspondientes a silicio y oxígeno, mientras que 

la presencia del polímero TAFe debería verse evidenciada por la presencia de los átomos de oxígeno presentes en 

el TA, y los átomos de hierro que coordinan la unión entre las moléculas de TA. Efectivamente, mientras que las 

SiNPs solamente presentaron señales de silicio y oxígeno, las SiNPsTAFe demostraron tener en su superficie 

átomos de hierro, lo que implica la formación de la malla de TAFe. Una imagen tomada del borde de una de estas 

nanopartículas permitió observar al detalle la organización de los átomos, que concuerda con la formación de esta 

estructura (Figura 57, fila “SiNPsTAFe (borde)”). Mientras que los átomos de silicio solamente se concentran en la 

estructura que conforma la nanopartícula, los de oxígeno se observan con abundancias distintas a lo largo de la 

muestra. En este caso, se observa una mayor densidad de átomos de oxígeno en lo que se corresponde con la 

estructura de la nanopartícula, que hacia el extremo disminuye, lo que concuerda con la presencia del TA que 

FeHAADF Si O Superposición

SiNps

SiNpsTAFe

a

SiNpsTAFe

(borde)
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forma parte del polímero. Finalmente, la señal de átomos de hierro se observa con una densidad menor, 

recubriendo toda la estructura, lo que nuevamente se condice con la presencia de iones hierro en el polímero TAFe. 

La formación de este polímero se hace aún más evidente al observar la superposición de imágenes tomadas por 

STEM-EDS, en el que la señal de los átomos de hierro se observa como un halo que rodea la estructura de la 

nanopartícula. 

La modificación exitosa de la superficie de las nanopartículas también fue confirmada por otras dos técnicas 

espectroscópicas complementarias, la espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y la 

espectroscopía de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS).  

La técnica de FTIR se basa en la irradiación de la muestra con luz infrarroja, lo que resulta en un espectro que 

muestra la absorción o transmitancia de la luz a los distintos números de onda436. Este espectro aporta 

información de la naturaleza de la muestra, permitiendo identificar los grupos funcionales presentes y los tipos de 

enlaces químicos entre los átomos437, permitiendo en este caso determinar la composición y funcionalización de 

las nanopartículas384. En este caso, resulta especialmente útil para detectar la presencia del TA que compone el 

polímero TAFe, ya que contiene grupos hidroxilos, carbonilos y enlaces C-O en sus anillos aromáticos, estructuras 

que son detectables por esta técnica. No obstante, es posible que la técnica de FTIR no permita detectar con 

precisión y de forma directa la presencia de hierro en la superficie de las nanopartículas. Esto se debe a que 

generalmente los enlaces Fe-O presentan señales muy débiles, cercanas al número de onda 600 cm-1, siendo 

frecuentemente enmascaradas por otras señales. Sin embargo, en general, la formación de complejos con 

metales resulta en corrimientos en las bandas correspondientes a otros grupos químicos, la disminución en la 

intensidad de las mismas o incluso la aparición de nuevas bandas, permitiendo inferir de manera indirecta su 

presencia en la muestra. De hecho, Espina et al. observaron estos fenómenos en un análisis de complejos TAFe 

realizado por FTIR, donde se logró evidenciar la presencia del hierro no solo por la aparición de una señal a 600 cm -

1 sino también debido a la ocurrencia de estos fenómenos438.  

Se analizaron las nanopartículas antes y después de la formación del polímero, junto con una muestra de TA 

(Figura 58). El análisis de la muestra de TA se llevó a cabo con la finalidad de determinar el espectro de IR de este 

compuesto, pudiendo identificar sus señales características para luego poder determinar su presencia en la 

superficie de las nanopartículas. El espectro obtenido para el TA se condice con el reportado por Espina et al.438. 

Se observaron bandas en el rango de 1200 a 1000 cm⁻¹ atribuibles a vibraciones de estiramiento en los enlaces C-

O, C-C, y a vibraciones de deformación en el plano de C-H y de torsión de los grupos C-OH. A su vez, en el rango 

de 1300 a 1400 cm⁻¹, se observaron bandas atribuibles principalmente a vibraciones de deformación C-H en el 

plano y de torsión de C-OH, con posible contribución de las vibraciones C-C del anillo aromático. La señal 

atribuible a la vibración de los grupos carbonilo (C=O) se observó en la región de los 1700 cm⁻¹. 
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Figura 58. Análisis por FTIR de muestras de TA  (negro), SiNPs (verde) y SiNPsTAFe (violeta). Las flechas indican el pico presente en las muestras 

de TA y SiNPsTAFe, y ausente en la de SiNPs que indicaría la presencia del polímero en la superficie de las SiNPsTAFe. 

Por otro lado, el análisis de las SiNPs antes de la formación del polímero también resultó en las señales esperadas 

para este tipo de estructuras, de acuerdo por lo reportado por Panwar et al.439. En el rango de 1000 a 1250 cm-1 se 

observó una banda que se corresponde con las vibraciones asociadas con el estiramiento asimétrico del enlace 

Si-O-Si, esta banda suele ser la más intensa, y por tanto característica, de la sílica. En el rango 950-970 cm-1 se 

observó una banda adjudicada al estiramiento del enlace Si-OH, y finalmente en el rango entre 780 y 800 cm-1 se 

encuentra una banda asociada al estiramiento simétrico del enlace Si-O-Si. La señal observada cerca del número 

de onda 1630 cm-1 puede asociarse a la deformación del enlace O-H del agua adsorbida en la superficie de las 

nanopartículas. Finalmente, las bandas más anchas observadas entre 3200 y 3600 cm-1 pueden corresponder a 

grupos Si-OH o al estiramiento del enlace O-H del agua adsorbida. 

En base a los resultados obtenidos para el TA y las SiNPs, y tomando en cuenta las observaciones realizadas por 

Espina et al. en su análisis de los complejos TAFe, es posible llevar a cabo un análisis certero del espectro de FTIR 

obtenido para la muestra de SiNPsTAFe. El espectro resultante fue a primera vista muy similar al obtenido para las 

SiNPs antes de la síntesis del polímero. Esto tiene sentido ya que la concentración relativa de las nanopartículas 

en la muestra es mayor a la esperada para el recubrimiento de TAFe. En este nuevo espectro, se observa 

claramente la banda característica de las estructuras de sílica entre 1000 y 1250 cm -1, lo que enmascara las 

posibles señales atribuibles al TA en ese rango. Por otro lado, mientras que se observa la aparición de una banda 

cercana a los 600 cm-1 que podría asociarse con la presencia de un enlace Fe-O, no se puede determinar que la 

misma esté asociada a la presencia de ese tipo de enlace ya que se observa una banda similar en la muestra de 

SiNPs antes de la modificación de su superficie. Como se había mencionado anteriormente, las señales generadas 

TA
SiNPs
SiNPsTAFe
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por los enlaces Fe-O tienden a ser muy bajas y son frecuentemente enmascaradas por otras señales. En este caso, 

es probable que la banda corresponda a la deformación del enlace O-Si-O, que suele presentarse en el rango entre 

400 y 500 cm-1. La aparición de esta banda en las dos muestras de nanopartículas descarta la posibilidad de una 

detección directa del hierro en la muestra. Sin embargo, el espectro de las SiNPsTAFe presenta una señal a 1360 

cm-1 que se encuentra ausente en la muestra de SiNPs, y que podría resultar del corrimiento de la señal 

anteriormente observada a 1323 cm-1 en el espectro del TA. Dado que en ese rango se presentan bandas atribuibles 

a los enlaces que componen los anillos del TA, y que es a través de sus OH que se generan los enlaces de 

coordinación con los iones Fe, la aparición de esta banda corrida podría corresponderse con la presencia del 

polímero TAFe en la superficie de las nanopartículas. Esta hipótesis se ve soportada por los resultados obtenidos 

por Espina et al. en donde también se observa un corrimiento de estas señales de aproximadamente 36 cm-1 hacia 

mayores números de onda luego de la formación del complejo TAFe. Cabe destacar que en dicho trabajo 

mencionan la aparición de un nuevo pico a 1085 cm-1 como uno de los principales cambios en el espectro del TA 

luego de formar un complejo con hierro. Sin embargo, en el caso de las nanopartículas SiNPsTAFe este pico 

probablemente esté enmascarado por las señales principales asociadas a la presencia de sílica. 

Los resultados obtenidos por FTIR fueron complementados por XPS, ya que esta técnica resulta más útil para 

detectar la presencia de hierro en la muestra. De hecho, este tipo de espectroscopía no solo permite detectar su 

presencia, sino que además posibilita la determinación del estado de oxidación del metal en el polímero. Este dato 

resulta especialmente relevante, ya que como se observó anteriormente en Iturralde et al., el estado de oxidación 

del hierro en el polímero TAFe influye directamente en la formación de los enlaces de coordinación con las colas 

de histidina durante la inmovilización de enzimas420.  

Los resultados de la composición superficial de las SiNPsTAFe obtenidos por XPS corroboraron la presencia del 

polímero TAFe (Tabla 20). La detección de altos porcentajes de carbono y oxígeno es consistente con la presencia 

de las moléculas de TA en la superficie de las nanopartículas. Además, se logró identificar un porcentaje de átomos 

de Fe en la superficie, lo cual es otro indicativo de la formación exitosa del polímero. Las señales correspondientes 

a nitrógeno y silicio son atribuibles a los componentes de las nanopartículas base, compuestas por SiO2 y PEI, un 

polímero rico en nitrógeno. 

Tabla 20. Análisis por XPS de la composición superficial de las SiNPsTAFe. 

 Elemento 

 C (%) O (%) Fe (%) N (%) Si (%) 

SiNPsTAFe 52,5 38,5 2,9 4,8 1,3 

Adicionalmente, se realizó un análisis para determinar el estado de oxidación del hierro presente en la superficie 

de las SiNPsTAFe. De manera consistente con los hallazgos reportados previamente por nuestros colaboradores 

sobre el polímero formado en la superficie de E. coli, el polímero formado sobre las SiNPsTAFe contiene 
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predominantemente iones de hierro en su estado de oxidación Fe2+, con una menor proporción de iones de hierro 

en su estado de oxidación Fe3+ (Tabla 21, Figura A15). De acuerdo con los cálculos presentados en Iturralde et al., 

llevados a cabo según la Teoría del Funcional de la Densidad (DFT), la presencia de iones Fe²⁺ favorece 

significativamente la quelación de los anillos imidazol, ya que la complejación de estos anillos es energéticamente 

más favorable cuando el complejo tris-galoil está coordinado con Fe²⁺420. Los cálculos de DFT demostraron que la 

energía de unión es de 12,5–14,6 kcal/mol más baja en comparación con los complejos con Fe³⁺, lo que sugiere 

una mayor estabilidad y afinidad de los imidazoles hacia Fe²⁺ en el contexto del polímero. Esto es beneficioso, ya 

que mejora las capacidades del material para inmovilizar proteínas con colas de histidina. 

Tabla 21. Análisis por XPS del estado de oxidación del hierro presente en la superficie de las SiNPsTAFe. 

 Elemento 

 Fe2+ Fe3+ 

 BE (ev) % BE (ev) % 

SiNPsTAFe 709,6 81,9 711,5 18,1 

Para determinar el efecto de la incorporación del polímero en el diámetro hidrodinámico de las nanopartículas y 

conocer su superficie en más profundidad, se llevaron a cabo análisis por dispersión dinámica de la luz (DLS) y 

potencial zeta. La técnica de DLS es un enfoque común para el análisis del tamaño y la distribución de tamaño de 

nanopartículas. Consiste en medir la interferencia de luz basada en el movimiento browniano de las 

nanopartículas en suspensión, correlacionando su velocidad (coeficiente de difusión) con su tamaño mediante la 

ecuación de Stokes-Einstein384. Permite determinar el diámetro hidrodinámico de las nanopartículas y su 

distribución de tamaños. Por otro lado, las medidas de potencial zeta dan una idea sobre la carga superficial de 

las partículas en una suspensión, lo que permite evaluar cómo estas interactúan entre sí440. Un potencial zeta 

elevado (>|30| mV) indica que las partículas tienen una carga superficial significativa que las mantiene separadas, 

favoreciendo así la estabilidad del sistema. En contraste, un potencial zeta bajo (<|30| mV) sugiere que la carga 

superficial es insuficiente para mantener las partículas separadas, lo que podría llevar a su aglomeración y afectar 

negativamente la dispersión y estabilidad de la suspensión. 

Dado que el medio en donde se encuentran las nanopartículas puede impactar en los resultados obtenidos por 

estas dos técnicas, se debió tener en cuenta la aplicación futura de las SiNPsTAFe para seleccionar las 

condiciones para llevar a cabo la medida. Considerando que el objetivo de las mismas era ser utilizadas para 

inmovilizar la enzima PfATA en su superficie, y teniendo en cuenta sus condiciones óptimas de operación, se 

decidió llevar a cabo las medidas en tampón HEPES 50 mM y pH 8,0. Asimismo, considerando que la enzima PfATA 

requiere del cofactor PLP para llevar adelante la catálisis, se llevaron a cabo experimentos con el agregado del 

mismo. En general, la presencia del cofactor durante la inmovilización de una enzima resulta beneficioso para 

mantener su estructura y actividad. De hecho, para el caso de algunas transaminasas, se ha demostrado que la 

presencia del PLP durante la inmovilización permite mantener su estructura cuaternaria405. Dado que tanto la 
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inmovilización como las reacciones se llevan a cabo en un exceso de cofactor, es altamente relevante estudiar el 

comportamiento de las nanopartículas en estas condiciones. Entonces, se llevó a cabo el análisis por DLS (Figura 

59) y potencial zeta de suspensiones de las nanopartículas en estudio en tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 con y sin 

suplementación de PLP (0,1 mM).   

Con respecto a los análisis por DLS, los resultados obtenidos difirieron para ambos tipos de nanopartículas, 

observándose a su vez cambios en el tamaño medido del diámetro hidrodinámico asociados a la presencia del 

cofactor PLP (Figura 59, Tabla 22). En ausencia de PLP, el diámetro hidrodinámico de las SiNPs presentó una 

población mayoritaria con un valor obtenido de ~1316 nm, con un promedio de 1195 ± 348 nm. Por su parte, luego 

del agregado del cofactor se observó una población mayoritaria con un valor de ~466 nm, con un promedio de 

diámetros obtenidos de 864 ± 288 nm. En ambos casos, los resultados se encuentran en un rango que concuerda 

con los resultados obtenidos por STEM-HAADF de estas nanopartículas. Los datos demuestran una tendencia 

hacia la disminución aparente del tamaño del diámetro hidrodinámico de las SiNPs con el agregado de PLP, 

acompañado de un aumento en el índice de polidispersidad (IP). 

 

Figura 59. Medidas de diámetro hidrodinámico de las SiNPs (a) y SiNPsTAFe (b) obtenidas por DLS, en tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 en 

presencia (violeta claro) o ausencia (violeta oscuro) del cofactor PLP (0,1 mM). 

Por su parte, se observó un cambio de signo en el potencial zeta de las SiNPs al entrar en contacto con el PLP que 

puede asociarse con la unión del cofactor cargado negativamente a la superficie de las nanopartículas (Tabla 22). 

En ausencia de PLP, las SiNPs presentaron una carga positiva asociada a la presencia de la PEI, mientras que en 

presencia del cofactor, su carga superficial fue negativa. Esto es consistente con lo reportado por Velasco-Lozano 

et al., que demostraron que la carga negativa presente en el PLP genera una fuerte interacción iónica con la PEI441. 

Dado que las SiNPs fueron preparadas en base a este polímero aminado cargado positivamente, la unión del PLP 

a estas nanopartículas resulta factible, explicando el cambio en la carga superficial observado. 
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Tabla 22. Resultados del análisis por DLS y potencial zeta de las SiNPs y SiNPsTAFe en tampón HEPES 50 mM, en presencia y ausencia de PLP 

(0,1 mM). 

 Medio de medida 

 HEPES 50 mM, pH 8,0 HEPES 50 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM 

Muestra Diámetro (nm) IP Potencial zeta 

(mV) 

Diámetro (nm) IP Potencial zeta 

(mV) 

SiNPs 1195 ± 348 0,216 ± 0,068 18,36 ± 6,43 864 ± 288 0,377 ± 0,114 - 17,50 ± 7,03 

SiNPsTAFe 2691 ± 1643 0,288 ± 0,109 - 17,50 ± 7,03 2429 ± 1318 0,340 ± 0,167 -28,19 ± 5,48 

IP: Índice de polidispersidad.  

Por su parte, el agregado del polímero TAFe generó un aumento del diámetro hidrodinámico de las nanopartículas, 

observado tanto en ausencia como en presencia del cofactor. Para el caso de las SiNPsTAFe medidas en HEPES 

50 mM, pH 8,0 se observaron poblaciones mayoritarias de nanopartículas que presentan un diámetro 

hidrodinámico con valores en el rango de los 1935 nm y 2480 nm, con un promedio observado de 2691 ± 1643 nm. 

El aumento en el tamaño de las SiNPsTAFe luego del agregado del polímero con respecto a las SiNPs es un efecto 

esperado, ya que el recubrimiento no solamente aumenta el diámetro hidrodinámico de las mismas, sino que 

potencialmente puede generar agregación. De hecho, se observa una mayor dispersión hacia mayores tamaños 

de partículas, llegando hasta poblaciones de ~5000 nm. En presencia de PLP se observó una población mayoritaria 

de SiNPsTAFe con un diámetro hidrodinámico de ~1400 nm, con un promedio de 2429 ± 1318 nm. Nuevamente, al 

incorporar PLP se observó la misma tendencia hacia la disminución en el diámetro hidrodinámico de las 

nanopartículas, con un aumento en el índice de polidispersidad que presentaron las SiNPs. Sin embargo, se puede 

observar que en ausencia de PLP la superficie de las SiNPsTAFe presentó una carga negativa, que en este caso es 

atribuible a la presencia del polímero TAFe. Estos resultados condicen con el cambio de potencial zeta reportado 

por Ejima et al. en el recubrimiento de nanopartículas de sílica aminadas comerciales con un polímero de TAFe en 

condiciones similares442. 

Inmovilización de PfATA en SiNPsTAFe  

Una vez caracterizadas las nuevas nanopartículas recubiertas con el polímero TAFe, se procedió a evaluar su 

potencial para la inmovilización de enzimas en su superficie. Aunque ya existen antecedentes en la literatura sobre 

la preparación de nanopartículas de sílica combinadas con TA para la inmovilización de enzimas, la mayoría de los 

estudios utilizan el TA como molde para precipitar la sílica443–445. Además de requerir de síntesis más prolongadas, 

la inmovilización de enzimas en este tipo de materiales se da principalmente por fenómenos de adsorción. En 

contraste, y según lo mejor de nuestro conocimiento, la preparación de nanopartículas de sílica recubiertas con 

un polímero de TAFe para obtener derivados enzimáticos con fines biocatalíticos no ha sido explorada hasta el 

momento. 
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Del estudio de las SiNPsTAFe se determinó que presentan mayoritariamente Fe2+ en su superficie, que puede 

establecer fuertes enlaces de coordinación con las colas de histidina de enzimas que las contengan. A su vez, las 

nanopartículas presentan una carga superficial negativa que podría ser utilizada para inmovilizar enzimas por 

adsorción iónica, considerando que la enzima debe presentar una carga positiva en las condiciones de la 

inmovilización. 

En particular, de acuerdo a los objetivos de esta Tesis, la enzima seleccionada para llevar a cabo estos ensayos 

fue la transaminasa PfATA. Esta enzima fue expresada en E. coli y presenta una cola de histidina que facilita su 

purificación e inmovilización, y en este caso, puede formar enlaces de coordinación con los Fe2+ presentes en la 

superficie de las SiNPsTAFe. Por su parte, para determinar si en las condiciones del experimento se podría generar 

además una adsorción iónica entre la enzima y las SiNPsTAFe, se determinó el punto isoeléctrico de la misma. 

Partiendo de la secuencia aminoacídica de la PfATA depositada por Roura Padrosa et al.432, disponible en PDB (N° 

de acceso: 6S54), se ingresó la misma en herramienta web de Expasy (https://web.expasy.org/compute_pi/), 

donde se obtuvo una predicción del punto isoeléctrico de 5,92. Dado que el protocolo de inmovilización propuesto 

para esta enzima utiliza un tampón a pH 8,0, en estas condiciones la enzima presentaría una carga neta negativa. 

En base a esto, se esperaba que la interacción principal de la PfATA con las SiNPsTAFe fuera la generación de 

quelatos metálicos entre los Fe2+ y las colas de histidina, ya que una adsorción iónica en estas condiciones no se 

vería favorecida.  

Para proceder con la inmovilización, se llevó a cabo la producción de PfATA en E. coli BL21 para la obtención de 

un extracto crudo de la enzima (Tabla 23).  

Tabla 23. Obtención de extracto crudo de PfATA a partir de un cultivo inducido de E. coli BL21 transformado con el plásmido pET28b_Pf-ωTA. 

Actividad (UI/mL) Volumen 
(mL) 

Actividad 
total 
(UI) 

Concentración 
proteica (mg/mL) 

Proteína 
total 
(mg) 

Actividad 
específica 

(UI/mg) 

12,83 ± 0,27 10 128,30 6,35 ± 0,25 12,71 2,08 

Se ofrecieron 25,6 UI de PfATA a un pellet correspondiente a 60 mg de SiNPsTAFe. Se incubó la enzima con las 

nanopartículas por 1h a 4 °C en un agitador rotatorio y luego del procedimiento de inmovilización se llevaron a cabo 

tres lavados con tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM. Las distintas fracciones obtenidas a lo largo del 

proceso de inmovilización fueron analizadas y los resultados se observan en la Tabla 24. El derivado obtenido fue 

denominado PfATA@SiNPsTAFe. 
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Tabla 24. Estudio de la inmovilización de PfATA en SiNPsTAFe (PfATA@SiNPsTAFe). 

Fracción 
Actividad 

(UI/mL) 

Volum
en 

(mL) 

Act. 
Total 
(UI) 

Conc. 
proteica 
(mg/mL) 

Proteína 
total 
(mg) 

Act. 
Específica 

(UI/mg) 

Inmovilización 
(%)a 

Rendimiento 
(%)b 

Aplicado 12,83 ± 0,27 2,00 25,66 6,35 ± 0,25 12,71 2,08 - - 

Sobrenadante 0,88 ± 0,21 2,00 1,76 4,42 ± 0,31 8,84 0,87 - - 

Lavado 1 0,15 ± 0,03 2,00 0,29 0,34 ± 0,03 0,69 2,55 - - 

Lavado 2 0,06 ± 0,02 2,00 0,12 0,04 ± 0,04 0,09 3,22 - - 

Lavado 3 0,02 ± 0,02 2,00 0,05 - - - - - 

PfATA@SiNPsTAFe 3,85 ± 0,18 2,00 7,69 - - - 91,3% 32,8% 
a Inmovilización: ((Act. total ofrecida – Act. total SBN – Act. Total Lavados)/Act. total ofrecida) . 100  
bRendimiento: (Act. Total recuperada en preparado)/ Act. total ofrecida – Act. total SBN – Act. Total Lavados) . 100 

 

En las condiciones del experimento, la inmovilización en SiNPsTAFe mostró un porcentaje de inmovilización del 

91,3%, mientras que el rendimiento de inmovilización fue de 32,8%. A nivel de proteína total, se logró inmovilizar 

un 24,3% en la superficie de las nanopartículas. Estos resultados indican que la mayoría de las enzimas se 

inmovilizaron en la superficie de las SiNPsTAFe. Sin embargo, se observó una pérdida de actividad enzimática que 

podría deberse a fenómenos de inactivación o a problemas de difusión de sustratos y productos, posiblemente 

causados por efectos de crowding en el entorno de inmovilización. Cabe destacar, que las condiciones de la 

inmovilización per se (agitación, 1 h, 4 °C) no tuvieron un efecto negativo en la actividad del extracto enzimático. 

Un control realizado del extracto crudo incubado en las mismas condiciones de inmovilización demostró que 

inicialmente se contaba con 12,83 ± 0,27 UI/mL y al final con 13,06 ± 0,32 UI/mL. En base a esto, es posible que la 

pérdida de actividad haya estado principalmente asociada a la unión de las enzimas al soporte, y lo que esto pueda 

causar en su estructura y función. Con respecto al rendimiento de inmovilización en base a proteínas, se puede 

decir que este valor concuerda con lo esperado ya que se partió de un extracto crudo de E. coli, generando una 

interacción específica por la formación de quelatos metálicos. En ese entendido, la mayoría de las proteínas de 

este extracto correspondían a proteínas de E. coli que no deberían presentar interacciones con la matriz de 

inmovilización. El derivado obtenido, PfATA@SiNPsTAFe, presentó una actividad de 128 UI/g de soporte. 

Para complementar las observaciones obtenidas a partir de las medidas de actividad y concentración proteica de 

las distintas fracciones de la inmovilización, se llevó a cabo un análisis por electroforesis SDS-PAGE de las mismas 

(Figura 60). Asimismo, se llevó a cabo un ensayo de desorción de la enzima de las superficies de las SiNPsTAFe, 

incubándolas en presencia de imidazol. El sobrenadante obtenido fue también analizado por SDS-PAGE. Este 

ensayo permitió estudiar más en profundidad la naturaleza de la interacción entre las SiNPsTAFe y la enzima.  
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Figura 60. Análisis por SDS-PAGE utilizando un gel al 12% de la inmovilización de PfATA en la superficie de SiNPsTAFe. 1: Marcador de peso 

molecular Precision Plus Protein Dual Color Standard (#1610374) (Bio-Rad). 2: Aplicado. 3: Sobrenadante de inmovilización. 4: Lavado 1. 5: 

Lavado 2. 6: Lavado 3. 7: Eluido SiNPsTAFe luego de incubar 16 h en tampón HEPES 50 mM, pH 8,0 + PLP 0,1 mM + imidazol 500 mM, 24 °C. La 

flecha indica la altura esperada para la banda correspondiente a los monómeros de PfATA (~53 kDa). 

La presencia de la enzima PfATA es evidenciable en un gel de este tipo por la observación de una única banda de 

sobreexpresión con un peso de ~53 kDa, que se corresponde con el peso esperado para los monómeros que la 

componen405. La muestra correspondiente al sobrenadante de inmovilización (Figura 60, carril 3) presentó una 

disminución notoria en la banda asociada la PfATA con respecto al aplicado (Figura 60, carril 2), mientras que la 

intensidad del resto de las bandas pareció conservarse. Las muestras pertenecientes a los lavados también 

mostraron la presencia de cantidades discretas de PfATA (Figura 60, carriles 4 y 5). Por su parte, la muestra 

correspondiente al eluído de las SiNPsTAFe (Figura 60, carril 7) demostró que la unión de la enzima a las 

nanopartículas es específica. La presencia de una sola banda principal de un peso cercano a los 53 kDa parece 

indicar que la principal interacción que gobierna la unión entre la enzima y la superficie de la nanopartícula es a 

través de las colas de histidina presentes en la primera. Estos resultados fueron consistentes con aquellos de las 

medidas de actividad y concentración proteica. 

Los resultados obtenidos hasta esta etapa demuestran que la metodología de inmovilización desarrollada es una 

alternativa atractiva para la inmovilización de enzimas con colas de histidina, como en el caso de la PfATA. La 

matriz obtenida puede ser sintetizada de novo en el laboratorio de forma sencilla y rápida. A su vez, permite llevar 

a cabo los procedimientos de inmovilización y purificación en un solo paso, en tiempos cortos. El derivado 

obtenido se demostró activo, por lo que fue ensayado para la producción de compuestos aminados desde glicerol 

y EGE en una cascada biocatalítica en combinación con Gox. Los resultados obtenidos se presentan a 

continuación. 
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Utilización del derivado PfATA@SiNPsTAFe para la obtención de productos aminados utilizando cascadas 

biocatalíticas en formato 2-Pot 

Como ya fue mencionado en la introducción de este capítulo, en un trabajo anterior del grupo de trabajo se probó 

la capacidad de obtener el producto aminado serinol a partir de una cascada artificial que combina una oxidación 

del glicerol por Gox, seguida de una aminación reductiva de la DHA obtenida previamente para producir el 

compuesto objetivo utilizando la PfATA58. Este segundo paso de la cascada procede en presencia de L-Alanina 

como donante de amino, generado piruvato como coproducto (Esquema 25a). En base a estos resultados y los 

obtenidos en el Capítulo 1 de este trabajo de tesis, se decidió estudiar si el producto de oxidación del EGE, la EHA, 

podía ser aminado por la enzima PfATA para dar lugar a su correspondiente amina quiral (2A3EP) en una cascada 

semejante. En particular, se buscó utilizar el derivado PfATA@SiNPsTAFe en combinación con Gox, en una 

cascada de tipo 2-Pot. 

Para verificar la factibilidad de la aminación de la EHA utilizando esta enzima, se realizó un ensayo preliminar 

partiendo del sustrato obtenido por síntesis química, empleando una fracción purificada de PfATA soluble como 

catalizador. La mezcla de reacción incluyó además el cofactor PLP y L-alanina como donador del grupo amino. Las 

muestras recogidas al inicio y al final de la reacción se analizaron mediante GC-FID. Dado que no se disponía de 

un estándar de 2A3EP, el tiempo de retención del compuesto no era conocido, lo que obligó a realizar un análisis 

exhaustivo de los distintos picos presentes en los cromatogramas para evidenciar su formación. 

Es importante señalar que, tanto en este análisis como en los subsecuentes, no se tomaron en cuenta los picos 

con tiempos de retención de 4,6 y 12,3 minutos, ya que aparecían consistentemente en todas las corridas y fueron 

considerados artefactos. Además, todas las reacciones llevadas a cabo en tampón HEPES 100 mM, pH 8,0, con 

PLP 0,1 mM y L-alanina 0,5 M, presentaron un pico no identificado con un tiempo de retención de 6,1 minutos, 

posiblemente atribuible a algún componente del medio de reacción. Por este motivo, dicho pico tampoco fue 

considerado en los análisis cromatográficos posteriores. 

El sobrenadante de la reacción de aminación de la EHA por PfATA soluble demostró la disminución del pico 

correspondiente al sustrato luego de 48 h de reacción, con tiempo de retención 6,7 min (Figura 61). Este fenómeno 

se vio acompañado por la aparición de dos picos a los 11,6 min y 12,1 min que potencialmente podían 

corresponder al producto de la aminación reductiva de la EHA. El primer pico (11,6 min) está presente tanto en la 

muestra correspondiente al tiempo inicial (Figura 61, cromatograma color rojo) como en la de tiempo final, 

mientras que el segundo (12,1 min) solamente se observa en el cromatograma del tiempo final (Figura 61, 

cromatograma color azul). Sin embargo, cabe destacar que debido a que la muestra correspondiente al tiempo 

inicial de reacción se tomó luego de poner en contacto el sustrato con la enzima, es posible que se pueda observar 

una señal del producto esperado en esta muestra. Se observa además un pico con un tiempo de retención de 10,2 
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min que se corresponde con el glicerol. Dado que la EHA utilizada en esta oportunidad fue obtenida por síntesis 

química, la presencia de glicerol se debe a que el mismo fue el material de partida de la reacción. 

 

Figura 61. Cromatogramas correspondientes a la reacción de aminación reductiva del sustrato EHA por PfATA libre. Tiempo inicial 

(cromatograma verde). Tiempo final, 48 h (cromatograma violeta). Se indican con flechas los dos picos que potencialmente podrían 

corresponder al producto aminado 2A3EP. EHA (TRet =  6,7 min), Glicerol (TRet = 10,2 min). 

Dado que se contaba con un estándar de EHA, se llevó a cabo la cuantificación del sustrato en ambas muestras 

analizadas para determinar el consumo del mismo por parte de la enzima (Figura 62). De los 20,14 ± 0,17 mM de 

sustrato que inicialmente se encontraban en la reacción, solo 4,59 ± 1,72 fueron recuperados luego de 48 h. Esto 

implicaría una potencial conversión del 77,2% sustrato durante la reacción.  

 

Figura 62. Consumo del sustrato EHA durante la reacción de aminación reductiva utilizando PfATA soluble como catalizador. 

La reducción del pico del sustrato y la aparición de dos picos nuevos fueron resultados alentadores en esta primera 

aproximación. En base a esto, se decidió llevar a cabo un nuevo experimento para la obtención del compuesto 

aminado 2A3EP, pero utilizando el derivado PfATA@SiNPsTAFe como catalizador (Figura 63). La EHA utilizada fue 

obtenida a partir de la oxidación de EGE por Gox, por lo que el experimento correspondió a la cascada artificial en 

formato 2-Pot propuesta al inicio de esta sección (Esquema 25).  
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Asimismo, se llevó a cabo en paralelo una reacción de aminación reductiva de DHA, también producida por 

oxidación de glicerol por Gox, para la obtención de serinol utilizando PfATA@SiNPsTAFe. Como se mencionó con 

anterioridad, distintas versiones de esta cascada artificial fueron previamente reportadas con éxito por nuestro  

grupo de investigación58, aunque en este caso el catalizador enzimático utilizado fue sintetizado por primera vez 

durante este trabajo de Tesis. Cada reacción contó además con un control en el que no se agregó catalizador. 

 

Figura 63.  Análisis por GC-FID de reacciones de aminación reductiva de DHA y EHA utilizando PfATA@SiNPsTAFe. Los sustratos fueron 

obtenidos a partir de la oxidación de glicerol y EGE por células en reposo de Gox. Tiempo inicial (cromatograma verde). Tiempo final, 48 h 

(cromatograma violeta). a) Aminación reductiva de DHA. b) Aminación reductiva de EHA. c) Estándares de serinol con concentraciones que 

cubren el rango 4,2 mM a 548,8 mM. Glicerol (TRet = 10,2 min). DHA (TRet = 8,0 min). Serinol (TRet = 12,8 min) EGE (TRet = 9,0 min).  EHA (TRet = 6,7 

min). 2A3EP (TRet = 11,6 min). 

Luego de 48 h de reacción se logró detectar por GC-FID picos consistentes con la formación de serinol (Figura 63a) 

y 2A3EP (Figura 63b). Cabe destacar que durante estos experimentos, y a diferencia del experimento anterior 

empleando enzima soluble, la muestra de tiempo inicial de reacción se tomó previo a mezclar el sustrato con el 

a

b

c
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derivado PfATA@SiNPsTAFe. Por esta razón, la aparición de picos nuevos que no se presenten en la muestra de 

tiempo inicial pueden ser adjudicados a la acción del catalizador.  

Para el caso de la producción de serinol, el análisis de un estándar del compuesto por GC-FID (Figura 63c) permitió 

determinar su tiempo de retención (12,7 min a 12,9 min, dependiendo de la concentración), que es consistente 

con el tiempo de retención obtenido para el nuevo pico que aparece en el cromatograma correspondiente al 

tiempo final de la reacción (12,8 min). Interesantemente, se observó en el cromatograma del tiempo inicial de la 

reacción un pico no determinado con un tiempo de retención de 6,6 min que no se encuentra presente en el 

cromatograma correspondiente al final de la reacción.  

Para el caso de la producción de 2A3EP, producto de la aminación de la EHA, se puede observar el pico 

correspondiente al sustrato (6,7 min), acompañado de un pico a los 9,0 min que se corresponde con la presencia 

del remanente de EGE que no fue oxidado por Gox en el primer paso de la cascada (Figura 63b). Se puede observar 

además un pico a los 10,2 min que se corresponde con trazas de glicerol, provenientes de la síntesis química del 

EGE. Analizando las diferencias entre los cromatogramas correspondientes al tiempo inicial y final de la reacción, 

se observa un pico a los 8,6 min que no pudo ser identificado y solo se observa al comienzo de la reacción. Además, 

se evidencia la aparición de un nuevo pico con un tiempo de retención de 11,6 min  que coincide con el tiempo de 

retención de uno de los posibles productos obtenidos en el experimento anterior realizado con la enzima soluble 

(Figura 61). Dado que en este caso la muestra de tiempo inicial fue tomada antes de que la enzima y el sustrato 

interactúen, se puede observar como el pico se encuentra ausente durante el tiempo inicial y aparece luego de 48 

h en la muestra de tiempo final. Esto implica que es posible que dicho pico se corresponda con la formación de 

2A3EP, sin embargo, la técnica de GC-FID no permite identificar la molécula. Por esta razón, para confirmar la 

identidad del producto obtenido, se llevó a cabo un análisis por GC-MS (Figura 64). El análisis del espectro de 

masas obtenido para el pico del producto observado presentó señales que son consistentes con la molécula 

esperada 2A3EP, confirmando la capacidad del catalizador PfATA@SiNPsTAFe para aminar la EHA producida por 

Gox en la cascada 2-Pot planteada.  
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Figura 64.  Análisis por GC-MS de una muestra obtenida a las 48 h de la reacción de aminación reductiva de EHA utilizando PfATA@SiNPsTAFe. 

a) Cromatograma obtenido. b) Espectro de masas del pico correspondiente a 2A3EP. c) Estructuras correspondientes a los iones que 

permitieron su identificación. 

Una vez establecida la capacidad del derivado PfATA@SiNPsTAFe para aminar tanto la DHA como la EHA, se llevó 

a cabo la cuantificación de sustratos y productos obtenidos durante las reacciones, con la finalidad de establecer 

los porcentajes de conversión alcanzados en cada caso (Figura 65). Para el caso de la aminación reductiva de la 

DHA, se observó que el medio inicial de la reacción estaba libre de glicerol, ya que este fue completamente oxidado 

por Gox en el paso previo de la cascada. Inicialmente, tanto en la reacción como en el control sin catalizador, se 

partió de una concentración de DHA de 20,9 ± 1,3 mM (Figura 65a y b). Luego de 48 h en presencia del derivado 

PfATA@SiNPsTAFe se observó una desaparición de la totalidad de la DHA, y la aparición de 2,0 ± 0,1 mM de serinol. 

El balance de masas de la reacción obtenida no es el esperado, ya que cada mol de DHA debería ser transformado 

en un mol de serinol, cuando en realidad se observó una conversión del 10%. En el control sin catalizador también 

se observó una reducción de la cantidad inicial de sustrato, que pasó de 20,9 ± 1,3 mM a 13,7 ± 3,2 mM. Esto quiere 

decir que en las condiciones del experimento, un 34,8% del sustrato deja de ser detectable luego de 48 h sin 

intervención del catalizador.  
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Figura 65.  Aminación reductiva de los sustratos DHA y EHA utilizando PfATA@SiNPsTAFe. Los sustratos fueron obtenidos en un paso previo, a 

partir de la oxidación de glicerol y EGE por células en reposo de Gox (Capítulo 1). a) Reacción de aminación reductiva de DHA. b) Control de 

reacción de aminación reductiva de DHA, sin catalizador. c) Reacción de aminación reductiva de EHA. d) Control de reacción de aminación 

reductiva de EHA, sin catalizador. Alcohol (glicerol o EGE) (amarillo). Cetona (DHA o EHA) (verde). Serinol (azul). La producción de 2A3EP no se 

muestra ya que no se contaba con un estándar para cuantificarla. 

Este fenómeno puede estar ligado a la estabilidad de la DHA en las condiciones de reacción, ya que está reportado 

que la DHA es más estable a valores menores a pH 5,0446, mientras que la reacción de aminación reductiva fue 

llevada a cabo a pH 8,0. Asimismo, se sabe que la DHA es capaz de reaccionar con los aminoácidos a través de la 

conocida reacción de Maillard para formar melanoidinas. En una serie de trabajos recientes, Sun et al. estudiaron 

la reacción de la DHA con diversos aminoácidos, entre ellos la alanina, en distintas condiciones de reacción447–449. 

En estos ensayos se observó formación de color a diversos pH entre 4,4 y 7,4. Adicionalmente, el mismo grupo 

reportó en un trabajo de Zhang et al. el teñido de lana, que constituye una fibra natural proteica, a través de la 

reacción de Maillard por el agregado de DHA450. En este trabajo, se ensayaron valores de pH entre 5,5 y 8,5, 

obteniendo buenos resultados en las condiciones más alcalinas. En base a estos reportes, es posible que parte 

de la DHA haya reaccionado con la alanina presente en la mezcla reactiva. De todas formas, durante la reacción 

catalizada hay una desaparición completa del sustrato, que no es equivalente a la disminución observada en el 

control, sumada a la conversión al producto serinol. Esto indicaría que el agregado del catalizador puede también 

afectar la concentración de DHA, por ejemplo a través de su retención en la matriz. De hecho, los grupos aminos 

de la PEI que compone el core de sílica de las SiNPsTAFe podrían formar bases de Schiff con los carbonilos de la 

DHA, reacción que se ve favorecida a pH ligeramente básico como el que se llevó a cabo la reacción. Asimismo, 

tanto la L-Alanina como los potenciales productos secundarios de la reacción de Maillard podrían reaccionar con 

el serinol, causando una disminución en la concentración obtenida. Futuros experimentos deberán centrarse en 

0 48

0

5

10

15

20

25

30
80

100

120

Tiempo (h)

C
o
n

c
e
n

tr
a

c
ió

n
 (

m
M

)

0 48

0

5

10

15

20

25

30
80

100

120

Tiempo (h)

C
o
n

c
e
n

tr
a

c
ió

n
 (

m
M

)

0 48

0

5

10

15

20

25

Tiempo (h)
C

o
n

c
e
n

tr
a

c
ió

n
 (

m
M

)

0 48

0

5

10

15

20

25

Tiempo (h)

C
o
n

c
e
n

tr
a

c
ió

n
 (

m
M

)

a b

c d



 

216 

 

esclarecer este fenómeno, pudiendo determinar correctamente los destinos de la DHA y el serinol en el sistema 

planteado. Cabe destacar además que en esta oportunidad no fue monitoreada la aparición de piruvato en la 

reacción. Dado que el mismo se obtiene en cantidades equimolares con respecto al serinol, llevar a cabo una 

cuantificación del mismo en el futuro podría ayudar a esclarecer los balances de masa, proporcionando una visión 

más completa del comportamiento del sistema. 

La aminación de la EHA, por otro lado, se llevó a cabo exitosamente en presencia de EGE, dado que en este caso 

la oxidación previa de dicho compuesto por Gox no fue completa (Figura 65c). Como se mencionó anteriormente, 

se pudo determinar la concentración de EHA mediante una curva de calibración obtenida con un estándar 

sintético del compuesto (Figura A2e). Sin embargo, no se disponía de un estándar para la amina 2A3EP, por lo que 

no fue posible realizar una estimación precisa de la concentración de dicho producto. El análisis de la 

concentración del sustrato muestra que, comenzando con una concentración inicial de 24,4 ± 0,7 mM, después 

de 48 horas de reacción se detectó un remanente de 1,7 ± 0,1 mM. Esto indica un consumo del 93% de la EHA, que 

sugeriría una formación aproximada de 22 mM de 2A3EP. Sin embargo, la similitud estructural de la molécula de 

EHA con la de DHA es tal, que es factible que esta primera también pueda reaccionar tanto con la L-Alanina como 

con la PEI presente en las SiNPsTAFe, generando una disminución aparente del sustrato que no se vea 

acompañado con la formación de producto. De hecho, los resultados obtenidos para el control sin catalizador 

respaldan esta hipótesis, donde de los 24,4 ± 0,7 mM de EHA iniciales, se recuperaron solamente 10,8 ± 0,4 mM 

después de 48 horas (Figura 65d). Esto implica que el 55% de la EHA dejó de ser detectable al final del experimento 

en ausencia del derivado enzimático, indicando la ocurrencia de posibles reacciones secundarias que requerirán 

de experimentos adicionales para su identificación. Nuevamente, el monitoreo de la producción de piruvato en el 

futuro podría aportar información valiosa que permita estimar con mayor certeza la cantidad de amina formada.  

Los resultados obtenidos durante esta esta etapa no solo demuestran la potencialidad de la enzima PfATA de 

aminar el compuesto EHA, reacción para la que a lo mejor de nuestro conocimiento no se encontraron 

precedentes en la literatura, sino que también indican la posibilidad de utilizar el derivado PfATA@SiNPsTAFe para 

dicha reacción. A su vez, el derivado pudo ser también utilizado para la aminación reductiva de la DHA, 

complementando los resultados publicados anteriormente por nuestro grupo de investigación58. Se destaca 

además, la capacidad del derivado de trabajar con sustratos obtenidos a partir de la oxidación de EGE y glicerol 

por Gox. Sin embargo, la existencia de potenciales reacciones secundarias entre los sustratos DHA y EHA con la 

L-Alanina, o sus posibles interacciones con la matriz de SiNPsTAFe parecen limitar los rendimientos de las 

reacciones de aminación reductiva. Futuros esfuerzos deberán centrarse en confirmar la existencia de estas 

reacciones y en tal caso encontrar condiciones operativas en las que se pueda disminuir su ocurrencia, sin 

perjudicar los rendimientos productivos. 
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Cascada en formato 1-Pot para la preparación de serinol a partir de glicerol utilizando esporas artificiales de 

Gox con PfATA inmovilizada en su superficie 

La posibilidad de obtención de serinol desde glicerol en una cascada en formato 1-Pot ya había sido establecida 

por nuestro grupo de investigación anteriormente58. En ese trabajo previo se combinó en una misma esfera de 

alginato un derivado inmovilizado de PfATA basado en un soporte comercial de agarosa-IDA-Co2+ con Gox, 

resultando en un catalizador híbrido capaz de producir el compuesto aminado. Sin embargo, a pesar de poder 

utilizar dicha preparación exitosamente con glicerol puro y crudo, y presentando a su vez cierta reusabilidad, la 

aparición de problemas difusionales y de estabilidad operacional relacionados al alginato limitaron los 

rendimientos obtenidos.   

La inmovilización de enzimas en la superficie de las bacterias aparece como una estrategia interesante que 

potencialmente permite disminuir la ocurrencia de restricciones difusionales, a la vez que otorga una amplia área 

superficial para la inmovilización. Es por esta razón que la generación de una variante recubierta de Gox capaz de 

unir PfATA en su superficie podría permitir la obtención de altas productividades de serinol. Capitalizando sobre 

los resultados obtenidos en el Capítulo 3 de esta Tesis, en donde se generaron esporas artificiales de Gox 

(GoxTAFe) con la capacidad de unir enzimas con colas de histidina en su superficie, se procedió a generar un nuevo 

catalizador híbrido para la obtención de serinol en formato 1-Pot (PfATA@GoxTAFe). 

Inmovilización de PfATA en la superficie de esporas artificiales de Gox (GoxTAFe) 

Se llevó a cabo la inmovilización de la enzima PfATA en la superficie de las bacterias recubiertas con el polímero 

TAFe, obtenidas utilizando el protocolo descrito en el capítulo anterior de esta Tesis. El procedimiento de 

inmovilización de la enzima en las esporas artificiales fue análogo al utilizado para su inmovilización en la matriz 

SiNPsTAFe. Se ofrecieron un total de 45,59 UI de la enzima a 2 mg de GoxTAFe, y se incubó la suspensión por 1h a 

4 °C en agitación. Al finalizar el procedimiento de inmovilización se logró retener un total de 1,10 UI, lo que se 

correspondió con una actividad de 0,55 UI/mg de bacteria. Se obtuvo un porcentaje de inmovilización del 26,39%, 

acompañado de un rendimiento del 8,70% (Tabla 25). Del análisis de las distintas fracciones de inmovilización se 

observa que la mayoría de la actividad ofrecida se encontró en el sobrenadante. Esto puede deberse a que el 

tiempo de inmovilización no haya sido el suficiente o alternativamente, la superficie de inmovilización provista por 

la cantidad de GoxTAFe utilizada no fue suficiente para inmovilizar la totalidad de las enzimas. En cuanto al 

rendimiento de la inmovilización, se observó una disminución en la actividad expresada en comparación con la 

actividad teórica esperada, un comportamiento similar al registrado al emplear las SiNPsTAFe como matriz. 

Nuevamente, este efecto puede estar asociado principalmente con fenómenos de crowding o con efectos de 

inactivación de la enzima.  
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Tabla 25. Estudio de la inmovilización de PfATA en la superficie de GoxTAFe para generar el catalizador híbrido PfATA@GoxTAFe. 

Fracción 
Actividad 

(UI/mL) 

Volum
en 

(mL) 

Act. 
Total (UI) 

Conc. proteica 
(mg/mL) 

Proteína 
total 
(mg) 

Act. 
Específica 

(UI/mg) 

Inmovilización 
(%)a 

Rendimiento 
(%)b 

Aplicado 11,4 ± 1,0 4,00 45,59 8,54 ± 0,01 34,15 1,33 - - 

Sobrenadante 8,22 ± 0,50 4,00 32,89 7,28 ± 0,08 29,11 1,12 - - 

Lavado 1 0,62 ± 0,03 1,00 0,62 0,47 ± 0,04 0,47 1,32 - - 

Lavado 2 0,03 ± 0,02 1,00 0,03 0,06 ± 0,02 0,06 0,50 - - 

Lavado 3 0,01 ± 0,00 2,00 0,02 0,03 ± 0,01 0,06 0,33 - - 

PfATA@GoxTAFe 
(2 mg/mL) 

1,10 ± 0,09 1,00 1,10 - - - 26,39 8,70 
a Inmovilización: ((Act. total ofrecida – Act. total SBN – Act. Total Lavados)/Act. total ofrecida) . 100  
bRendimiento: (Act. Total recuperada en preparado)/ Act. total ofrecida – Act. total SBN – Act. Total Lavados) . 100 

 

El análisis por SDS-PAGE de las fracciones de la inmovilización demostró que, en concordancia con las medidas 

de actividad realizadas, una cantidad significativa de la enzima resultó en el sobrenadante (Figura 66, carril 3) y en 

el primer lavado (Figura 66, carril 4). Estos resultados se encuentran en concordancia con los obtenidos a partir de 

las medidas de actividad y de concentración proteica. 

 

Figura 66. Análisis por SDS-PAGE en un gel al 12% de la inmovilización de PfATA en la superficie de GoxTAFe. 1: Marcador de peso molecular 

Precision Plus Protein Dual Color Standard (#1610374) (Bio-Rad). 2: Aplicado (dilución 1/10). 3: Sobrenadante de inmovilización (dilución 1/10). 

4: Lavado 1 (sin diluir). 5: Lavado 2 (sin diluir). 6: Lavado 3 (sin diluir). La flecha indica la altura esperada para la banda correspondiente a los 

monómeros de PfATA (~53 kDa). 

Los resultados obtenidos durante esta etapa confirman la posibilidad de obtener preparados híbridos activos de 

PfATA@GoxTAFe. No obstante, el protocolo de inmovilización aún ofrece margen para su optimización. De todos 
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modos, dado que esta fue una primera aproximación a la obtención de estos preparados, se decidió ensayar su 

capacidad de conversión de glicerol a serinol en formato 1-Pot.  

Utilización del preparado híbrido PfATA@GoxTAFe para la obtención de serinol utilizando una cascada 

biocatalítica en formato 1-Pot 

Se partió de 500 mM de glicerol (~50 g/L), en un tampón de reacción HEPES 100 mM, pH 8,0 suplementado con L-

alanina 0,5 M y PLP 0,1 mM, la reacción se llevó a cabo en un matraz de 25 mL con 3 mL de medio de reacción.  

 

Figura 67. Reacción de producción de serinol con PfATA@GoxTAFe como catalizador. El medio de reacción fue HEPES 100 mM, pH 8,0 + 

Glicerol 500 mM, L-Alanina 0,5 M + PLP 0,1 mM. Las reacción se llevó a cabo a 30 °C y 200 rpm. Glicerol (amarillo). DHA (verde). Serinol (azul). 

En las condiciones del experimento, el catalizador híbrido PfATA@GoxTAFe presentó una producción de DHA de 

73,49 ± 6,11 mM luego de 24 h, acompañada de una producción de serinol de 1,97 ± 0,21 mM (Figura 67). La 

concentración de serinol obtenida en esta primera aproximación fue discreta en comparación a la obtenida 

anteriormente con el sistema basado en alginato y microesferas de agarosa, en el que se obtuvieron 36 mM del 

compuesto58. Sin embargo, el valor de los resultados obtenidos con esta técnica radica en lo novedoso de la 

aproximación, donde se utilizó una estrategia sin precedentes en la literatura para la combinación de los 

biocatalizadores PfATA y Gox. Futuros experimentos deberán centrarse en poner a punto el protocolo de 

inmovilización de la enzima, potencialmente ajustando la cantidad de esporas artificiales ofrecidas como soporte. 

En la misma línea, se deberá estudiar el efecto de parámetros clave en la reacción como distintas concentraciones 

de glicerol inicial y de distintas concentraciones del catalizador híbrido PfATA@GoxTAFe. 
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4.4. Conclusiones parciales 

Los resultados obtenidos en este capítulo han proporcionado nuevas estrategias para la inmovilización de la 

enzima PfATA, complementando los enfoques previos del grupo de investigación. Se han desarrollado dos 

técnicas innovadoras: la inmovilización de PfATA en nanopartículas de sílica funcionalizadas con un polímero de 

TA y hierro (SiNPsTAFe) y en esporas artificiales de Gox generadas a partir del mismo polímero (GoxTAFe). Ambas 

metodologías han facilitado la implementación de cascadas artificiales entre Gox y PfATA, con el objetivo de 

obtener moléculas aminadas. 

La combinación de SiNPs con TA para la inmovilización enzimática ya había sido reportada en la literatura, pero a 

través de la preparación de nanopartículas utilizando el TA como molde, formando parte del núcleo de la 

nanopartícula y permitiendo la inmovilización de enzimas principalmente por adsorción. En este trabajo, se 

propuso un enfoque innovador, donde las SiNPs fueron sintetizadas y luego recubiertas con un polímero de TAFe, 

lo que permitió la inmovilización de enzimas con colas de histidina en la superficie de las nanopartículas obtenidas 

(SiNPsTAFe). Tanto la síntesis del material de partida, como el procedimiento de recubrimiento para obtener las 

SiNPsTAFe fueron sencillos y rápidos. La caracterización de este material, realizada mediante microscopía STEM-

HAADF y STEM-EDX, confirmó su morfología y composición, mientras que la presencia del polímero en la superficie 

fue validada a través de FTIR y XPS. Además, se evaluaron el tamaño y la carga superficial de las nanopartículas 

mediante DLS y potencial zeta. 

La inmovilización de PfATA sobre las SiNPsTAFe resultó en buenos rendimientos, a través de una metodología 

simple que no requirió largos tiempos de incubación. Esta estrategia aprovecha las colas de histidina para formar 

enlaces de coordinación con el hierro presente en el polímero, permitiendo la inmovilización y purificación de la 

enzima en un solo paso. De esta manera, se trabajó directamente con el extracto crudo de la enzima, eliminando 

etapas adicionales de purificación y reduciendo significativamente los tiempos de preparación del biocatalizador. 

Los preparados de PfATA@SiNPsTAFe demostraron ser funcionales y se utilizaron con éxito en una cascada 2-Pot, 

combinando la acción de Gox y el derivado enzimático para sintetizar los compuestos aminados serinol y 2A3EP, 

a partir de glicerol y EGE, respectivamente. La identidad de ambos productos fue confirmada mediante GC-MS. 

Aunque la síntesis de serinol a partir de glicerol ya había sido reportada por nuestro grupo en configuraciones 

anteriores de cascadas con Gox y PfATA, este es el primer informe sobre la síntesis de 2A3EP utilizando esta 

combinación de catalizadores. 

La estrategia de inmovilización desarrollada es versátil y puede aplicarse a otras enzimas que posean colas de 

histidina, lo que la convierte en una opción adaptable para futuras aplicaciones en biocatálisis.  
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Además, se logró implementar una cascada 1-Pot para la síntesis de serinol, utilizando esporas artificiales de Gox 

recubiertas con el polímero TAFe (GoxTAFe), con PfATA inmovilizada en su superficie. Este es el primer reporte de 

la combinación de Gox con una enzima exógena inmovilizada en su superficie para llevar a cabo una cascada 

biocatalítica. Aunque los resultados obtenidos en esta configuración no superaron los resultados previos en la 

síntesis 1-Pot de serinol por nuestro grupo, se identificaron áreas clave para mejorar el rendimiento del catalizador 

híbrido que serán exploradas en futuros trabajos. 

En conclusión, las técnicas de inmovilización desarrolladas han representado un avance significativo para la 

inmovilización de PfATA, facilitando la obtención de moléculas aminadas mediante su acción combinada con Gox 

en distintos tipos de cascadas biocatalíticas. Las metodologías propuestas tienen el potencial de ser extrapoladas 

a otros microorganismos y reacciones, posicionando este trabajo como un punto de partida para futuras 

investigaciones en biocatálisis y la mejora de procesos industriales. 
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Perspectivas futuras 

En esta sección de la Tesis Doctoral se discutirán las brechas de conocimiento y los desafíos que han surgido en 

el estudio de la preparación de nuevos biocatalizadores basados en Gluconobacter. También se propondrán 

alternativas para superar algunas de las limitaciones encontradas durante el desarrollo de la Tesis. Además, se 

sugerirán potenciales líneas de investigación para avanzar en el entendimiento de Gluconobacter como 

herramienta biotecnológica.  

Modificación de la expresión génica de Gluconobacter 

La Introducción General de esta Tesis ha abordado de manera profunda la importancia y el interés de 

Gluconobacter como biocatalizador industrial. Sus ventajas como tal alientan a continuar explorando su 

potencial, que indudablemente puede ser capitalizado mediante estrategias de modificación génica. 

Como fue mencionado anteriormente, el constante desarrollo de nuevas tecnologías basadas en CRISPR ha 

permitido modificar genomas bacterianos de manera precisa y eficiente, lo que posibilita la afinación de la 

expresión génica y la consecuente generación de biocatalizadores de célula entera verdaderamente 

vanguardistas. Cada tecnología basada en CRISPR ofrece ventajas únicas y presenta desafíos distintivos22. Al 

comprender las complejidades de cada herramienta, los investigadores pueden tomar decisiones informadas al 

seleccionar el método más adecuado para sus especies bacterianas específicas y aplicaciones biocatalíticas.  

Tras el análisis de ejemplos relevantes de herramientas CRISPR aplicadas para mejorar la biocatálisis bacteriana, 

la técnica CRISPRi surge como una de las tecnologías más prometedoras. Dado que el enfoque seguido en esta 

Tesis para la modificación genómica de Gluconobacter con herramientas de CRISPR resultó desafiante, nos 

planteamos la posibilidad de abordarlo mediante esta tecnología particular. A continuación, se muestran los 

avances obtenidos en este sentido. 

Modificación de la expresión génica en Gfr utilizando una tecnología basada en CRISPRi 

Como se mencionó previamente en la introducción del Capítulo 2 de esta Tesis, la modificación de la expresión 

génica utilizando CRISPRi es una alternativa interesante, y en ocasiones más sencilla, a la modificación genómica 

permanente utilizando CRISPR. Esto se debe a que la técnica solo requiere de la expresión de una nucleasa dCas 

y una guía que se encargará de dirigir a esta primera a una región específica del genoma del huésped, bloqueando 

la expresión de un gen objetivo. Esta estrategia prescinde de moldes de reparación y eventos de recombinación 

homóloga, ya que no se generan cortes en el ADN que deban ser reparados. Por el contrario, el efecto sobre el 

fenotipo se reduce a un impedimento estérico generado por la presencia de la nucleasa dCas en una región del 

genoma que impide el correcto funcionamiento de la maquinaria de transcripción sobre un gen en particular. 
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Esta estrategia, por sus características, podría ser una alternativa a la propuesta inicialmente en esta Tesis, para 

la que se encontraron una serie de limitaciones. En este caso, a través del uso de una dCas se podría llevar a cabo 

el silenciamiento del gen sldBA, lo que llevaría a una menor producción de la enzima mPDHP por parte de Gfr y una 

potencial reducción en la producción de DHA a partir de glicerol (Esquema 27). 

 

Esquema 27. Estrategia para el silenciamiento del gen sldBA en Gfr utilizando la tecnología CRISPRi. La introducción del plásmido pCRISPRi-

guía permitiría la expresión de una nucleasa Cas “muerta” que se ubicaría en el ADN de la bacteria impidiendo la transcripción del gen objetivo. 

El resultado sería un mutante con la capacidad de producir AG a partir de glicerol, con nula o mínima producción de DHA. 

Existen algunos ejemplos en la literatura de la modulación de la expresión génica en acetobacterias utilizando 

CRISPRi, dos de los cuales se enfocan en bacterias del género Gluconobacter. En uno de ellos, los autores 

adaptaron un sistema endógeno del tipo I-E en G. oxydans WSH-003, cuya nucleasa Cas estaba naturalmente 

mutada y por ende sin la capacidad de generar cortes en el ADN. Gracias a esto, la sola expresión de las guías 

bastó para observar el efecto en la disminución de la expresión génica148. Por su parte, en el segundo y más reciente 

ejemplo los autores utilizan la nucleasa CpfI en su forma salvaje, ya que se presenta inactiva al ser expresada en 

G. oxydans CGMCC 1.0110291. A pesar de no presentar actividad nucleasa en el huésped, en el trabajo se 

comprobó que la misma se asocia con la guía y se dirige a la sección del ADN donde la misma presenta 

complementariedad, disminuyendo la expresión génica por impedimento estérico. 

Entre las nucleasas catalíticamente inactivas disponibles, la más utilizada es la doble mutante de Cas9 (dCas9), 

en la que se combinan las mutaciones D10A y H840A, inactivando los dominios RuvC y HNH451. Hasta el momento, 

esta nucleasa inactiva no ha sido expresada en Gluconobacter con la finalidad de modificar su expresión génica.  

Utilizando como base el plásmido pCRISPR-guía, que contiene un cassette de expresión para la nickasa Cas9 

D10A y sitios BsaI seguidos de una secuencia de tracrARN para el clonado y posterior expresión de guías, se puede 

desarrollar un plásmido con potencial aplicación en CRISPRi. Este objetivo se puede lograr modificando el 

cassette de expresión para la nickasa dCas9 D10A a través de la incorporación de la mutación H840A. De esta 

forma se podría obtener un nuevo plásmido (pCRISPRi-BsaI) que permitiría la expresión de dCas9. Ese plásmido 

luego podría ser modificado agregando distintas guías que permitan la regulación específica de ciertos genes, 

obteniendo un nuevo plásmido denominado pCRISPRi-guía. 
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Con el objetivo de explorar este nuevo enfoque de modificación génica de Gluconobacter, se planteó el diseño in 

silico y construcción del plásmido pCRISPRi-guía. La metodología implementada se detalla en la sección 

“Anexos”. 

Para construir el plásmido pCRISPRi-BsaI se recurrió nuevamente a la obtención de una secuencia sintética que 

contuviese la mutación H840A. El diseño de esta secuencia se llevó a cabo teniendo en cuenta los sitios de 

restricción disponibles en el plásmido pCRISPR-BsaI. Se observó que cortando con las enzimas EcoRV y SalI se 

podía llevar a cabo la sustitución de la región final del cassette de expresión para la nickasa Cas9 D10A por un 

fragmento de ADN sintético que incluya la mutación H840A (Esquema 28). Asimismo, dado que el cassette de 

expresión para la guía también se encuentra comprendido en el sector del plásmido a escindir, se decidió 

modificar el promotor existente por el promotor J23104 debido a su comprobado funcionamiento en Gfr. 

 

Esquema 28. Secuencia sintética diseñada conteniendo un fragmento del cassette de expresión de la nickasa Cas9 D10A y un cassette de 

expresión para sgARN. El fragmento del cassette de expresión para la nickasa incluye la mutación H840A (marcada en azul) y el terminador 

ECK120033736. El cassette de expresión para el sgARN contiene el promotor J23104 y el terminador BBa_B0010 flanqueando la secuencia 

codificante para el sgARN. Esta secuencia contiene dos sitios de corte para la enzima BsaI que permiten el clonado de distintas guías (crARN), 

seguido de la secuencia que codifica para el tracrARN. La secuencia sintética presenta en su extremos 5’ y 3’ sitios de corte  para las enzimas 

EcoRV y SalI, respectivamente, para su posterior clonado en el plásmido pCRISPR-BsaI para generar el plásmido pCRISPRi-BsaI. tracrARN: ARN 

transactivador. 

En el diseño de estrategias de implementación para CRISPRi, es frecuente desarrollar múltiples guías para 

asegurar la eficacia del sistema452,453. Esto se debe a que el posicionamiento del complejo dCas-gARN el genoma 

impacta sensiblemente sobre el nivel de represión alcanzado. Las guías pueden ubicarse tanto en el promotor 

como en distintas secciones de la secuencia codificante454. En el trabajo reciente de Wang et al. anteriormente 

mencionado, en el que se implementó un sistema de CRISPRi en G. oxydans CGMCC 1.0110, se ensayaron guías 

que hibridaban en distintos sectores de un cassette de expresión para la proteína mCherry 291. Se observó que 

aquellas que presentaron mayor nivel de represión fueron aquellas que hibridaron a la altura del promotor, sobre 

la hebra antisentido. Tomando en consideración esta información, utilizando la herramienta en línea CRISPR RGEN 

Tools (http://www.rgenome.net/) se diseñaron dos guías que hibridaran en los primeros 100 pb upstream del 

codón inicial del gen sldB, con la hebra antisentido (Esquema 29). 
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Esquema 29. Sitios de hibridación de las guías diseñadas para llevar a cabo el silenciamiento del gen sldBA por CRISPRi. a) Representación 

gráfica del sitio de hibridación de la guía 1 (G1). b) Representación gráfica del sitio de hibridación de la guía 2 (G2). En negro se observa el ADN 

genómico, en verde se observa el sgARN. La secuencia del crARN, que hibrida con el ADN de Gfr, se visualiza en letras. La secuencia del 

tracrARN se representa como una línea curva. sgARN: ARN de guía simple. tracrARN: ARN transactivador. 

Una vez seleccionadas las secuencias para las guías se debió llevar a cabo el diseño de los oligos que las 

codificaran, a los que se añadieron además secuencias complementarias a los extremos cohesivos generados en 

la digestión del plásmido pCRISPRi-BsaI por la enzima BsaI, para su posterior clonado en este el plásmido (Tabla 

26).  

Tabla 26. Secuencias de los oligos que constituyen las guías para generar la interrupción de la expresión génica del gen sldBA utilizando la 

dCas9. 

Nombre Secuenciaa 

Guía 1 
Oligo 1 5’ TAGCTGGTGGACCTGAACTGATTA 3’ 

Oligo 2 5’ AAACTAATCAGTTCAGGTCCACCA 3’ 

Guía 2 
Oligo 1 5’ TAGCTCATTCAAAAAGAAGTTTGG 3’ 

Oligo 2 5’ AAACCCAAACTTCTTTTTGAATGA 3’ 
aLas secuencias subrayadas indican las secuencias complementarias a los extremos cohesivos generados en la digestión del plásmido 

pCRISPRi-BsaI por la enzima BsaI. 

Nuevamente, mediante la implementación del protocolo de annealing y posterior clonado de los oligos en el 

plásmido pCRISPRi-BsaI logra obtener los plásmidos pCRISPRi-G1 y pCRISPRi-G2. 

Una vez realizado el diseño in silico de los plásmidos necesarios para llevar a cabo la interrupción de la expresión 

del gen sldB, se comenzó con la construcción de los mismos. El fragmento sintético previamente diseñado fue 

obtenido dentro del plásmido pTWIST-CRISPRi, flanqueado por sitios de restricción SalI y EcoRV. Por este motivo 

se debió llevar a cabo una digestión del mismo con las enzimas antes mencionadas, para liberar el fragmento de 

interés. Por otro lado, también se debió llevar a cabo la digestión del plásmido pCRISPR-BsaI con las mismas 

enzimas, con la finalidad de obtener la sección del plásmido que contiene el origen de replicación, el cassette de 

resistencia a kanamicina y el comienzo del cassette de expresión de la nickasa Cas9 D10A.   
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Para el caso de la digestión del plásmido pCRISPR-BsaI se esperaban dos bandas, una de 5177 pb, conteniendo el 

comienzo del cassette de expresión de la nickasa  Cas9 D10A, el origen de replicación y el marcador de selección, 

y otra de 2306 pb que se correspondía con la sección del plásmido a reemplazar. Por otro lado, para la digestión 

del plásmido pTWIST-CRISPRi se esperaba una banda de 2296 pb correspondiente a la secuencia sintética que 

incluye la mutación H840A junto con el cassette para el clonado de guías, y otra de 2189 pb que corresponde al 

resto del plásmido. 

La digestión de ambos geles se llevó a cabo de acuerdo con lo esperado. En el caso del plásmido pCRISPR-BsaI se 

escindió del gel la banda de mayor tamaño y se purificó para su posterior ligación con el fragmento sintético 

previamente diseñado. Con respecto a la digestión del plásmido pTWIST-CRISPRi, debido a que su digestión con 

las enzimas EcoRV y SalI genera dos fragmentos muy similares en tamaño, se debió llevar a cabo una electroforesis 

en gel de agarosa al 0,8%, por un tiempo más largo, para permitir la separación de las bandas (Figura 68d). Una vez 

separadas las bandas se debió escindir la banda de mayor tamaño, que se correspondía con el fragmento sintético 

deseado. Debido a que no se logró una separación entre ambos fragmentos que permitiese escindir fácilmente la 

banda de 2296 pb, existía la posibilidad de contaminación con el fragmento de 2189 pb. Igualmente, la banda 

obtenida se purificó y el producto fue utilizado para una ligación junto con el producto de purificación de la banda 

de 5177 pb del plásmido pCRISPR-BsaI. 
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Figura 68. Construcción del plásmido pCRISPRi-BsaI. a) Mapa 

del plásmido parental pCRISPR-BsaI mostrando los sitios de 

restricción para las enzimas EcoRV y SalI. b) Mapa del plásmido 

parental pTWIST-CRISPRi mostrando los sitios de restricción 

EcoRV y SalI. c) Electroforesis en gel de agarosa al 1% del 

plásmido pCRISPR-BsaI digerido con las enzimas de restricción 

SalI y EcoRV. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 

(ThermoScientific). Carril 1: pCRISPR-BsaI digerido. d) 

Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del plásmido pTWIST-

CRISPRi digerido con las enzimas de restricción SalI y EcoRV. 

MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). 

Carril 1: pTWIST-CRISPRi digerido. e) Mapa del plásmido objetivo 

pCRISPRi-BsaI.  
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El producto de ligación fue utilizado para transformar E. coli DH5α y posteriormente se obtuvieron 7 clones. Como 

se mencionó anteriormente, las transformantes podían contener el plásmido deseado (pCRISPRi-BsaI) o, en caso 

de que hubiese habido contaminación con la banda de 2189 pb, un plásmido alternativo (Figura 69b). Dado que el 

fragmento de 2189 pb contiene un cassette de expresión para el antibiótico ampicilina, resultó sencillo determinar 

la existencia de transformantes que poseyeran el plásmido alternativo.  

Se llevaron a cabo estrías de 7 de los transformantes en placas separadas de LB-kanamicina (50 μg/mL) y LB-

ampicilina (100 μg/mL). Aquellas bacterias que tuvieran la capacidad de crecer en presencia de kanamicina, pero 

no en presencia de ampicilina potencialmente contendrían el plásmido pCRISPRi-BsaI. Por el contrario, aquellas 

que crecieran tanto en presencia de kanamicina como de ampicilina debían presentar el plásmido alternativo no 

deseado. Entre los transformantes estriados, solo uno tuvo la capacidad de crecer en presencia de ambos 

antibióticos (Figura A16), por lo que se descartó. Los 6 clones restantes fueron cultivados para extraer los 

plásmidos que contenían y se llevó a cabo una digestión de los mismos con las enzimas EcoRV y BamHI. Estas 

enzimas fueron seleccionadas ya que para el plásmido alternativo no posee sitio de corte para esta enzima, 

mientras que el plásmido pCRISPR-BsaI sí, generando un patrón de bandas diferencial. 

Los resultados obtenidos fueron en todos los casos concordantes con la correcta obtención del plásmido 

pCRISPRi-BsaI, presentando un patrón de dos bandas de 5468 pb y 2005 pb (Figura 69). 
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Figura 69. Verificación de la construcción pCRISPRi-BsaI. a) Mapa del plásmido objetivo pCRISPRi-BsaI mostrando los sitios de restricción para 

las enzimas EcoRV y BamHI. b) Mapa del plásmido alternativo pCRISPRi-ALT, producto de una ligación incorrecta, mostrando los sitios de 

restricción para la enzimas EcoRV. c) Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los resultados obtenidos para el ensayo de restricción de los 

plásmidos obtenidos a partir de los clones 1, 2, 4, 5, 6, y 7, digeridos con las enzimas de restricción EcoRV y BamHI. MPM: GeneRuler DNA 

Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). Carril 1: Clon 1. Carril 2: Clon 2. Carril 3: Clon 4. Carril 5: Clon 5. Carril 6: Clon 7. 

Para confirmar la presencia de la mutación H840A, y con ello la construcción correcta del plásmido pCRISPRi-

BsaI, los plásmidos obtenidos a partir de los clones 1, 2, 4, 5, 6, y 7 fueron secuenciados. Los resultados obtenidos 

fueron positivos en todos los casos. El plásmido obtenido para el clon 1, cuya secuencia se presenta en el anexo 

(Figura A17), se denominó pCRISPRi-BsaI y se utilizó para continuar con los experimentos. 

Para clonar las guías en el plásmido pCRISPRi-BsaI (Figura 70a) se llevó a cabo la desfosforilación y digestión del 

mismo con la enzima BsaI y, paralelamente, se llevó a cabo la hibridación de los oligos que conforman las guías 

diseñadas (Figura 70b i e ii), utilizando además una kinasa para fosforilar el producto obtenido.  

Actualmente se está llevando a cabo el clonado de las guías en el plásmido para obtener los plásmidos objetivo 

pCRISPRi-G1 y pCRISPRi-G2. Estos plásmidos serán luego utilizados para transformar Gfr y evaluar la capacidad 

de los sistemas diseñados para llevar a cabo el silenciamiento del gen sldBA. 

MPM  1       2      3      4      5      6

3000 pb

6000 pb

a b

c



 

231 

 

 

 

Figura 70. Construcción de los plásmidos pCRISPRi-G1 y pCRISPRi-G2. a) Mapa del plásmido parental pCRISPRi-BsaI mostrando los sitios de 

restricción para la enzima BsaI. b) Oligos hibridados que componen las guías G1 (i) y G2 (ii). c) Mapa del plásmido objetivo pCRISPRi-G1. d) 

Mapa del plásmido objetivo pCRISPRi-G2. 

Los avances obtenidos hasta el momento para esta estrategia nos motivan a continuar trabajando en esta 

dirección. Por este camino, es posible evitar los problemas a los que nos enfrentamos al abordar la modificación 

genómica de Gluconobacter utilizando una metodología basada en CRISPR. No obstante, lo más significativo ha 

sido el conocimiento adquirido a lo largo de este proceso, el cual indudablemente impulsará y acelerará futuras 

investigaciones y supone una base sólida sobre la cual se construirán los próximos avances en el campo. 
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Nuevos materiales para la inmovilización de Gluconobacter 

En biocatálisis, se evalúan continuamente nuevas estrategias y materiales de inmovilización con el fin de 

aumentar los rendimientos espacio-temporales, mejorar la resistencia de los biocatalizadores ante las 

condiciones operativas y habilitar nuevas aplicaciones. En este trabajo de Tesis, se investigaron y caracterizaron 

diversas estrategias de inmovilización empleando soportes no tradicionales. Algunas de estas estrategias serán 

exploradas y ampliadas a otros biocatalizadores en el futuro. No obstante, cabe destacar que en el marco de esta 

investigación se comenzó a explorar ciertos soportes que, debido a su fase preliminar de estudio, no se incluyeron 

anteriormente en el cuerpo del manuscrito. 

En particular, a partir de los resultados obtenidos con los soportes fabricados mediante impresión 3D y los 

problemas de integridad observados con el material A, se probó un nuevo material previamente desarrollado por 

el grupo de investigación del Dr. Simone Dimartino de la Universidad de Edimburgo (Reino Unido). Este nuevo 

material posee características que mejoran su resistencia. 

Por otro lado, durante una estancia corta de investigación en el laboratorio de la Dra. Natalia Ferraz, en el 

Departamento de Ciencia e Ingeniería de Materiales de la Universidad de Uppsala (Suecia), se exploró una 

estrategia novedosa de inmovilización que combina sílica y nanocelulosa-PEI.  

A continuación, se mostrarán los avances obtenidos para estas dos prometedoras estrategias de inmovilización. 

Desarrollo de nuevas matrices de inmovilización 3D  

Los resultados obtenidos con Gfr inmovilizado en el material A, descritos en el Capítulo 3 de esta Tesis, fueron 

prometedores. Sin embargo, uno de los problemas detectados fue la limitada resistencia mecánica de este 

material. Aunque su integridad se mantuvo durante los procedimientos de inmovilización y biotransformación en 

el reactor de lecho rotatorio, tanto su transporte como su manipulación fuera del reactor provocaron la ruptura del 

material. Esto redujo el área superficial disponible para la inmovilización posterior de las bacterias y 

probablemente afectó la uniformidad de los resultados obtenidos. 

El grupo del Dr. Simone Dimartino contaba con una formulación previamente diseñada con una resistencia 

superior (Tabla 27). A este nuevo material se le llamó material B y se utilizó para imprimir piezas para su utilización 

en el SpinChem. 
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Tabla 27. Composición del material B en el que fueron impresos las piezas para la inmovilización de Gfr. 

 Componente % (v/v) 

Monómero 1 Benzilmetacrilato 27 

Monómero 2 Butilmetacrilato 9 

Entrecruzante Dipentaeritritol pentaacrilato 24 

Porógeno Ciclohexanol y dodecanol 40 

Esta nueva formulación está compuesta por los monómeros benzilmetacrilato y butilmetacrilato, lo que confiere 

un carácter hidrofóbico a su superficie. A diferencia de las interacciones  de carácter electrostático esperadas con 

el material A, se anticipó que las interacciones establecidas por las bacterias con el material B fueran 

predominantemente hidrofóbicas. Estas interacciones serían favorecidas por los LPS de la membrana externa de 

Gfr, que contienen una región hidrofóbica. Por su parte, el uso del agente entrecruzante dipentaeritritol 

pentaacrilato, con cinco grupos funcionales metacrilato, maximiza el entrecruzamiento durante la polimerización 

en la impresión 3D, resultando en un material más rígido y resistente. 

 

Figura 71. a) Piezas obtenidas por impresión 3D impresas en material B para su uso en el reactor SpinChem de lecho rotatorio. b) Piezas 

ubicadas en la celda del reactor SpinChem. 

Las piezas impresas en el material B presentaron una mayor dureza, evidenciada por el nulo daño observado en su 

estructura durante el transporte desde el laboratorio del Dr. Dimartino hasta el Laboratorio de Biotecnología de la 

Universidad ORT Uruguay (Figura 71a). Las mismas pudieron ser colocadas correctamente en el lecho del reactor 

SpinChem sin pérdidas de integridad, dada su más sencilla manipulación (Figura 71b). 

Se llevó a cabo una biotransformación preliminar utilizando estas nuevas piezas utilizando el protocolo descrito 

anteriormente para el material A. La metodología utilizada se detalla en la sección “Anexos”. 

A pesar de que las piezas obtenidas a partir de material B presentaron mejores características físicas que aquellas 

obtenidas con el material A, la conversión de glicerol a DHA y AG fue nuevamente discreta. La misma fue 

comparable con la obtenida anteriormente con el material A, obteniendo 0,51 g/L de DHA y 0,04 g/L de AG en las 

condiciones del experimento (Figura 72). 

a b
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Figura 72. Biotransformación de glicerol a DHA y AG por Gfr inmovilizado en piezas para SpinChem obtenidas a partir del material B. DHA 

(verde). AG (violeta). 

Estos resultados preliminares deberán ser corroborados a través de la realización de réplicas experimentales, a la 

vez que se deberá confirmar la formación del biofilm por SEM. Estos datos permitirán ayudar a determinar el 

porqué de las bajas concentraciones de producto obtenidas. No obstante, la obtención de preparados activos de 

Gluconobacter en este material es un avance prometedor, que motiva a seguir explorando el desarrollo de 

biocatalizadores fabricados mediante matrices de inmovilización obtenidas por impresión 3D. 

Nanocelulosa y sílica como matriz de inmovilización de Gluconobacter 

El interés creciente en la sostenibilidad ha destacado a las fibras nanocelulósicas derivadas de madera (CNFs) por 

su versatilidad y aplicaciones. Estas CNFs se obtienen mediante la desintegración mecánica de fibras de madera, 

combinada con tratamientos químicos y enzimáticos, logrando nanofibras con alta área superficial, resistencia y 

propiedades personalizables455. 

Las CNFs forman suspensiones coloidales estables en agua y pueden procesarse para crear películas, aerogeles 

e hidrogeles. Estas características las hacen atractivas para aplicaciones en biomedicina y biocatálisis. En 

particular, la funcionalización de CNFs permite adaptar sus propiedades y mejorar su interacción con sistemas 

biológicos. Esto las convierte en un soporte prometedor para la inmovilización de bacterias o enzimas, 

aumentando su eficiencia y potencial de uso en aplicaciones industriales. 

En el laboratorio de la Dra. Natalia Ferraz se había sintetizado previamente una CNF modificada con PEI (CNF-

PEI)456. La misma se obtiene de la reacción de la CNF con un catalizador químico en presencia de tolueno y PEI 

(Figura 73a). El resultado son fibras de nanocelulosa funcionalizadas con el polímero aminado (Figura 73b y c), que 

potencialmente podrían ser utilizadas para generar un material de inmovilización interesante tanto para bacterias 

del género Gluconobacter como para enzimas como la PfATA.  
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Figura 73. a) Síntesis química de CNF-PEI a partir de CNF. b) Imagen obtenida por SEM de CNF-PEI. Las barras de escala representan 200 nm. 

b) Imágenes representativas del escaneo de carbono, oxígeno y nitrógeno mediante SEM-EDS de CNF-PEI y la imagen correspondiente de SEM 

(las barras de escala representan 1 μm). Los paneles b y c de esta imagen fueron tomados de Tikhomirov et al.456. 

En el marco de esta colaboración, se buscó determinar si era posible llevar a cabo la precipitación de sílica sobre 

la CNF-PEI. Para ello se llevaron a cabo distintos ensayos variando la cantidad de tetraetil ortosilicato (TEOS) 

hidrolizado (0,63 M) utilizado como fuente de sílica, a una misma cantidad de CNF-PEI en tampón fosfato de sodio 

100 mM, pH 8,0. La metodología utilizada se detalla en la sección “Anexos”. 

Los materiales obtenidos (CNF-PEI-Si) luego de cada síntesis fueron luego evaluados por SEM-EDS para 

determinar tanto los posibles cambios en la morfología de las fibras como su composición elemental (Figura 74). 

Catalizador (FeCl3 o NiCl2) 

Tolueno

110 C

PEI

a

b c
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Figura 74. Precipitación de sílica utilizando CNF-PEI variando la cantidad de TEOS hidrolizado en la síntesis. Vista macroscópica: imágenes 

tomadas de las fibras de CNF-PEI-Si resultantes para los distintos volúmenes de TEOS hidrolizado empleados. SEM: Imágenes obtenidas por 

SEM de los distintos materiales obtenidos. SEM-EDS: Imágenes obtenidas por SEM-EDS, Si (Kα1): Ubicación espacial de los átomos de silicio 

en los distintos materiales obtenidos. 

A simple vista se observaron cambios luego de la precipitación de la sílica, generando geles blanquecinos (Figura 

74, columna “vista macroscópica”). La observación microscópica de las distintas síntesis demostró la posibilidad 

de generar estructuras silíceas en la superficie de las fibras de CNF-PEI, que fueron dependientes del volumen de 

TEOS hidrolizado utilizado. Las cantidades mayores de TEOS dieron lugar a un material con un mayor porcentaje 

de sílica en su superficie, que se observó homogéneo en las imágenes tomadas por SEM (Figura 74, columna 

“SEM”). Por su parte, al disminuir la cantidad de TEOS hidrolizado utilizado, el material obtenido fue menos 

homogéneo y presentó cúmulos de estructuras similares a SiNPs (Figura 74, columna “SEM”).  

La presencia de los átomos de Si en la superficie fue confirmado en todos los casos por SEM-EDS (Figura 74, 

columna “SEM-EDS”). El ratio Si:N obtenido a partir del análisis por EDS de los distintos materiales aumentó con 

el aumento de TEOS hidrolizado en la reacción (Tabla 28). 
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1 mL TEOS hidrolizado
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Tabla 28. Análisis por EDS de la superficie de los distintos materiales obtenidos luego de la precipitación de sílica sobre CNF-PEI, resultando 

en distintos tipos de CNF-PEI-Si. 

Volumen de TEOS 

hidrolizado (mL) 

Elemento 

Ratio Si:N 
C (%) O (%) Si (%) N (%) 

1 54,90 10,23 3,70 1,74 0,5:1 

2,5  42,31 19,55 10,63 3,93 2,7:1 

5 44,95 20,51 16,19 3,31 5:1 

Los resultados obtenidos en el Capítulo 3 de esta Tesis en el apartado sobre inmovilización de Gfr en sílica 

biomimética demostraron la formación de asociaciones entre la superficie bacteriana y las SiNPs. Por la 

naturaleza de los componentes de estos nuevos materiales de síntesis, sería probable que la precipitación de 

sílica en CNF-PEI en presencia de las bacterias diera lugar a una malla compuesta de las fibras de CNF-PEI-Si y 

Gfr. Esto podría ser una alternativa interesante a las bacterias recubiertas en SiNPs, ya que no solamente podría 

presentar propiedades estabilizantes, sino que debido a sus propiedades físicas similares a un gel, su separación 

de las reacciones sería más sencilla. 

En una primera aproximación a la inmovilización de Gfr utilizando esta estrategia, se llevó a cabo la precipitación 

de sílica en presencia de la bacteria y la CNF-PEI, utilizando las condiciones en las que la mayoría de la CNF-PEI 

quedó recubierta de sílica (5 mL de TEOS hidrolizado). Luego del procedimiento de inmovilización se obtuvo un 

pellet blanquecino, donde Gfr parece haberse incorporado a las fibras de CNF-PEI-Si (Figura 75). 

 

Figura 75. Pellet obtenido luego de la precipitación de sílica en presencia de CNF-PEI y Gfr. 

Debido a que la estancia de investigación tuvo una duración de una semana no se pudo continuar con la 

caracterización del inmovilizado obtenido. Sin embargo, la colaboración surgida con el grupo de la Dra. Natalia 
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Ferraz continúa y futuros experimentos de caracterización del preparado serán llevados a cabo próximamente. Los 

mismos se enfocarán en observar las estructuras obtenidas por SEM. Adicionalmente se deberá poner a punto el 

protocolo de inmovilización, ajustando por ejemplo la carga bacteriana añadida a la síntesis. Posteriormente se 

deberá ensayar la capacidad del material obtenido para la conversión de glicerol y sus posibilidades de 

reutilización. 

Gluconobacter como herramienta para el avance de la química verde 

La biotecnología industrial aún no ha capitalizado completamente los beneficios de las biotransformaciones 

catalizadas por Gluconobacter. Todavía existe mucho margen para explorar la contribución de este género 

bacteriano a la generación de procesos más verdes y sostenibles. La valorización de subproductos industriales o 

el uso de desechos podría marcar una diferencia significativa en la sostenibilidad de los procesos productivos que 

cataliza. Además, mediante la combinación de cepas de Gluconobacter con otros biocatalizadores y 

organocatalizadores, se ampliará aún más la variedad de productos valiosos obtenidos de estos procesos 

biocatalíticos58,127. El conocimiento acumulado en todos estos campos indudablemente mejorará la aplicación 

biotecnológica de las cepas de Gluconobacter. 

Los avances en el diseño de procesos utilizando bacterias del género Gluconobacter se han acelerado en los 

últimos 10 años, sin embargo, aún son necesarios más progresos para mejorar los rendimientos volumétricos de 

los compuestos objetivo. Anticipamos que futuras contribuciones en el modelado cinético de reacciones 

catalizadas por Gluconobacter ayudarán a identificar mejor los parámetros críticos para resolver 

transformaciones deficientes o no viables a nivel industrial. Además, la implementación de metodologías como el 

Diseño de Experimentos (DoE) podría optimizar condiciones de reacción y acelerar la identificación de variables 

clave en los procesos. Desde el punto de vista de las distintas modalidades de operación, hay escasos informes 

sobre biotransformaciones en flujo continuo, que podrían contribuir sustancialmente a las perspectivas verdes de 

los procesos. Abordar problemas de inhibición del producto o del sustrato mediante la modificación genética de 

los biocatalizadores o el diseño de procesos, también podría mejorar las productividades. 

En cuanto a la estabilidad, una característica clave en los biocatalizadores, el principal reto consiste en desarrollar 

estrategias de inmovilización que mantengan o incluso mejoren las tasas de conversión. Los resultados obtenidos 

en esta Tesis sugieren que el uso de nuevas matrices de inmovilización impresas en 3D, diseñadas con geometrías 

optimizadas que favorecen la transferencia de masa, podrían ser altamente compatibles con cepas de 

Gluconobacter. Además, el desarrollo de matrices híbridas avanzadas, con capacidades mejoradas y superficies 

con nuevas funcionalizaciones, permitirá la creación de biocatalizadores con una mayor aplicabilidad en una 

amplia gama de reacciones. A su vez, innovadoras técnicas como la preparación de esporas artificiales, capaces 

de anclar enzimas en su superficie, abren la posibilidad de obtener una mayor diversidad de productos a partir de 
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Gluconobacter. Esto potenciaría el diseño de bioprocesos más versátiles y eficientes, facilitando la conversión de 

una variedad más amplia de sustratos con mayores rendimientos y menores limitaciones técnicas. 

La integración de estos enfoques, sumado a la modificación génica para la mejora de biocatalizadores, podría 

impulsar la aplicación de las biotransformaciones a gran escala de Gluconobacter, alineándose con un enfoque 

más verde y sostenible de producción de moléculas de interés biotecnológico. Además, para avanzar hacia un 

futuro más sostenible en la producción industrial, es necesario abordar una evaluación integral de los procesos 

upstream y downstream. En esta línea, aun cuando los biocatalizadores ofrecen beneficios ambientales 

significativos, comprender completamente su contribución a la sostenibilidad requiere una evaluación exhaustiva. 

Esto implicaría no solo abordar los efectos ambientales asociados con la producción de Gluconobacter, sino 

también optimizar y facilitar la separación de los productos. Este trabajo de Tesis ha sentado las bases para un 

posterior abordaje de la cuantificación de la sostenibilidad de procesos catalizados por Gluconobacter en el que 

nuestro grupo de investigación se encuentra trabajando. En el futuro será necesario identificar y centrarnos en 

áreas críticas para valorar y maximizar los beneficios de las biotransformaciones catalizadas por cepas de 

Gluconobacter y avanzar hacia procesos más verdes y sostenibles. 
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Conclusiones generales  

Las biotransformaciones microbianas aún no ofrecen soluciones universales para una industria sintética cada vez 

más ecológica. Sin embargo, los avances en bioprocesos, ingeniería microbiana y el uso de organismos no 

convencionales han comenzado a crear un conjunto de herramientas para el desarrollo de nuevas y mejoradas 

biotransformaciones. Las cepas de Gluconobacter presentan ventajas notables como biocatalizadores, y tienen 

potencial como chasis microbiano para numerosas biotransformaciones.  

Las técnicas de inmovilización de células han sido utilizadas durante décadas, pero en los últimos 10 años ha 

resurgido un notable interés por explorar nuevas estrategias que faciliten la implementación de procesos más 

sostenibles y respetuosos con el medio ambiente (Fuente: Scopus, “Whole cell immobilization”). Este renovado 

interés puede explicarse por la creciente demanda de la industria de adoptar prácticas más ecológicas, reducir el 

uso de sustancias químicas nocivas y optimizar la eficiencia en la reutilización de biocatalizadores. Además, los 

avances en nanobiotecnología y materiales han permitido mejorar las propiedades de soportes que proveen 

mejores estabilidades y funcionalidades de los biocatalizadores inmovilizados, haciendo más viable su aplicación 

en procesos industriales ecológicos. 

En este contexto, los estudios incluidos en esta Tesis Doctoral resultan oportunos y relevantes, ya que proponen 

estrategias innovadoras de inmovilización de biocatalizadores de Gluconobacter, un microorganismo reconocido 

por su capacidad de realizar oxidaciones selectivas interesantes, abordando brechas de conocimiento y 

aportando soluciones que favorecen la sostenibilidad.  

En la Introducción de esta Tesis se llevó a cabo una revisión exhaustiva del estado del arte del biocatalizador 

Gluconobacter, con un análisis crítico de su potencial en las reacciones de biotransformación de glicerol (Ripoll & 

Betancor, Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry, 2021)457, además de un resumen de las 

herramientas disponibles y potenciales para optimizar su rendimiento como biocatalizador (Ripoll et al., 

Biotechnology Advances, 2023)72. El análisis del estado del arte demostró la necesidad de contar con herramientas 

como la inmovilización o la ingeniería genética para aumentar los rendimientos espacio-temporales de este 

biocatalizador. 

En el Capítulo 1, se estudiaron condiciones de reacción con células en reposo, que servirían como punto de partida 

para las reacciones con los biocatalizadores inmovilizados. Además, se desafió a Gox con nuevos sustratos 

sintéticos estableciéndose por primera vez la capacidad de este biocatalizador de producir dos nuevas cetonas, 

EHA y 3FHA (Ripoll et al, manuscrito en preparación). Esto refuerza su versatilidad y capacidad para generar 

intermediarios útiles para la síntesis de moléculas quirales. Los resultados de este capítulo demostraron además 

la capacidad de Gfr de producir concentraciones sin precedente de AG para células en reposo suspendidas 

solamente en agua, lo que simplifica el procesamiento downstream del bioproceso. Algunos resultados obtenidos 
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en este capítulo fueron utilizados en el marco de otra biotransformación con Gox: la conversión de sorbitol a  L-

sorbosa. Estos hallazgos han sido integrados en un artículo que se encuentra bajo revisión (Pirotti, Soriano, Ripoll 

et al., ACS Sustainable Chemistry and Engineering).  

Por su parte el Capítulo 2 proporcionó mutantes de las cepas de Gluconobacter bajo estudio que sirvieron como 

herramienta de caracterización de los inmovilizados a estudiarse con posterioridad (Ripoll et al., Polymers, 2023)37. 

Aun cuando los esfuerzos por modificar Gluconobacter mediante técnicas basadas en CRISPR, prácticamente sin 

precedentes en la literatura para este microrganismo, no resultaran exitosos, los mismos abrieron líneas de 

investigación que se encuentran en desarrollo en el Grupo de Tecnología de Proteínas. Además, se han adquirido 

nuevas capacidades en el grupo y revisado el estado del arte con un enfoque sin precedentes en donde se estudió 

la aplicación de herramientas CRISPR para la mejora de biotransformaciones bacterianas (Mulet, Ripoll & 

Betancor, ACS Sustainable Chemistry and Engineering, 2023)22. 

El Capítulo 3, se enfocó en la preparación de inmovilizados utilizando soportes novedosos no aplicados hasta el 

momento a la inmovilización de Gluconobacter. Partiendo del estudio del biocatalizador inmovilizado en matrices 

tradicionales, se demostraron las ventajas de utilización de matrices híbridas para la integración del 

biocatalizador, lo que aportó mejor resistencia mecánica, menos pérdida del biocatalizador desde la matriz y 

mejoras en la estabilidad operacional (Ripoll et al., Polymers, 2023)37. Se estableció, además la factibilidad por 

primera vez, de integrar Gluconobacter a matrices obtenidas por impresión 3D, probándolas en un formato de 

reactor de lecho rotatorio en la biotransformación de glicerol por Gfr (Ripoll et al., manuscrito en preparación). En 

esta sección, además, se demostró por primera vez la inmovilización unicelular de bacterias de este género, 

produciendo esporas artificiales de TAFe que abrieron la posibilidad de generación de catalizadores combinados 

bacteria-enzima para la implementación de cascadas biocatalíticas exploradas en el Capítulo 4.  

Finalmente, el Capítulo 4 extendió la aplicación de inmovilizados no tradicionales de Gluconobacter a su 

integración en sistemas de biocatalizadores actuando en tándem.  Así, se desarrolló un catalizador heterogéneo 

que acopló Gluconobacter embebido en una espora de TAFe con una transaminasa inmovilizada en superficie 

(Iturralde, Ripoll et al., Advanced Functional Materials, 2024)420. Este tipo de inmovilizados constituye una de los 

puntos calientes de estudio de inmovilización de biocatalizadores458 y ha sentado las bases para profundizar en su 

estudio en el Grupo de Tecnología de Proteínas. Además, la integración de un nuevo material basado en 

modificación de SiNPs con el polímero TAFe (SiNPsTAFe) permitió estudiar un nuevo tipo de inmovilización de 

transaminasa, que acoplada a la transformación de Gox posibilitó la síntesis de la amina quiral 2A3EP en una 

cascada artificial inédita. 

En conclusión, los resultados de esta Tesis Doctoral han contribuido en gran medida al avance del conocimiento 

en estrategias novedosas y nuevas arquitecturas de inmovilización de Gluconobacter y por extensión de 
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biocatalizadores microbianos en general. Además, han fortalecido el desarrollo de tecnologías más verdes para la 

síntesis de compuestos de interés industrial. 

  



 

244 

 

Anexos 

Anexos Capítulo 1 

 

Figura A1. Gráficos de DO600 nm vs peso seco de células de (a) Gox (y=4,3751, R2=0,9939) y (b) Gfr (y=4,8398x, R2=0,9935). 

 

Figura A2. Curvas de calibración de GC-FID para (a) glicerol (y=0,0161x, R2=0,9999), (b) EGE (y=0,0178x, R2=0,9999), (c) 3FGE (y=0,0177x, 

R2=0,998), (d) DHA (y=0,0058x, R2=0,9979), (e) EHA (y=0,0064x, R2=0,9999).  
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Figura A3. Curvas de calibración de HPLC para (a) glicerol (RID) (y = 211728x, R2=0,9997), (b) DHA (PDA) (y=397773x, R2=0,9999), (c) AG (PDA) 

(y=928138x, R2=0,9978).  
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Figura A4. Cromatogramas a tiempo inicial (T=0 h, verde) y tiempo final (T=56 h, violeta) de reacciones de oxidación de glicerol y sus derivados 

por células en reposo de Gox. a) Oxidación de glicerol (TRet = 10,2 min) a DHA (TRet = 8,0 min). b) Oxidación de EGE (TRet = 9,0 min) a EHA (TRet = 6,7 

min). Oxidación de 3FGE (TRet = 8,2 min) a 3FEHA (TRet = 5,9 min). 
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Anexos Capítulo 2 

 

Figura A5. Producto de secuenciación del plásmido extraído del Clon 3 obtenido luego del clonado de la guía en el plásmido pCRISPR, 

generando el plásmido pCRISPR-guía. En azul se resalta la secuencia esperada concordante con la inserción de la guía. 

 

 

Figura A6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de productos obtenidos a partir de reacciones de PCR de colonia de las potenciales 

transformantes del plásmido pMYMH464-B5. MPM: GeneRuler DNA Ladder Mix #0331 (ThermoScientific). a) Carril 1: Clon 13. Carril 2: Clon 14. 

Carril 3: Clon 15. Carril 4: Clon 16. Carril 5: Clon 17. Carril 6: Clon 18. Carril 7: Clon 19. Carril 8: Clon 20. Carril 9: Clon 21. Carril 10: Clon 22. 

Carril 11: Clon 23. Carril 12: Clon 24. b) Carril 1: Clon 26. Carril 2: Clon 27. Carril 3: Clon 29. 
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Anexos Capítulo 3 

 

Figura A7. Reacción control de formación de SiNPs con un volumen de reacción de 0,59 mL (a). A modo comparativo, se muestra además una 

reacción llevada a cabo en las mismas condiciones, modificando únicamente la molaridad del tampón fosfato de sodio, pH 8 de 5 a 100 mM 

(b). 

 

Figura A8. Evaluación del cambio de color después de 24 h en preparaciones A4S4. a) Gfr inmovilizado en A4S4 en presencia de 200 g/L de 

glicerol. b) Gfr inmovilizado en A4S4 en agua sin glicerol. c) preparados A4S4 libres de bacterias en presencia de 200 g/L de glicerol. 

 

a b

A B Ca b c
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Figura A9. Sobrenadantes de reacción después de 170 h de reacciones de conversión de glicerol realizadas por diferentes preparaciones 

inmovilizadas de Gfr. a) A4. b) A4M1. c) A4M4. d) A4S1. e) A4S4. 

 

Figura A10. Preparaciones inmovilizadas de Gox en el material A4S4 luego de 24 h de uso.  

 

Figura A11. Preparaciones inmovilizadas de Gox en el material A4S4 al comienzo del primer uso (a) y al finalizar el uso 7 (b). 
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Figura A12.  Vista del tubo en el que se enviaron los cubos de Material A desde la Universidad de Edimburgo. Se observa el desprendimiento de 

partículas del material, causado durante el transporte hacia el Laboratorio de Biotecnología de la Universidad ORT Uruguay. 

 

Figura A13. Estimación del tamaño por medio de Gfr a través de la determinación del ancho y largo de las bacterias observadas en dos 

imágenes obtenidas por SEM. El programa utilizado fue ImageJ. La numeración de las bacterias se corresponde con los datos presentados en 

la Tabla A1. 
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Tabla A1. Estimación del tamaño promedio de Gfr a través de las mediciones obtenidas utilizando el programa  ImageJ. La numeración de las 

bacterias se corresponde con los datos presentados en la Figura A13. 

Bacteria Largo (µm) Ancho (µm) 

1 1,348 0,497 

2 1,306 0,633 

3 1,292 0,598 

4 1,065 0,633 

5 1,493 0,653 

6 1,354 0,657 

7 1,335 0,688 

8 1,274 0,661 

9 1,109 0,588 

10 1,173 0,544 

Promedio (µm) 1,27 ± 0,13 0,61 ± 0,06 

Área superficial estimada (µm2) 0,62 

Área superficial estimada (cm2) 6,2E-09 
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Anexos Capítulo 4 

 

Figura A14. Curva de calibración de GC-FID para serinol (y=0,0052x, R2=0,9995).  

 

 

Figura A15. Evaluación por XPS del estado de oxidación de los iones hierro en la superficie de las SiNPsTAFe. 
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Anexos Perspectivas futuras 

A1.           Modificación genética de Gfr por CRISPRi 

A1.1.      Cepas bacterianas  

Tanto las cepas bacterianas utilizadas como su metodología de mantenimiento fueron las mismas que se detallan 

en la sección “2.2.1. Cepas bacterianas”. 

A1.2.      Reactivos  

Los reactivos utilizados durante estos experimentos fueron los detallados en las secciones “2.2.2. Reactivos 

generales” y “2.2.3. Reactivos de biología molecular”. 

A1.3.      Construcción de plásmido pCRISPRi-BsaI 

La construcción del plásmido pCRISPRi-BsaI se llevó a cabo a partir del plásmido pCRISPR-BsaI y el plásmido 

pTWIST-CRISPRi. Los mismos fueron digeridos con las enzimas SalI y EcoRV. La obtención de los productos de 

digestión se realizó a partir de una corrida previa en geles de agarosa al 0,8% o al 1% donde se cortaron las bandas 

de interés y posteriormente fueron purificadas. A continuación, se llevó a cabo la ligación de los fragmentos 

purificados del plásmido pCRISPR y el pTWIST-CRISPRi. La construcción obtenida fue denominada pCRISPRi-BsaI 

y fue verificada por secuenciación como se detalla más adelante en la sección “A1.5. Secuenciación de 

plásmidos”. 

 

Figura A16. Estrías de los clones obtenidos luego de la transformación de E. coli DH5α con el potencial plásmido pCRISPRi-BsaI. a) Estrías en 

medio LB-kanamicina (50 µg/mL): Clones 1 a 7 y control negativo de crecimiento (E. coli DH5α sin plásmido). b) Estrías en medio LB-ampicilina 

(100 µg/mL): Clones 1 a 7 y control negativo de crecimiento (E. coli DH5α sin plásmido). La capacidad de crecer únicamente en kanamicina y 

no en ampicilina indica la presencia del plásmido correcto. La capacidad de crecer en presencia de ambos antibióticos implica la presencia 

del plásmido alternativo no esperado. 

a b
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A1.4.  Generación y clonado de guías en plásmido pCRISPRi-BsaI para obtener los plásmidos pCRISPRi-

G1 y pCRISPRi-G2 

El diseño de las guías (G1 y G2) se llevó a cabo utilizando la herramienta en línea CRISPR RGEN Tools 

(http://www.rgenome.net/) (Tabla 27). El protocolo para la generación de los oligos, su annealing y posterior 

clonado en el plásmido pCRISPR fue tomado de los recursos informáticos del Laboratorio del Dr. Feng Zhang, 

disponibles en la web del repositorio Addgene292. Los oligos fueron sintetizados por la compañía Macrogen (Seúl, 

Corea del Sur). La enzima de restricción utilizada fue BsaI.  

A1.5.  Secuenciación de plásmidos 

La secuenciación del plásmido pCRISPRi-BsaI fue llevada a cabo por la empresa Macrogen (Seúl, Corea del Sur). 

Los cebadores utilizados para llevar a cabo las reacciones de secuenciación se observan en la Tabla A2. 

Tabla A2. Cebadores para secuenciación de plásmidos pCRISPR-guía, pCRISPRi-BsaI. 

Cebadores 

Nombre Secuencia Descripción 
Primer_CRISPRi_FWD 5’ CATGAAGCAACTCAAGCGCC 3’ Cebador sentido para secuenciación de la mutación 

generada en el plásmido pCRISPRi-BsaI 
Primer_CRISPRi_REV 5’ GAATCCTGCCTTGTCCAGCT 3’ Cebador antisentido para secuenciación de la mutación 

generada en el plásmido pCRISPRi-BsaI 

 



 

255 

 

 

Figura A17. Producto de secuenciación del plásmido extraído del Clon 1 obtenido luego del clonado del fragmento que contiene la mutación 

H840A en el plásmido pCRISPR-BsaI, generando el plásmido pCRISPRi-BsaI que contiene la secuencia de la nucleasa dCas9. En azul se resalta 

la mutación esperada concordante con inserción del fragmento. 

A2.     Inmovilización de Gfr en soportes obtenidos por impresión 3D utilizando un reactor de lecho 

rotatorio (Material 2) 

A2.1.  Cepa bacteriana 

La cepa bacteriana utilizada fue Gfr. La misma fue mantenida como se detalla en la sección “1.2.1. Cepas 

bacterianas” 

A2.2.  Reactivos 

Los reactivos utilizados durante estos experimentos fueron los detallados en la sección “3.2.2. Reactivos 

generales”. 
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A2.3.  Inmovilización de Gfr y conversión de glicerol en el reactor SpinChem de lecho rotatorio  

El protocolo de inmovilización de Gfr  fue el mismo que el detallado en la sección “3.2.11. Inmovilización  en 

soportes obtenidos por impresión 3D utilizando un reactor de lecho rotatorio” 

A2.4.  Biotransformación de glicerol a AG y DHA por preparados inmovilizados utilizando soportes 

obtenidos por impresión 3D en un reactor SpinChem de lecho rotatorio 

El protocolo de conversión de glicerol fue el mismo que el detallado en la sección “3.2.19. Biotransformación de 

glicerol a AG y DHA por preparados inmovilizados utilizando soportes obtenidos por impresión 3D en un reactor 

SpinChem de lecho rotatorio”. 

A3.    Inmovilización de Gfr en CNF-PEI-Si 

A3.1.  Cepa bacteriana 

La cepa bacteriana utilizada fue Gfr. La misma fue mantenida como se detalla en la sección “1.2.1. Cepas 

bacterianas”. 

A3.2.  Reactivos 

La CNF-PEI fue sintetizada por el grupo de investigación de la Dra. Natalia Ferraz (Universidad de Uppsala, 

Uppsala, Suecia). El TEOS fue de Merck (Darmstadt, Alemania). El resto de los reactivos utilizados durante estos 

experimentos fueron los detallados en la sección “3.2.2. Reactivos generales”. 

A3.3.  Preparación de CNF-PEI-Si 

Se mezcló una suspensión de CNF-PEI (7,0 g de suspensión al 1,43 % en peso, 0,100 g de c-CNF seco, 0,042 mmol 

de PEI) junto con 20 mL de tampón fosfato de sodio 100 mM, pH 8,0 en un tubo de 50 mL. La mezcla se 

homogeneizó adecuadamente. Posteriormente, se incorporaron 1, 2,5 o 5 mL de TEOS previamente hidrolizado 

0,63 M (mezcla de 942 µL de TEOS + 6 mL de HCl 1 mM) y se agitó la mezcla durante 5 minutos. Tras la agitación, 

la suspensión fue sometida a centrifugación durante 25 minutos a 3800 rpm. Finalmente, se realizaron tres lavados 

con agua destilada, repitiendo el mismo protocolo de centrifugación de 25 minutos a 3800 rpm después de cada 

lavado. 

 A3.4.  Análisis por SEM-EDS de los materiales CNF-PEI-Si 

Los materiales CNF-PEI-Si fueron analizados por SEM-EDS para detectar Si. Las suspensiones de los materiales 

(en THF) se secaron al aire, se colocaron sobre un soporte de carbono y se recubrieron con una capa delgada de 
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oro/paladio utilizando un recubridor por pulverización catódica Polaron SC7640 de Thermo VG Scientific 

(Massachusetts, EE. UU.). Las muestras fueron analizadas con un microscopio SEM Zeiss LEO 1550 con detector 

SE2 y un detector de dispersión de energía EDS de Zeiss (Oberkochen, Alemania). Estos análisis fueron llevados a 

cabo por el grupo de investigación de la Dra. Natalia Ferraz (Universidad de Uppsala, Uppsala, Suecia). 

A3.5.  Inmovilización de Gfr en CNF-PEI-Si 

Para la inmovilización de la bacteria Gfr en la matriz CNF-PEI-Si se mezcló en un tubo de 50 mL un pellet bacteriano 

de 20 mg, 3,5 g de una suspensión de CNF-PEI al 143% (aproximadamente 0,05 g, 0,01 mmol de PEI), 10 mL de 

tampón fosfato de sodio 100 mM, pH 8,0 y 5 mL de TEOS hidrolizado 0,63 M (mezcla de 942 µL de TEOS + 6 mL de 

HCl 1 mM). La mezcla se incubó durante 40 minutos a temperatura ambiente con agitación suave. Posteriormente, 

se centrifugó la suspensión durante 15 minutos a 3800 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante se descartó, 

y se realizaron dos lavados con 15 mL de agua destilada, repitiendo el protocolo de centrifugación después de 

cada lavado.  
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Anexos Publicaciones 

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se publicaron cinco artículos científicos, que incluyen tres revisiones 

y dos trabajos de investigación. De estos, tres fueron publicados como primera autora, y los dos restantes como 

segunda.  

Además, se cuenta con un artículo de investigación actualmente en revisión, y otros dos en fase de preparación. 

 A continuación, se presentan las versiones publicadas de los cinco trabajos mencionados.



Opportunities for the valorization of industrial glycerol
via biotransformations
Magdalena Ripoll1,2 and Lorena Betancor1

Industrial biotechnology faces the challenge of providing sig-
nificant economic advantages using sustainable processes
either to establish new processes, to displace established
processes or valorize industrial waste. Crude glycerol obtained
as a by-product of biodiesel production has very low market
value but can be valorized via microbial bioconversions. This
work revises efforts made by the scientific community to opti-
mize the crude glycerol microbial biotransformation into dihy-
droxyacetone, one of the most valuable compounds obtained
from this feedstock. Attention to the many aspects of process
optimization to increase productivity has been addressed that
are also transversal to other glycerol biotransformations to
obtain improved yields.
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Introduction
Biotransformations are green bioprocesses generally
advantageous over conventional chemical methods since
they often achieve high catalytic efficiencies, selectivity
and easy or no downstream processing. Furthermore,
biotransformations are carried out under mild conditions

with lower energy requirements, offering environmen-
tally clean technologies [1].

Interest in bioprocesses have escalated in the past 10
years. However, the contribution of biocatalysis and
biotransformations to green chemistry has been timidly
acknowledged in the literature and poorly translated
into industry (Figure 1). It is timely then, that both the
scientists and technologists tackle the problems that
reduce the pace of implementation of industrial bio-
transformations. Such problems often arise from lower

conversion efficiencies compared to established

technologies and/or less cost-effective processes. In this
regard, process intensification in bioprocesses is of
paramount importance for an optimal design that com-

plies with quality standards, enhances the conversion
efficiencies, reduces costs, and considers environmental
aspects [2e4].

Both green chemistry and industrial biotechnology share
the challenge of providing significant economic advan-
tages using sustainable processes to displace processes
that are currently being used with wide industrial
acceptance, or include new waste recovery processes
that integrate the concept of biorefinery for a circular
economy [5]. Moreover, its use in the valorization of

industrial by-products may have a paramount impor-
tance in the economic viability and sustainability of
these processes.

One of the identified sources of greenhouse gas emis-
sions is the use of fossil fuels, directly related to global
warming and climate change. Among other policies,
countries have committed to ramp up the use of
renewable energy sources with biodiesel representing a
significant potential for sustainability and economic
growth [6]. However, industrial and productive changes

often sweep along problems that paradoxically threatens
the sustainability of the proposed solutions. Circularity
in industrial processes accounts for many of these
problems, especially in the biodiesel industry where
production from edible biomass has been surmounted
by second or third generation biofuel production [7].

In this review, we focus on biotechnological solutions for
the valorization of a major by-product of the biodiesel
industry (raw or industrial glycerol) as a reference that
could be extended to other industrial processes related

to the contribution of biotransformations to more sus-
tainable processes.

Industrial glycerol: a problem with
biotechnological solutions
Biodiesel is a renewable alternative to fossil fuels pro-

duced from vegetable oils and animal fats through
transesterification processes with alcohol, generally
catalyzed by NaOH or KOH. Glycerol is the main by-
product from this industry, generated in a 10:1 ratio
[8,9] (Figure 2). Crude glycerol obtained after the
transesterification process is heavily contaminated,
reaching maximum purity levels of 60e80% [10]. Owing
to is large supply and low demand, crude glycerol has
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very poor market value. In turn, obtaining pure glycerol
from this residue for the use in the chemical or food
industries (>99%) is very expensive [8]. Moreover,

owing to market fluctuations, glycerol prices frequently
drop dramatically forcing companies to take nonenvir-
onmentally friendly actions such us disposal via incin-
eration [11].

The increasing quota of biodiesel in fuels aimed by
numerous countries has aggravated the aforementioned
problems encouraging scientists to find ways to valorize

this product. Solutions may not only address the waste
problem but also improve the economic equation of
biodiesel production. Crude glycerol valorization can be

achieved through its conversion to other high value-
added products, although it is imperative to use clean
and sustainable approaches. One of the main lines of
investigation studying glycerol valorization has been the
use of biotransformation technologies whose reports
have grown exponentially the last decade (Figure 3).

In fact, most of the high value-added compounds ob-
tained from crude glycerol are the product of microbial
bioconversions. Table 1 summarizes the most recent

Figure 1

Publications related to biotransformations (light green) and bio-
transformations + green chemistry (dark green). Source: Scopus. (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader
is referred to the Web version of this article.)

Figure 2

Crude glycerol origin and possibilities for its utilization.

Figure 3

Publications related to biotransformations and glycerol. Source: Scopus.
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Table 1

Recent publications in crude glycerol bioconversions to value-added products using microorganisms.

Product Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate
time for highest

yield (hs)

Reference

Malic acid Aspergillus niger
PJR1

Growing cells (batch
fermentation in
shake flask)

160 83.23 ± 1.86 192 [12]

Aspergillus niger
PJR1

Growing cells (batch
fermentation)

161.56 92.64 ± 1.54 92 [13]

1,3-Propanediol L. reuteri CH53 Growing cells in fed-
batch fermentation
(5 L, volume 3 L)

450 g/L crude
glycerol + 450 g/L
glucose, 21 mL/h

68.32 ± 0.84 54 [14]

Klebsiella
pneumoniae PD41

Growing cells (batch
fermentation with
acid pretreated liquor
(0.5% v/v) as co-
substrate, shake
flask)

30 20.88 24 [15]

Mixed culture from
mangrove sediment

Growing cells in
batch fermentation
(10 L fermenter,
volume 3.5 L)

60 20.95 70 [16]

Mixed culture from
mangrove sediment

Growing cells in fed-
batch fermentation
(10 L fermenter,
volume 3.5 L)

Starting 20 g/L, daily
pulses of 30 g/L.
Equivalent to 140 g/L
in 5 days

30.94 120 [16]

Microbial consortium Growing cells in
continuous
fermentation (2 L
fermenter, volume
1 L)

130 g/L and a dilution
rate of 0.096 h−1

57.86 11 [17]

Clostridium
pasteurianum MTCC
116 (ATCC 6013)

Growing cells in
batch ultrasound-
assisted
fermentation
(100 mL serum
bottle, 50 mL
volume)

7.5 1.72 12 [18]

Sludge of a
mesophilic upflow
anaerobic sludge
blanket reactor used
for the treatment of
poultry
slaughterhouse
wastewater

Anaerobic fluidized
bed reactor with
biomass immobilized
in extended clay
particles

10 4.43 9.24 [19]

K. pneumoniae BLh-
1

Growing cells in an
exponential fed-
batch culture.
Anaerobiosis.

15 g/L. Feeding with
crude glycerol
started after 4 h.
Growth rate fixed at
0.105 h-1

38.5 27 [20]

2,3-Butanediol K. pneumoniae
SRP2 and
K. variicola SRP3

Growing cells (batch
fermentation, shake
flask)

37.5 27.87 96 [21]

R. ornithinolytica B6
overexpressing
budABC

Growing cells in fed-
batch fermentation,
3 L fermenter with 1 L
volume

50 g/L. When the
residual glycerol
concentration
dropped below 20 g/
L, 100 mL of a
glycerol stock
solution (540–600 g/
L) was supplied

78.1 126 [22]

Glyceric acid A. tropicalis
CHM061701

Resting cells in
shake flask (50 mL,
250 mL flask)

125 g/L + 10%
methanol

4.5 48 [23]

(continued on next page)
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Table 1 (continued )

Product Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate
time for highest

yield (hs)

Reference

A. methanolica
NBRC104435

Growing cells in
batch fermentation
(300 mL flask, 30 mL
volume)

30 g/L + 1%
methanol

12.8 96 [24]

G. frateurii NBRC
103465

Resting cells in
shake flask (30 mL,
250 mL flask)

25 g/L 0.62 ± 0.18 45 [25]

Butyrate Clostridium
pasteurianum MTCC
116 (ATCC)

Growing cells in
batch ultrasound-
assisted
fermentation
(100 mL serum
bottle, 50 mL
volume)

7.5 1.25 12 [18]

Citric acid Y. lipolytica ACA-DC
5029

Growing cells in
batch fermentation in
shake flasks (250 mL
flask, 50 mL volume)

170 79.0 528 [26]

Yarrowia lipolytica
NG40/UV5

Growing cells in fed-
batch fermentation
(10 L fermenter, 5 L
volume)

Non-declared 100 ± 3.4 96 [27]

Y. lipolytica AJD
pADUTGut1/2 from

Growing cells in
batch fermentation
(5 L fermenter, 2 L
volume)

150 33.4 144 [28]

Yarrowia lipolytica
SKY7

Growing cells in fed-
batch fermentation

Starting carbon
concentration
10–13 g/L, when
concentration went
below 2 g/L, a carbon
feed was added to
initial concentration

18.70 96 [29]

Yarrowia lipolytica
ATCC 20460

Growing cells in
batch fermentation
(250 mL conical
flasks, 50 mL
volume)

45 27.8 142 [30]

Y. lipolytica ACA-YC
5031

Growing cells in
shake flasks (250 mL
flasks, 50 mL
volume)

70 g/L + 2.0 g/L
phenolic
compounds + NaCl
0.5 w/w%

54.0 233 [31]

Isocitric acid Y. lipolytica AJD
pADUTGut1/2 from

Growing cells in
batch fermentation
(5 L fermenter, 2 L
volume)

150 42.5 ± 2.4 144 [28]

Erythritol Y. lipolytica ACA-DC
5029

Growing cells in
batch fermentation in
shake flasks (250 mL
flask, 50 mL volume)

170 65.8 528 [26]

Y. lipolytica ACA-YC
5031

Growing cells in
shake flasks (250 mL
flasks, 50 mL
volume)

70 8.8 164 [31]

Lipids Y. lipolytica ACA-DC
5029

Growing cells in
batch fermentation in
shake flasks (250 mL
flask, 50 mL volume)

170 2.54 408 [26]

Yarrowia lipolytica
SKY7

Growing cells in fed-
batch fermentation

Starting carbon
concentration
10–13 g/L, when
concentration went
below 2 g/L, a carbon

14.78 96 [29]
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Table 1 (continued )

Product Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate
time for highest

yield (hs)

Reference

feed was added to
initial concentration

Rhodosporidium
toruloides DSM4444

Growing cells in
batch fermentation
(250 mL conical
flasks, 50 mL
volume)

92 ± 12 12.5 330 [30]

Y. lipolytica AJD
GUT1/SCT1

Growing cells in
batch fermentation
(5 L fermenter, 0.8 L
volume)

150 2.5 96 [32]

Y. lipolytica SM7 Growing cells in
batch fermentation
(5 L fermenter)

89 g/L + 30 g/L citric
acid + 100 mg/L biotin

15 100 [33]

R. glutinis NRRL YB-
252

Growing cells in
batch fermentation
(250 mL conical
flasks, 50 mL
volume)

80 7.2 216 [34]

Rhodotorula
mucilaginosa IIPL32
MTCC 25056

Growing cells in fed-
batch fermentation
(15 L fermenter, 12 L
volume)

20 g/L + one feeding
pulse to 20 g/L after
45 h

5.6 192 [35]

R. mucilaginosa
ATCC 66034

Growing cells in
shake flasks (500 mL
flasks, 100 mL
volume)

50 g/L in
deproteinized potato
wastewater

4.76 ± 0.25 120 [36]

Candida viswanathii
Y-E4

Growing cells in
shake flasks (500 mL
flasks, 100 mL
volume)

75 13.6 168 [37]

Y. lipolytica SKY7 Growing cells in fed-
batch fermentation
(3 L volume)

25 g/L, when
concentration
reached below 5 g/L,
pulse to 20–25 g/L

19.47 96 [38]

Rhodotorula gracilis
ATCC 10788

Growing cells in
batch mode (5 L
fermenter, 3.5 L
volume)

30 g/L in potato
wastewater

3.45 ± 0.38 120 [39]

Yarrowia lipolytica
SKY7

Growing cells in
shake flasks

40 g/L + 20 g/L
sludge

15.49 96 [40]

N. albida (C. albidus
KCTC 17541)

Growing cells in fed-
batch fermentation
(2 L fermenter, 1 L
volume)

5 g/L + yeast extract
0.5 g/L, 10 times
concentrated onion
hydrolysate 25 mL,
every 24 h

7.2 168 [41]

Mannitol Y. lipolytica FMCC
Y75

Growing cells in
batch fermentation
(250 mL conical
flasks, 50 mL
volume)

40 12.1 120 [34]

Y. lipolytica ACA-YC
5031

Growing cells in
shake flasks (250 mL
flasks, 50 mL
volume)

70 13.4 188 [31]

Itaconic acid Aspergillus niveus
MG183809.1

Growing cells in
shake flasks (100 mL
volume)

40 g/L + 30 g/L algal
biomass hydrolysate

31.55 ± 1.25 168 [42]

Lactic acid Lactobacillus casei
NCIM 2125

Growing cells n
shake flasks (250 mL
flasks, 100 mL
volume)

15 2.69 ± 0.05 40 [43]

E. coli EcoB-170 115 35 [44]

(continued on next page)
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Table 1 (continued )

Product Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate
time for highest

yield (hs)

Reference

Growing cells in fed-
batch mode
(fermenter, 1 L
volume)

30 g/L and pulse to
90 g/L at 10 h

K. phaffii Glpard Growing cells in fed-
batch mode (3 L
fermenter, 1 L
volume)

80 (in one -pulse) 30 46 [45]

Arabitol K. phaffii Glp Growing cells in
batch mode (5 L
fermenter, 3.5 L
volume)

100 7.02 60 [45]

Debaryomyces sp.
FMCC Y69

Growing cells in
shake flasks (250 mL
flasks, 50 mL
volume)

125 47.5 360 [34]

Carotenoids Rhodotorula glutinis
LOCKR13

Growing cells in
shake flasks (500 mL
flasks, 100 mL
volume)

50 g/L in
deproteinized potato
wastewater

0.00646 ± 0.00053 120 [36]

Rhodotorula gracilis
ATCC 10788

Growing cells in
batch mode (5 L
fermenter, 3.5 L
volume)

30 g/L in potato
wastewater

0.00573 ± 0.00028 120 [39]

PHB Cupriavidus necator
DSM 545

Growing cells in
shake flasks (1 L
flasks, 200 mL
volume)

20 5.26 36 [46]

P(3HB-co-3HV) Cupriavidus necator
DSM 545

Growing cells in
shake flasks (1 L
flasks, 200 mL
volume)

20 g/L + valeric acid
in four equal pulse
installments of 1 g/L
at an interval of 8 h
(from 12 h to 36 h)

4.84 36 [46]

Propionic acid Propionibacterium
acidipropionici DSM
20273

Growing cells in
static bottles (2 L
bottles, 1 L volume)

25.2 8.49 ± 1.40 312 [47]

Sludge of a
mesophilic UASB
reactor used for the
treatment of poultry
slaughterhouse
wastewater

Anaerobic fluidized
bed reactor with
biomass immobilized
in extended clay
particles

15 2.70 2 [19]

Sludge of a
mesophilic UASB
reactor used for the
treatment of poultry
slaughterhouse
wastewater

Anaerobic fluidized
bed reactor with
biomass immobilized
in grounded tire
particles (1139 cm3

volume)

5 5.1 0.5 [48]

Succinic acid E. coli K-12 Immobilized cells in
alginate in shake
flasks (50 mL
volume)

30 117.99 4 [49]

Y. lipolytica
PGC01003

In-situ fibrous bed
bioreactor with
immobilized bacteria
(2.5 L fermenter)

120 g/L + When
residual glycero was
below 15 g/L, about
80–100 mL of 700 g/
L crude glycerol was
fed to supplement
the carbon source

209.7 322 [50]

Isolate AKR177 Growing cells in fed-
batch mode (350 mL
reactors, 140 mL
volume)

67 g/L + When
residual glycero was
below 5 g/L, pulse
feed to 20 g/L

86.9 264 [51]

Enterobacter sp. LU1 27.5 20.27 ± 0.6 120 [52]
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works on the biotransformations of crude glycerol. We
have intentionally excluded dihydroxyacetone (DHA) as
it will be discussed more in detail in the next section.
Considering the literature of the last 4 years, the most
popular target products are mainly 1,3 propanediol,

succinic acid, and lipids apart from DHA. These all
marketable compounds are mainly produced by Gluco-
nobacter, Klebsiella, and Clostridium, whereas species of
yeasts and genetically modified Escherichia coli are start-
ing to emerge. Moreover, studies on bacterial consor-
tiums of unknown origin have been recently reported for
some of the products. The studies demonstrate an
ongoing need for process optimization to achieve
improved yields as many of the reports are explorative
studies at laboratory scale using batch fermentation
technology in flasks.

In the next section of the review, we will draw the
reader’s attention to the last efforts made by the sci-
entific community to optimize the crude glycerol mi-
crobial biotransformation into DHA, one of the most
valuable compounds obtained from this feedstock.
Taken as a case study, the glycerol biotransformation
into DHA serves to address the sensible points that are
transversal to other glycerol biotransformations to obtain
improved yields.

DHA
DHA is a ketotriose found in some plants as a result of
glycerol oxidation [57]. It is the simplest ketose known,
with no chiral centers and no optical activity [58]. It is

widely known as it is one of the main ingredients of
sunless tan lotions [59], therapeutic agent [60,61], and a
valuable building block for the synthesis of industrially
relevant compounds [57]. Moreover, DHA can be used
as a donor in synthetic reactions using aldolases as cat-

alysts for the stereoselective formation of CeC bonds
[62].

DHA synthesis can be carried out by chemical or
biotechnological methods [63]. The chemical syn-
thesis of this compound proceeds through catalytic
oxidation of glycerol or through formaldehyde
condensation with calcium carbonate. The latter
proceeding in a nonhomogeneous fashion, resulting in
the formation of other additional compounds, with
poor reaction yields [60]. Furthermore, DHA can be

synthesized by biotechnological means that mainly
consist in the partial oxidation of glycerol to DHA by
acetic acid bacteria such as Gluconobacter oxydans,
Gluconobacter melanogenus, and Acetobacter xylinum.
Currently, industrial synthesis of DHA is carried out
by growing cells of bacteria of the species G. oxydans
[57]. This synthesis was patented by Merck in 1998
[64]. In recent years, several alternatives to the
patented bioprocess were studied (Table 2). Bio-
conversions using whole cells in growing phase
necessitate complex reaction media. This not only

brings up the production costs but also makes
downstream processing more challenging. To solve
this problem, Poljungreed and Boonyarattanakalin
studied the production of DHA by Gluconobacter

Table 1 (continued )

Product Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate
time for highest

yield (hs)

Reference

Growing cells in
serum bottles
(100 mL bottles,
20 mL volume)

A. succinogenes
(ATCC 55618™)

Immobilized cells in
agar in batch
fermentation (1 L
fermenter, 700 mL
volume)

10 10.8 240 [53]

Enterobacter sp. LU1 Growing cells in fed-
batch mode (2 L
fermenter, 1.8 L
volume)

50 + pulse to 30 g/L
at 186 h. Pulses
involved also the
addition of lactose.

69.0 ± 2.50 288 [54]

E. coli K-12 MG1655
with M. formicicum
JF-1

Growing cells in
rubber-stoppered
infusion bottles
(250 mL bottles,
100 mL)

6.4 2.35 96 [55]

E. coli K-12
MG1655 + formate
removing inoculum

Growing cells in
rubber-stoppered
infusion bottles
(250 mL bottles,
100 mL)

2.64 0.86 168 [56]
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Table 2

Recent publications in DHA production using microorganisms.

Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate time
for highest yield (hs)

Reference

Gluconobacter
oxydans ATCC
621

Resting cells in
water, (batch
fermentation in
shake flask)

50 30.96 96 [66]

Gluconobacter
oxydans ATCC
621

Whole cells
immobilized in
alginate (batch
fermentation in
shake flask)

50 15.6 96 [66]

Gluconobacter
oxydans ATCC
621

Free cell extract
(batch fermentation
in shake flask)

30 19.92 96 [66]

Gluconobacter
oxydans ATCC
621

Cell extract
immobilized in
alginate (batch
fermentation in
shake flask)

30 9.6 96 [66]

Gluconobacter
oxydans MTCC
904

Growing cells (batch
fermentation with
mechanical shaking
and sonication,
shake flask)

20 11.64 24 [67]

Gluconobacter
oxydans MTCC
904

Whole cells
immobilized in
polyurethane foam
(batch fermentation
with mechanical
shaking and
sonication, shake
flask)

20 12.46 24 [67]

G. thailandicus
TBRC 3351

Growing cells in
crude glycerol
(shake flask)

60 39.9 ± 3.96 72 [68]

G. thailandicus
TBRC 3351

Growing cells in
treated crude
glycerol (shake flask)

60 56.1 ± 1.87 72 [68]

G. thailandicus
TBRC 3351

Growing cells in
crude glycerol (batch
reactor 7 L, volume
3 L)

60 53.8 ± 4.25 108 [68]

G. thailandicus
TBRC 3351

Growing cells in
treated crude
glycerol (7 L batch
reactor, volume 3 L)

60 61.9 ± 2.57 138 [68]

G. thailandicus
TBRC 3351

Growing cells in
treated crude
glycerol (7 L fed-
batch reactor,
volume 4 L)

Concentration
fixed between
10 and 30 g/L

65.05 ± 4.52 156 [68]

G. frateurii NBRC
103465

Resting cells in
phosphate buffer
(shake flask)

25 18.12 ± 1.94 45 [25]

G. oxydans NBRC
14819

Resting cells in
phosphate buffer
(shake flask)

50 45.62 ± 5.71 45 [25]

G. oxydans NBRC
14819

Resting cells in water
(shake flask)

50 42.10 ± 2.32 20 [25]

Gluconobacter
oxydans MTCC
904

Whole cells
immobilized in
polyurethane foam

20 17.83 120 [69]

G. oxydans MTCC
904

20 16.24 60 [70]

8 SI G & S Chem

Current Opinion in Green and Sustainable Chemistry 2021, 28:100430 www.sciencedirect.com

266

www.sciencedirect.com/science/journal/24522236


frateurii BCC36199 in a simplified reaction media
[65]. By replacing the yeast extract on the media
with an inorganic source of nitrogen such as
(NH4)2SO4, they were able to increase the amount of
DHA produced from 23.77 � 1.30 g/L to
28.89 � 0.17 g/L [65]. These findings could be
further applied to crude glycerol bioconversions and
contribute to the sustainability of the process.

Our group studied the DHA production from crude
glycerol in a minimal medium but instead of growing
cells. Resting cells of G. oxydansNBRC 14819 were used
for the conversion of crude glycerol [25]. In bio-
transformations with growing cells, secondary reactions
are bound to happen due to the active bacterial meta-
bolism further contaminating with by-products the
already complex reaction media. The use of resting cells

Table 2 (continued )

Organism Technology Starting crude
glycerol

concentration (g/L)

Highest yield
achieved (g/L)

Approximate time
for highest yield (hs)

Reference

Growing cells (batch
fermentation in
shake flask)

G. oxydans MTCC
904

Whole cells
immobilized in
polyurethane foam
(batch fermentation
in shake flask)

20 17.83 60 [70]

G. oxydans MTCC
904

Resting cells in
phosphate buffer
(batch fermentation
in shake flask)

20 16.32 60 [70]

G. oxydans MTCC
904

Growing cells
(repeated batch
fermentation in
shake flask)

20 g/L initial
concentration, 2
additional pulses of
15 g/L

35.0 204 [70]

G. oxydans MTCC
904

Whole cells
immobilized in
polyurethane foam
(repeated batch
fermentation in
shake flask)

15 g/L initial
concentration, 4
additional pulses of
15 g/L

65.64 288 [70]

G. oxydans MTCC
904

Resting cells in
phosphate buffer
(repeated batch
fermentation in
shake flask)

20 g/L initial
concentration, 4
additional pulses of
20 g/L

47.90 216 [70]

G. oxydans ATCC
621

Cell extract
immobilized in
alginate (batch
fermentation, shake
flask)

30 8.90 ± 0.03 48 [71]

G. oxydans ATCC
621

Reused cell extract
immobilized in
alginate (batch
fermentation, shake
flask)

30 8.70 ± 0.06 24 [71]

Mixed culture from
mangrove
sediment

Growing cells in
batch fermentation
(10 L fermenter,
volume 3.5 L)

60 20.95 70 [16]

Mixed culture from
mangrove
sediment

Growing cells in fed-
batch fermentation
(10 L fermenter,
volume 3.5 L)

Starting 20 g/L, daily
pulses of 30 g/L.
Equivalent to 140 g/L
in 5 days

30.94 120 [16]

Microbial consortium Growing cells in
continuous
fermentation (2 L
fermenter, volume
1 L)

130 g/L and a dilution
rate of 0.096 h−1

57.86 11 [17]
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surmounts this issue as they are in a nongrowing state in
which secondary reactions are minimized. As a starting
point, we carried out the biotransformation of pure
glycerol to DHA in nonsterile conditions, with a mini-
mum medium consisting of glycerol 25e170 g/L,
KH2PO4 0.9 g/L, K2HPO4 0.1 g/L, MgSO4$7H2O 1 g/L,
pH 3e8. Conversion kinetics were studied after 45 h
starting from 50 g/L (G. oxydans) of crude glycerol.

G. oxydans was able to produce 45.62� 5.71 g/L of DHA,
proving that crude glycerol conversion to DHA can be
also carried out in a minimum media. The promising
results obtained with G. oxydans prompted our group to
further simplify the reaction media for the conversion of
crude glycerol to DHA by using only water. Similar re-
sults were obtained with regular water, achieving the
production of 40.18� 0.04 g/L of DHA in the same time
frame. We believe the process optimization undertaken
in this work have significantly increased the imple-
mentation potential of this bioconversion.

Crude glycerol composition may vary depending on the
origin of oils and fats, and the reaction conditions used
during the transesterification process [10]. Mainly, this
by-product is contaminated with ashes, fats, methanol,
and chlorides [8]. The contaminants can affect the
DHA production from this feedstock, so it is of great
importance to develop simple processes that can remove
these contaminants before bioconversions. In a recent
study, Jittjang et al. treated crude glycerol derived from
palm oil by ion exchange chromatography to remove

NaCl, with a 74% removal yield [68]. DHA conversion
studies carried out in shake flasks by Gluconobacter thai-
landicus TBRC 3351 indicated from treated glycerol
achieved a 96 � 3.19% yield instead of 70% in 72 h with
the untreated substrate. As substrate inhibition is a
well-known problem in DHA production [72], the au-
thors attempted to produce DHA in fed-batch mode to
improve the reaction yield. The reaction was carried out
in an initial volume of 4 L in a 7 L reactor. Unfortunately,
because of product inhibition, the DHA concentration
achieved after 156 h (65.05 � 4.52 g/L) was not signif-
icantly different to that of the batch reaction.

Product inhibition is another well-known problem of
DHA production using microorganisms [73]. Nonethe-
less, this problem may be solved by bacterial immobili-
zation, as it allows the continuous and repeated use of
biocatalysts. In recent years, there have been a series of
publications concerning the immobilization of Glucono-
bacter species for DHA production. These reports are
promising as they describe immobilization techniques
that can potentially be applied at an industrial level.

Dikshit et al. reported the immobilization of G. oxydans
MTCC 904 using a novel approach in polyurethane foam
cubes was studied to produce DHA [69,74]. In these
reports, yields of 89.16% and 93.95% were achieved
starting from 20 g/L of crude and pure glycerol,

respectively, fitting the predicted values quite closely
[69].

In addition, Dikshit et al. described an improvement in
DHA production by the same immobilized strain of
G. oxydans when the fermentation media is subjected to
sonication [67,70].

Another interesting approach for the production of DHA
is the use of bacterial cell extract as a catalyst. Recently,
Stasiak-Róza�nska et al. described the immobilization of
cell extract of G. oxydans ATCC 621 in an alginate matrix
for the bioconversion of crude glycerol [66,71].
Considering the downsides of biotransformations with
whole cells, such as the need for a complex media or the
need to maintain the metabolic activity of the cells at a
high level, the utilization of an enzymatic extract comes
as an interesting alternative. In this case, the authors
proved that an immobilized enzyme extract of G. oxydans
ATCC 621 could be used to produce 7.40 � 0.03 g/L of
DHA starting from 30 g/L of crude glycerol in 168 h.
Furthermore, this immobilized preparations were able to
be reused at least once, achieving a 6.50 � 0.01 g/L of
DHA, which represents a 87.8% of residual activity [71].

Concerning the genetic modification of bacteria for the
biotransformation of glycerol to DHA, Tan et al. recently
published a paper describing the overexpression of the
glycerol transporter and GlyDH in G. oxydans 621H
mutant strains to improve glycerol uptake and the

subsequent biotransformation [75]. The mutant strains
produced nearly 8 g/L of DHA more than the control
strain, further demonstrating that an overexpression of
GlyDH leads to higher DHA titers. This result was
supported by a study of transcript levels and a mea-
surement of GlyDH activity that confirmed higher
values for the mutant strains.

The above analyzed examples are illustrative of the
many approaches to improve DHA productivity in
glycerol biotransformations. In all the works analyzed,
authors claim that there is still room for improvement,

which is encouraging regarding a sustainable and greener
process. Moreover, the different approaches reviewed
could be extended to other glycerol biotransformations
to ample the possibilities of valorization of this by-
product.

Future perspectives and conclusions
Industrial biotechnology has still yet to capitalize on the
benefits of biotransformations. There is still plenty of
room to explore the contribution of biocatalysis for

greener and more sustainable processes. In fact, the
authors believe that the lack of formal analysis (i.e.
green metrics) to the principles of green chemistry may
restrict the implementation of many biotransformations.
Valorization of industrial by-products could make a sig-
nificant difference in the sustainability of productive
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processes. Moreover, if the means for valorization
include environmentally friendly approaches such as
biotransformations, benefits are even greater. In the case
of industrial glycerol, numerous ongoing studies
demonstrate the feasibility of its valorization which
impacts the overall sustainability of biodiesel produc-
tion. Advances on process design and biocatalysts for
glycerol biotransformation have ramped up the last 10

years but more are still necessary to improve the volu-
metric yields of target compounds. For instance, there
are scarce reports on in-flow biotransformations that
could substantially contribute to the green prospects of
the process. Addressing issues of product or substrate
inhibition via genetic modification of the biocatalysts or
process design, may also enhance productivities. More-
over, powerful tools such as biocatalysts immobilization
or metabolic engineering should also be considered
regarding their potential to augment space-time yields.
Integration of all these approaches could fuel the

application of industrial glycerol biotransformation at
large scale with a greener and more sustainable
approach.
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Abstract: Bacterial immobilization is regarded as an enabling technology to improve the stability
and reusability of biocatalysts. Natural polymers are often used as immobilization matrices but
present certain drawbacks, such as biocatalyst leakage and loss of physical integrity upon utilization
in bioprocesses. Herein, we prepared a hybrid polymeric matrix that included silica nanoparticles
for the unprecedented immobilization of the industrially relevant Gluconobacter frateurii (Gfr). This
biocatalyst can valorize glycerol, an abundant by-product of the biodiesel industry, into glyceric acid
(GA) and dihydroxyacetone (DHA). Different concentrations of siliceous nanosized materials, such
as biomimetic Si nanoparticles (SiNps) and montmorillonite (MT), were added to alginate. These
hybrid materials were significantly more resistant by texture analysis and presented a more compact
structure as seen by scanning electron microscopy. The preparation including 4% alginate with 4%
SiNps proved to be the most resistant material, with a homogeneous distribution of the biocatalyst in
the beads as seen by confocal microscopy using a fluorescent mutant of Gfr. It produced the highest
amounts of GA and DHA and could be reused for up to eight consecutive 24 h reactions with no loss
of physical integrity and negligible bacterial leakage. Overall, our results indicate a new approach to
generating biocatalysts using hybrid biopolymer supports.

Keywords: hybrid polymers; biocatalysis; bacterial immobilization; nanomaterials; glycerol;
Gluconobacter

1. Introduction

Biotechnology offers a greener panorama in future product and material manufac-
turing as the industry is transitioning toward net-zero carbon processes [1]. In general,
biotransformations necessitate improvements and optimization studies for feasible and
effective applications. In bacterial biotransformations, the attachment of bacteria to a
carrier material, known as immobilization, can improve productivity and production costs
through stabilization of the catalyst, repeated utilization, and ease of separation [2–4].
Moreover, biotransformations catalyzed by immobilized bacteria are often carried out in
cleaner backgrounds, simplifying downstream processing units [5–7].

An ideal immobilization matrix should possess physical durability, stability, hy-
drophilicity, inertness, easy functionalization, biocompatibility, resistance to microbial
attack, and cost-effectiveness. Various organic and inorganic matrices are available for
bacterial immobilization [8]. The inorganic matrices include sintered glass, ceramics,
carbon-based materials, diatomite, and quartz, while the natural matrices include collagen,
agar, agarose, cellulose, chitosan, and alginate, and synthetic matrices consist of poly-
mers, such as acrylamide, polyurethane, and polyvinyl alcohol [9]. Both inorganic and
organic materials may be used following different strategies for bacterial immobilization,
such as coupling to solid surfaces, encapsulation, aggregation, and entrapment, which
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are frequently used. Coupling involves attaching cells to a surface naturally or by adding
binding agents. Encapsulation entails confining bacteria, where they are separated from
the reaction medium by a barrier. Aggregation involves the formation of cell aggregates
linked naturally or by the addition of flocculating or binding agents [10].

A thoughtful choice of the methodological approach and materials is crucial for the
creation of efficient immobilized biocatalysts [11–13]. In terms of the materials used as
supports, the selection must consider bioprocess conditions, such as pH, temperature,
agitation, or additives, as they may affect said materials [14]. Additionally, the biocatalyst
may be influenced by the nature of the immobilization matrix as it may change its biological
properties [15]. Moreover, physical parameters, such as pore size or total surface area,
directly impact the amount of biocatalyst immobilized as well as the partition of substrates
and products affecting the productivity of biotransformations. Hence, the study of new
supports for biocatalyst immobilization aiming for more efficient bioconversions is not
only timely but also necessary to perfect bioprocesses for their industrial implementation.

Natural polymers such as agar, agarose, chitosan, cellulose, collagen, carrageenan, and
alginate are non-toxic, biocompatible, and biodegradable, which brings them closer to the
concept of ideal carriers or immobilization matrixes for biocatalysts [16]. They contribute
to the sustainability of bioprocesses over synthetic non-biodegradable polymers, such
as polystyrene, or inorganic processed materials, such as sintered glass. However, it is
frequent that upon bacterial immobilization, biocatalytic activity decreases either by loss of
activity or due to partition problems of the substrates and products [17]. Moreover, these
polymers may degrade or present structural issues after sustained or repeated use, causing
matrix rupture and bacterial leakage to the reaction medium. These problems might be
alleviated by varying the physical properties of the immobilization material.

Recently, the use of combined or polymeric hybrid materials for the integration of
biocatalysts has opened a myriad of possibilities in which each of the materials adds
advantages to the final heterogeneous biocatalyst [18–21]. In particular, the integration of
nanomaterials and polymers for bacterial immobilization, although scarcely reported so far,
has very recently been demonstrated to improve the physical properties of the composite
for specific applications [22].

In this work, we have investigated the preparation of hybrid polymeric materials of
alginate and siliceous nanoparticles and their impact on the immobilization of a strain of
Gluconobacter. This type of bacteria has industrial relevance as it catalyzes the incomplete
oxidation of sugars and alcohols, generating products of chemical, pharmaceutical, and
cosmetic interest [5,23–26]. To test the different support materials, we have selected the type
strain Gluconobacter frateurii NBRC103465 (Gfr) [27] that transforms and upgrades glycerol
into dihydroxyacetone (DHA) and glyceric acid (GA) [23]. The biotransformation has
industrial and environmental relevance, as glycerol is inevitably generated as a by-product
of the biodiesel industry [28], and its valorization may help diminish the environmental
problems associated with its disposal in line with the economics of the biofuel industry and
the biorefinery concept. A cost-effective and sustainable process is a must in this transfor-
mation. It competes with the easier but contaminated waste disposal via incineration of
the substrate [29], the high yield but multi-step biotechnological production of DHA with
bacteria in the growing phase [30], and the chemical synthesis of GA, which presents low
selectivity and requires heavy metal catalysts as well as extreme reaction conditions [31,32].
We, therefore, worked under the hypothesis that the use of a polymeric hybrid material
would improve the properties of an immobilized biocatalyst of Gfr for a more sustainable
biotransformation of glycerol into DHA and GA.

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Glucose, K2HPO4, NaH2PO4, CaCl2.2H2O, HCl, and pure glycerol (Carlo Erba Reagents,
Val-de-Reuil, France). Peptone (PanReac AppliChem, Barcelona, Spain). Yeast extract and
agar (Oxoid, Basingstoke, UK). MgSO4.7H2O (J.T. Baker, PA, USA). KH2PO4 (Macron Chem-
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icals, PA, USA). Tetramethyl orthosilicate (TMOS) (Merck, Darmstadt, Germany). Agarose
(Bioron, Römerberg, Germany). Alginate (Sigma, Burlington, VT, USA). Montmorillonite
(MT) (Aldrich, Burlington, VT, USA).

2.2. Bacterial Strains and Plasmids

Gluconobacter frateurii NBRC103465 (Gfr) was obtained from the National Institute of
Technology and Evaluation (NITE) (Tokyo, Japan).

Plasmid MYMH 464 was a gift from Meng How Tan (Addgene plasmid #138068;
http://n2t.net/addgene:138068; RRID:Addgene_138068). Plasmid pSEVA231-CRISPR was
a gift from Víctor de Lorenzo (Addgene plasmid #138712; http://n2t.net/addgene:138712;
RRID:Addgene_138712)

2.3. Plasmid Construction and Bacterial Modification

The p104-mCherry cassette was obtained from the MYMY464 plasmid and cloned
into the pSEVA231-CRISPR vector using XbaI and BamHI enzymes. The construction
was amplified in E. coli DH5α and named p104–pSEVA231–mCherry. The fluorescent
strain G. oxydans p104–pSEVA231–mCherry was generated by electroporation of the p104–
pSEVA231–mCherry plasmid into electrocompetent G. oxydans cells. Positive clones were
selected with 50 µg/mL kanamycin.

2.4. Bacterial Inoculum Preparation

The Gfr precultures were prepared as described by Habe et al. [33] in 3 mL of glucose-
containing medium (5 g/L peptone, 5 g/L yeast extract, D-glucose 5 g/L, MgSO4.7H2O
1 g/L, pH 6.5) and were incubated at 30 ◦C and 180 rpm for 16 h. Cultures of 250 mL
were inoculated with 6 mL of Gfr preculture and incubated at 30 ◦C and 180 rpm in 1 L
flasks containing growth medium with pure glycerol (glycerol 100 g/L, peptone 9 g/L,
yeast extract 1 g/L, KH2PO4 0.9 g/L, K2HPO4 0.1 g/L, MgSO4.7H2O 1 g/L, pH 6.0) [33].
At an OD600 nm value of 1, a volume corresponding to 20 mg dry cell weight (DCW) was
centrifuged for 15 min at 5000 rpm and 4 ◦C. The bacterial pellet was washed with 30 mM
phosphate buffer (NaH2PO4 4.14 g/L, K2HPO4 5.23 g/L, pH 7.0), hereinafter referred to
as washing buffer, to remove debris from the growth medium and finally centrifuged at
5000 rpm at 4 ◦C for 15 min again, discarding the supernatant. The bacterial pellets were
stored at −20 ◦C until later use.

2.5. Silica Nanoparticles (SiNps) Synthesis

Silica nanoparticles were synthesized following a protocol described in previous
work [34]. Briefly, a mixture of 20 mL of sodium phosphate buffer 100 mM pH 8.0, 5 mL
of a 5% solution of polyethyleneimine (MW 1300), and 5 mL of previously hydrolyzed
tetramethyl orthosilicate (TMOS) was prepared in a 50 mL tube. The hydrolyzation of
TMOS was performed by adding 942 µL of TMOS to 6 mL of HCl 1 mM and subsequently
mixing the resulting solution using a vortex. The SiNps were immediately formed upon
the addition of the hydrolyzed TMOS. To remove any remaining reactants present in the
buffer, the SiNps suspension was centrifuged at 5000 rpm for 10 min and washed thrice
with 30 mL of distilled water.

2.6. Bacterial Immobilization

For the preparation of the agar and agarose beads, 20 mg DCW (5 × 1010 UFC) was
mixed with 3 mL of a 3% agar or agarose solution [35]. The homogeneous mixture was
added dropwise to a beaker containing cold sunflower oil while stirring. The resulting
beads (AR3 and AE3 for agar and agarose, respectively) were separated using a strainer and
washed with hexane and washing buffer. For the preparation of the alginate beads, 20 mg
DCW was mixed with 2 mL of 6% alginate and 1 mL of water (A4), 1 mL of montmorillonite
(MT) at 30 or 120 mg/mL (A4M1 and A4M4), or SiNps (A4S1 and A4S4) at 30 or 120 mg/mL
for a final alginate concentration of 4%. The alginate or hybrid mixtures containing the
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cells were added dropwise using a syringe pump (20 µL/s) to 30 mL of CaCl2 50 mM. The
beads were incubated for 1 h at 4 ◦C, separated using a strainer, and washed thoroughly
with distilled water.

The dimensions of all the immobilized preparations were measured using ImageJ
software (V 1.53e) (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

2.7. Scanning Electron Microscopy Analysis

The alginate bead morphology was studied using scanning electron microscopy (SEM).
The beads were frozen, freeze-fractured in liquid nitrogen, and gold coated, as described
by Simoni et al. [36]. The ice was removed from the fractured specimens by vacuum
sublimation (freeze-drying) using a LyoQuest lyophilizer (Telstar, Barcelona, Spain. The
samples were then visualized by high-resolution field emission environmental scanning
electron microscopy using a Quanta FEG 250 microscope (FEI, OR, USA) under low vacuum
conditions with a beam voltage of 10 kV and a magnification of 100× or 1600×.

2.8. Texture Analysis

The analyses were carried out using a TA.XT.Plus texture analyzer from Stable Micro
Systems. A total of 10 beads for each condition (4% alginate (A4), 4% alginate + 1% MT
(A4M1), 4% alginate + 4% MT (A4M4), 4% alginate + 1% SiNps (A4S1), or 4% alginate + 4%
SiNps (A4S4)) was tested. The probe was a cylindric P2, and the cell load was 5 kg. The test
mode was compression, the pre-test speed was 5 mm/s, the test speed was 1 mm/s, and
the post-test speed was 5 mm/s. The target mode was set to Strain (100%). The trigger type
was set as Auto (Force), and the trigger force was 1 N. The break mode was set to Level
and the break sensitivity was 10 g.

Statistical analyses of variance (ANOVA) were performed using Prism 8.0.1 software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2.9. Confocal Microscopy Analysis

The immobilized biocatalyst was analyzed by confocal microscopy using a confocal
ZEISS LSM 800. Hybrid and alginate polymeric matrices containing the fluorescent strain
G. frateurii p104–pSEVA231–mCherry were whole-mounted in distilled water. A × 63
(1.3 numerical aperture) oil-immersion objective was used to acquire Z-stacks, and max-
imum intensity projections of the optical sections were created with ImageJ software
(V 1.53e).

2.10. Conversion of Glycerol to GA and DHA

Pure glycerol conversions with resting cells in shake flasks were carried out as de-
scribed in previous work using starting glycerol concentrations of 200 g/L in water [23].
Glycerol conversions with immobilized preparations were carried out in 250 mL Erlen-
meyer flasks containing 30 mL of 200 g/L glycerol in water. The inoculum of each reaction
was 20 mg DCW immobilized in 3 mL of 3% agar or agarose (AR3 and AE3, respectively),
3 mL of 4% alginate (A4), 4% alginate + MT 1% (A4M1), 4% alginate + MT 4% (A4M4),
4% alginate + SiNps 1% (A4S1), or 4% alginate + SiNps 4% (A4S4). Samples were periodi-
cally withdrawn from the reactions and analyzed by HPLC. The turbidity of the reaction
medium was determined by spectrophotometry at 600 nm using a Shimadzu UV-1800
spectrophotometer (Kyoto, Japan).

2.11. Reuse of Resting and Immobilized Cells

Resting as well as immobilized cells were reused in 24 h reactions. Each time, the cells
and beads containing the immobilized cells were harvested from the reaction flasks using
either centrifugation or a strainer in the case of the beads and washed once with 10 mL of
distilled water. After the washing, the biocatalysts were placed in a 250 mL flask containing
30 mL of 200 g/L of glycerol in water for another round of reaction.
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The residual activity was calculated after each use considering the obtained yield
(g/L) of use 1 as 100%.

2.12. HPLC Analysis

During all the experiments, 400 µL samples were taken periodically. The samples
were centrifuged at 15,000 rpm for 15 min at 4 ◦C. Each sample was subsequently filtered
with a 0.22 µm filter treated with 2% polyvinylpyrrolidone (PVP) and analyzed by HPLC.
The production of GA and DHA was analyzed using Shimadzu Nexera X2 HPLC equip-
ment (Kyoto, Japan) with a diode array detector. The column was an Aminex® HPX-87C
300 × 7.8 mm (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), with a pre-column loaded with a 4 × 3.0 mm
SecurityGuard™ cartridge from Phenomenex Carbo-H columns (Phenomenex, Torrance,
CA, USA). The column was incubated at 70 ◦C, and the mobile phase was 5 mM sulfuric
acid. Detection was carried out at 210 nm for GA, 271 nm for DHA, and 190 nm for glycerol,
with a 0.6 mL/min flow rate for 19 min. The recorded retention times were GA (12.9 min),
DHA (16.7 min), and glycerol (14.7 min). The samples were injected using a volume of
20 µL. Calibration curves were constructed for GA (0.02–33 g/L), DHA (0.15–5 g/L), and
glycerol (0.15–20 g/L). The samples were analyzed using LabSolutions software (V5.111)
(Shimadzu, Kyoto, Japan).

The data presented throughout the manuscript reflect the mean values of three inde-
pendent experiments. The error bars represent the standard deviation.

3. Results and Discussion

Agar, agarose, and alginate are polymers commonly used as matrices in bacterial
immobilization [35,37]. Their selection of inorganic or synthetic polymers is often based on
the fact that they are affordable and chemically inert. Moreover, the obtention of immobi-
lized biocatalysts with these polymers is achieved by a facile entrapment of bacteria upon
mixing the biomass with an aqueous agar, agarose, or alginate solution and subsequent
dropwise addition of the resulting mixture into a solution of CaCl2 (for alginate) or cold
sunflower oil (for agar and agarose).

It is worth noting that the CaCl2 concentration may affect the alginate properties
among other variables [38] (i.e., alginate concentrations, gelation temperatures, incuba-
tion times, etc.) that were fixed in this study in order to focus on the advantages of the
combination of different materials.

In a previous study, we reported the unprecedented immobilization of Gluconobacter
oxydans (Gox) in 3% agar (AR3) and 3% agarose (AE3). Gox is also able to catalyze the
conversion of glycerol, but only to DHA. The work established that they were suitable
matrices for DHA production and allowed the biocatalyst’s repeated use in water, which
was proven unfeasible with resting cells [5].

Herein, we evaluated AR3, AE3, and 4% alginate (A4) previous to the preparation of
hybrid polymers for the immobilization of a different strain of Gluconobacter, Gfr, and its
potential use in the preparation of not only DHA but also GA in the glycerol transformation.
Despite alginate, agar, and agarose being well-known matrices for bacterial immobilization,
to the best of our knowledge, there are no previous reports of them being used for Gfr
immobilization and/or the production of GA. Therefore, it was necessary to evaluate the
immobilization of this strain in the natural polymers by themselves.

Following the standard approach for entrapment in the different polymers described
in the Methods, we obtained three different immobilized biocatalysts from 20 mg of
dried cell weight. The number of beads obtained as well as the resulting beads’ mean
diameter and size and shape distribution varied within the matrixes and immobilization
techniques (Figure S1, Table S1). These immobilized preparations were then tested in
bioconversion reactions.

In a previous study, we established that elevated glycerol concentrations produce
higher GA yields [23]. In accordance with those results, we selected a concentration of
200 g/L of glycerol to carry out the biotransformation with the immobilized preparations.
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All the immobilized preparations were able to produce GA from 200 g/L of glycerol in
water, although the conversions were lower than that obtained with resting cells (Figure 1).
A decrease in product formation after immobilization is commonplace, as there may be
partition issues that can affect substrate and product diffusion to and from the beads.
However, immobilized biocatalysts are often protected against inactivating agents that can
be present in a feedstock, such as crude glycerol. Therefore, further studies are necessary to
evaluate the contribution of this technology to the process. Additionally, immobilization
enables easier reusability and facile separation, which is a desirable characteristic in a
biocatalyst with potential industrial application.
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Figure 1. Glycerol conversion with Gluconobacter frateurii (Gfr) immobilized in different matrixes
(a) Glyceric acid (GA) production in 20 h. (b) Dihydroxyacetone (DHA) production in 20 h. Reac-
tions were performed in 30 mL of 200 g/L glycerol in water using 20 mg Dry Cell Weight (DCW)
immobilized in the different supports.

After 20 h of reaction, GA production was slightly superior to A4 preparations, while
DHA production was comparable between all the preparations (Figure 1). The standard
deviation obtained in the production of DHA for agar and agarose seems significantly
higher than that of the GA concentration. Given that these products are formed by different
membrane-associated enzymes, glycerol dehydrogenase (GDH) for DHA and alcohol dehy-
drogenase (mADH) for GA, it is plausible that slight differences in the temperature during
the immobilization process could have impacted GDH residual activity, thus producing
beads with varying DHA producing abilities.

Altogether, the A4 preparations performed better than AR4 and AE4. Thus, this
immobilization technique was selected for further experiments.

As mentioned before, oftentimes, natural polymer matrices are labile, making their
sustained reuse difficult and causing bacterial leakage from the matrix to the medium.
In fact, in a recent work, we observed that alginate preparations of G. oxydans lost their
complete structural integrity after four repeated uses [39]. An interesting alternative to
enhance the structural properties of hydrogels is the addition of nanostructured materials
to the matrix. Examples of these nanomaterials are silica nanoparticles (SiNps) and clays,
such as montmorillonite (MT) [40–44]. Through their addition to the alginate matrix,
the mechanical resistance can be improved, avoiding matrix breakage. In addition, the
incorporation of these silicious nanomaterials could contribute to a decrease in bacterial
leakage through the formation of electrostatic interactions. Indeed, bacteria are known
to adhere to the surface of MT [45–47], while the properties of biomimetic silica, such as
a superficial charge, may contribute to bacterial adhesion [34,48]. It is worth noting that
both materials are inherently green. MT is a natural clay, and the SiNps to be used are
biomimetic, that is, synthesized without the need for an organic solvent and heat, and they
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are smart, as they can disintegrate upon usage [49]. We, therefore, combined alginate and
these two nanomaterials to immobilize Gfr to improve the matrix’s properties (Scheme 1).
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Scheme 1. Schematic representation of hybrid immobilized preparations combining alginate and
nanomaterials. MT: montmorillonite, SiNp: Silica nanoparticle.

We evaluated the addition of SiNps and MT in two different concentrations (1% and
4% w/v), using alginate-only beads (A4) as a control. The immobilization protocol was
the same as the one used for the A4 immobilized preparations, but with an initial step in
which the bacterial pellets were mixed with the nanomaterials. The resulting preparations
were named as follows: 4% alginate with 1% MT (A4M1), 4% alginate with 4% MT (A4M4),
4% alginate with 1% SiNps (A4S1), and 4% alginate with 4% SiNps (A4S4). All hybrid
preparations presented similar sizes (3.6 ± 0.4 mm on average) and spherical shapes, with
slight color differences associated with the addition of the nanomaterials (Figure 2).
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(c) A4M4. (d) A4S1. (e) A4S4.
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Further characterization of the hybrid preparations was carried out by scanning
electron microscopy (SEM). To prevent significant structural collapse, each bead was
initially frozen and freeze-fractured using liquid nitrogen and subsequently dried by
lyophilization, as described by Simoni et al. [36]. It is clear from the SEM analysis that
the internal structure of the immobilized preparations changed upon the addition of the
siliceous materials (Figure 2). Moreover, the micrographs showed that A4S1 and A4S4 were
the preparations that collapsed the least (Figure 2, panels d2 and e2, respectively), while
the other preparations showed clear signs of structural collapse (Figure 2, panels a2, b2,
and c2). This indicates that the matrices containing SiNps are more rigid and might be
more resistant, which is beneficial for bioconversion purposes. This observation may be
linked to an increased number of hydrogen bonds between the two materials, as proposed
by Yang et al. [50], who studied composite aerogels made of agarose and SiO2 for thermal
insulation applications. Additionally, the integration of agarose and alginate beads with
Si materials could also be driven by polar interactions between the uncharged siloxane
groups and the hydroxyl groups of the alginate biopolymer [51].

Close-ups of the cross-sections of the resulting beads revealed differences in the poros-
ity of the matrices. Larger pores can be observed in the control A4 bead (Figure 2, panel a3),
while the incorporation of MT resulted in less porosity, as clay particles can be seen clogging
the pores. This decrease in porosity seems to be concentration-dependent, evidenced by the
differences observed in the micrographs (Figure 2, panels b3 and c3). Similar results were
obtained by Etcheverry et al. [51] when investigating agar and montmorillonite materials
for the removal of pollutants and by Polat et al. in wound dressing applications [52].
Furthermore, the immobilized preparations that contained SiNps (A4S1 and A4S4) pre-
sented a distinctive morphology as no evident pores were seen in either of the micrographs
(Figure 2, panels d3 and e3). A tighter matrix mesh can be correlated with greater me-
chanical resistance and may allow for a decrease in bacterial leakage, a common problem
regarding alginate matrices [39].

Knowledge of the properties of polymers applied to the field of bioengineering is
fundamental, as their physical properties have proven in the past to play a role in the
mass transfer that occurs through the beads in response to external forces, their mechanical
resistance, etc. We, therefore, proceeded to further characterize the mechanical properties
of the hybrid alginate biocatalysts. All the preparations were assessed for their mechanical
resistance. The force needed to break the preparations was evaluated using a texture
analyzer (Figure 3).
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In all the cases, the addition of the nanostructured materials resulted in significantly
more resistant hybrid preparations in comparison to the control (A4). The higher the
percentage of MT and SiNps, the greater the resistance to rupture, and A4S4 was the
immobilized preparation that presented the best results.
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To evaluate the ability of the hybrid preparations to synthesize GA and DHA, glycerol
conversion reactions were carried out at an initial substrate concentration of 200 g/L
(Figure S2, Table 1). The initial velocities of the product formation differed amongst the
immobilized preparations, especially in GA production with A4S1 and A4S4. Nevertheless,
after 170 h, GA production was similar for every immobilized preparation, including the
control (A4), reaching concentrations of about 8 g/L. DHA production, however, was better
with the hybrid preparations including SiNps, as 9.7 ± 0.3 g/L and 10.8 ± 0.9 g/L were
obtained with the A4S1 and A4S4 preparations, respectively. This could be explained by
better resistance of the GDH enzyme (responsible for glycerol oxidation into DHA) to
this immobilization matrix or by lesser diffusional restrictions imposed on the DHA by
this material. It is noteworthy that after 24 h of reaction, the A4S1 and A4S4 preparations
started presenting a yellow hue, which further intensified throughout the duration of the
experiment and seems to be dependent on the SiNps concentration. Control experiments
were carried out for 24 h in the absence of Gfr and the absence of glycerol with no change
in color (Figure S3). This indicates that glycerol oxidation by Gfr caused the change in
coloration, probably by promoting polyethyleneimine’s amino group’s oxidation remaining
from the SiNps synthesis.

Table 1. GA and DHA production from glycerol with various alginate-based immobilized prepara-
tions of Gfr.

Immobilized
Preparation

Initial Bead
Diameter (mm)

Final Bead
Diameter (mm) a

Maximum GA
Yield (g/L) a

Maximum DHA
Yield (g/L) a

Final DO600 nm
Value

A4 3.7 ± 0.5 3.5 ± 0.5 7.7 ± 0.5 4.8 ± 0.2 0.368 ± 0.042
A4M1 3.7 ± 0.3 3.5 ± 0.3 8.3 ± 0.5 6.1 ± 0.5 0.095 ± 0.021
A4M4 3.5 ± 0.4 3.1 ± 0.4 8.1 ± 0.6 5.6 ± 0.1 0.106 ± 0.031
A4S1 3.5 ± 0.3 2.8 ± 0.3 8.9 ± 0.2 9.7 ± 0.3 0.137 ± 0.154
A4S4 3.9 ± 0.4 2.7 ± 0.3 8.7 ± 0.8 10.8 ± 0.9 0.039 ± 0.007

a After 170 h.

An evaluation by UV-VIS spectrophotometry of the reaction supernatants after 170 h of
production showed that all the hybrid preparations delivered the cleanest reaction crudes
(Figure S4, Table 1). On the contrary, the A4 preparations showed higher turbidity, probably
due to matrix damage and bacterial leakage. These results are encouraging, as a cleaner
reaction supernatant requires less downstream processing.

Given the better results obtained with the A4 immobilized preparations, an experiment
was conducted to determine if the addition of SiNps to the alginate matrix contributes
to the decrease in bacterial leakage from the immobilized preparations to the reaction
medium. For this experiment, a glycerol conversion reaction was simulated, but the
reaction medium was replaced with sterile water. In contrast to previous experiments, Gfr
was immobilized in aseptic conditions in the A4 and A4S4 matrices. All the reagents and
materials were sterilized before use. Samples of the reaction supernatants were taken after
24 h and plated, and the colony-forming units per mL (CFU/mL) obtained in each case were
counted. The incorporation of SiNps into the A4S4 preparations contributed to diminishing
bacterial leakage, as the UFC/mL detected in the hybrid supernatant (A4S4) was merely
10% of the total UFC/mL detected in the control supernatant (A4) (150 ± 71 UFC/mL and
1310 ± 297 UFC/mL, respectively). A plausible explanation for this phenomenon may be
related to the establishment of ionic interactions between Gfr and the matrix. SiNps are
positively charged due to polyethyleneimine, while the lipopolysaccharides present in the
outer membrane of Gram-negative bacteria, such as Gfr, have a negative charge [34,48].
Moreover, the better physical resistance of this material linked to the tighter matrix mesh,
as seen by SEM analysis, could be related to reduced pore sizes that diminish bacterial
leakage. It is noteworthy that bacterial leakage from both preparations was low, as 20 mg
of dry cell weight of bacteria equals approximately 5 × 1010 UFC.
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To study whether the bacteria were integrated into the hybrid and non-hybrid polymer,
both the A4 and A4S4 preparations were analyzed by confocal microscopy. For this
experiment, a mutant of Gluconobacter oxydans (Gox) expressing mCherry fluorescent
protein was used in the same immobilization experiments developed for Gfr. Both catalysts
showed a similar homogeneous bacterial integration on the material. However, the images
presented slight differences that seem to be related to the hardness of the catalysts, as a
cleaner cut was achieved in the A4 preparations in comparison to that obtained in the A4S4
preparations (Figure 4). This similar bacterial distribution is consistent with the comparable
DHA and GA conversion results that were previously demonstrated.
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Figure 4. Confocal analysis of immobilized preparation of a fluorescent Gox within (a) A4 and
(b) A4S4. BF: Brightfield, mCherry: mCherry fluorescent protein. Scale bar = 20 µm.

Multiple or repeated batch transformation cycles are a paramount goal when de-
signing immobilized biocatalysts for bioconversions. The possibility of reusing the same
biocatalysts reduces costs, intensifying and increasing the sustainability of the process. One
determinant property of the immobilized biocatalysts for this purpose is the mechanical
resistance of the immobilization matrix, which while maintaining its physical integrity
may protect the biological catalyst for longer periods from harsh conditions and its leakage
to the reaction medium. We, therefore, studied the reusability of the A4S4 preparations
in comparison with resting cells by evaluating the residual activity after 24 h glycerol
conversion reactions (Figure 5). For each use, a comparison of the analysis of the substrates
and products for t0 and t24 h was conducted. The resting cells of Gfr could not be reused
successfully, as both GA and DHA production diminished almost completely after the first
use (Figure 5a). Regarding the immobilized preparations, a control was carried out with
the A4 preparations. As previously mentioned, alginate matrices can sometimes be labile,
hindering their reusability. In line with that, repeated glycerol conversion control reactions
with the A4 preparations showed a sensible loss in both residual activity and structure.
Residual GA production activity diminished to 23.1 ± 5.6% after the third consecutive use
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and continued under 20% for the rest of the experiment (Figure 5b). Similar results were
obtained for DHA, as its production diminished to 14.5 ± 0.9% after three uses and ceased
completely after five uses. Moreover, the structural integrity of the A4 preparations was
compromised after five consecutive uses, when the beads started to show clear signs of
swelling and physical disruption. After eight uses, all the beads were damaged (Figure S5).
In contrast, the A4S4 preparations were successfully reused in eight successive glycerol
24 h conversion reactions (Figure 5c). The reusability of the A4S4 preparations was vastly
superior to that of the A4 preparations. The residual activity was maintained above 20%
for GA in seven subsequent uses, slightly diminishing to 16.0 ± 0.5% after eight subse-
quent uses. The DHA residual activity was also maintained above 20% for six uses and
diminished to 11.0 ± 1.0% after eight subsequent uses. Unlike the A4 preparations, there
were no signs of swelling or damage to the immobilization matrix after eight consecutive
uses. Remarkably, the average bead diameter for the A4S4 preparations descended from
3.9 ± 0.3 mm to 2.6 ± 0.3 mm (Table S2).

Polymers 2023, 14, x FOR PEER REVIEW 12 of 15 
 

 

there were no signs of swelling or damage to the immobilization matrix after eight con-
secutive uses. Remarkably, the average bead diameter for the A4S4 preparations de-
scended from 3.9 ± 0.3 mm to 2.6 ± 0.3 mm (Table S2). 

 
Figure 5. Reusability evaluation of Gfr-based biocatalysts. (a) Repeated conversion of pure glycerol 
using resting cells. (b) Repeated conversion of pure glycerol using A4 immobilized preparations. (c) 
Repeated conversion of pure glycerol using A4S4 immobilized preparations. Residual GA produc-
tion activity (red), residual DHA production activity (blue). Each use lasted 24 h. 

4. Conclusions 
The industrial application of immobilized biocatalysts significantly depends on the 

proper design of the immobilization strategy and the material used as support. High ac-
tivity and reusability are both desired properties when immobilizing biocatalysts. Biopol-
ymers have several advantages as support for bacterial integration but often lack physical 
resistance, which ultimately impacts bioprocess productivity. Herein, we have demon-
strated that several organic matrices allow the immobilization of Gfr, an efficient biocata-
lyst that can valorize glycerol into GA and DHA and which had not been heterogenized 
before nor used immobilized in the studied biotransformation. Moreover, in aiming to 
improve the biocatalyst properties, we have proven that the incorporation of nanosized 
siliceous materials into alginate immobilized preparations of Gfr enables better reusabil-
ity, improved physical resistance, and significantly diminishes bacterial leakage. The im-
mobilized preparation that combined alginate 4% with SiNps 4% (A4S4) was successfully 
used for glycerol conversion. The strategy described here provides a simple and effective 
approach for biotechnologists to create stable, solid-phase biocatalysts, not only for glyc-
erol valorization but also for other bioconversions that seek to improve their sustainabil-
ity. Moreover, we envision that the strategy developed here of integrating Si nanoparticles 
into alginate for biocatalyst immobilization could be extended to other natural polymer 
applications, such as tissue engineering, drug release systems, or a bioartificial medium 
for cell culture. 

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at 
www.mdpi.com/xxx/s1. Figure S1: Immobilized preparations of Gfr using different matrices; Figure 
S2: Glycerol bioconversions with Gfr immobilized preparations; Figure S3: Evaluation of color 
change after 24 h in A4S4 preparations; Figure S4: Reaction supernatants after 170 h of glycerol con-
version reactions carried out by different Gfr immobilized preparations; Table S1: Immobilization 
of Gfr in natural polymers; Table S2: Diameter evaluation of A4 and A4S4 preparations before and 
after eight consecutive uses. 

Author Contributions: Conceptualization, L.B.; Data curation, M.R., N.S., S.I. and A.P.M.; Formal 
analysis, M.R., N.S., S.I., M.D., A.P.M. and L.B.; Funding acquisition, L.B.; Investigation, M.R., N.S., 
S.I., M.D. and A.P.M.; Methodology, M.R. and L.B.; Project administration, L.B.; Supervision, L.B.; 
Writing—original draft, M.R. and L.B.; Writing—review and editing, M.R., A.P.M. and L.B. All au-
thors have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Figure 5. Reusability evaluation of Gfr-based biocatalysts. (a) Repeated conversion of pure glycerol
using resting cells. (b) Repeated conversion of pure glycerol using A4 immobilized preparations.
(c) Repeated conversion of pure glycerol using A4S4 immobilized preparations. Residual GA produc-
tion activity (red), residual DHA production activity (blue). Each use lasted 24 h.

4. Conclusions

The industrial application of immobilized biocatalysts significantly depends on the
proper design of the immobilization strategy and the material used as support. High activity
and reusability are both desired properties when immobilizing biocatalysts. Biopolymers
have several advantages as support for bacterial integration but often lack physical resis-
tance, which ultimately impacts bioprocess productivity. Herein, we have demonstrated
that several organic matrices allow the immobilization of Gfr, an efficient biocatalyst that
can valorize glycerol into GA and DHA and which had not been heterogenized before
nor used immobilized in the studied biotransformation. Moreover, in aiming to improve
the biocatalyst properties, we have proven that the incorporation of nanosized siliceous
materials into alginate immobilized preparations of Gfr enables better reusability, improved
physical resistance, and significantly diminishes bacterial leakage. The immobilized prepa-
ration that combined alginate 4% with SiNps 4% (A4S4) was successfully used for glycerol
conversion. The strategy described here provides a simple and effective approach for
biotechnologists to create stable, solid-phase biocatalysts, not only for glycerol valorization
but also for other bioconversions that seek to improve their sustainability. Moreover, we
envision that the strategy developed here of integrating Si nanoparticles into alginate for
biocatalyst immobilization could be extended to other natural polymer applications, such
as tissue engineering, drug release systems, or a bioartificial medium for cell culture.
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A B S T R A C T   

Different from other aerobic microorganisms that oxidise carbon sources to water and carbon dioxide, Gluco-
nobacter catalyses the incomplete oxidation of various substrates with regio- and stereoselectivity. This ability, as 
well as its capacity to release the resulting products into the reaction media, place Gluconobacter as a privileged 
member of a non-model microorganism class that may boost industrial biotechnology. Knowledge of new 
technologies applied to Gluconobacter has been piling up in recent years. Advancements in its genetic modifi-
cation, application of immobilisation tools and careful designs of the transformations, have improved pro-
ductivities and stabilities of Gluconobacter strains or enabled new bioconversions for the production of valuable 
marketable chemicals. In this work, the latest advancements applied to Gluconobacter-catalysed bio-
transformations are summarised with a special focus on recent available tools to improve them. From genetic and 
metabolic engineering to bioreactor design, the most recent works on the topic are analysed in depth to provide a 
comprehensive resource not only for scientists and technologists working on/with Gluconobacter, but for the 
general biotechnologist.   

1. Introduction 

Microbial biotechnology sustains a major part of industrial 
biotechnology and constitutes the fundamental force driving the 
development and implementation of bio-based industries. Bio-
transformations depend on the availability of suitable biocatalysts able 
to provide a wide spectrum of products at a large scale and microbial 
bioproduction has proved to be key to a bio-based manufacturing 
development harnessing enormous potential. Although there is a clear 
and understandable bias of industry to utilize well-known model mi-
croorganisms, there is yet an unexplored vast diversity of non-model 
organisms with unique features that may facilitate new or improved 
bioprocesses. 

Acetic acid bacteria are important players in biotransformations (Qin 

et al., 2022). As such, Gluconobacter strains have been frequently used in 
the last 20 years, exploiting their unique ability to incompletely oxidise 
sugars and alcohols. Gluconobacter is a distinct group of non-model 
microorganisms used as biocatalysts, leading the quantitative yields of 
oxidised products in reactions as industrially relevant as the preparation 
of vinegar (Es-Sbata et al., 2022), the vitamin C precursors L-sorbose and 
2-keto-L-gulonic acid (2-KLG) (Gao et al., 2020), the tanning lotion 
additive dihydroxyacetone (DHA) (Ripoll et al., 2021a) and 6-(N- 
hydroxyethyl) amino-6-deoxy-L-sorbofuranose (6-NSL), used for the 
production of the antidiabetic drug miglitol (Liu et al., 2021a). Gluco-
nobacter-catalysed oxidation reactions often have the added advantage 
of exquisite selectivity (Ke et al., 2019b; Sayed et al., 2019), which at-
tracts more interest to its study and exploration of further applications. 
Moreover, this class of acetic bacteria releases the resulting products 
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into the cultivation medium transforming it into an excellent candidate 
for biotransformations. These advantages have recently prompted in-
vestigations on advancing the knowledge on its genetic manipulation 
and stabilization to leverage its phenotype to its full extent (Fricke et al., 
2021b; Liu et al., 2021c). Particularly, the last 5 years have seen a sig-
nificant increase in the wealth of products generated through Glucono-
bacter biotransformations (Fig. 1, Table 1). 

Several previous reviews have focused on the physiology and 
application of Gluconobacter strains in specific biotransformations, 
which are often included in larger studies involving other acetic acid 
bacteria (da Silva et al., 2022; De Muynck et al., 2007; Deppenmeier and 
Ehrenreich, 2008; Fricke et al., 2021a; Macauley et al., 2001; Raspor and 
Goranovič, 2008). It is worth noting that these reviews were mostly 
focused on Gluconobacter oxydans. However, the knowledge of this 
particular bacterium has significantly advanced and matured in the last 
decade opening up opportunities for examination and knowledge inte-
gration of diverse species of this microorganism. 

The present work aims to contribute with a comprehensive analysis 
of the different approaches reported to improve the performance of 
Gluconobacter strains as biocatalysts. We will review what we consider 
the most currently relevant examples of process intensification in Glu-
conobacter-catalysed biotransformations. Particular attention will be 
given to the reaction design, including immobilisation strategies and 
bioreactor configuration, both emerging as key players impacting the 
productivities in Gluconobacter-catalysed reactions. Moreover, a special 
focus will also be put on recent molecular biology tools that promise to 
be game changers in the future application of this bacteria in new bio-
transformations. This review is not intended as an exhaustive summary 
of all Gluconobacter-catalysed reactions reports but instead aims to 
demonstrate the wealth of enabling strategies that benefit this particular 
type of biotransformation highlighting the pertinent examples that 
illustrate significant improvements in Gluconobacter technology. 

Fig. 1. Products obtained through biotransformation using Gluconobacter strains as catalysts in the last 5 years (January 2017 to July 2022). This figure only includes 
products obtained by direct participation of wild type or mutant Gluconobacter strains or its bacterial extracts. All research articles considered present the highlighted 
products as the main target of the work, secondary products were not considered. In catalytic cascades with more than one biocatalyst, only the products obtained 
directly through Gluconobacter-catalysed reactions were considered, regardless of whether they were the final products of the cascade. 
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Table 1 
Products obtained through biotransformation using Gluconobacter strains as catalysts in the last 5 years (January 2017 to July 2022). This table is intended not only as 
informative but also as a glossary for abbreviations and synonyms of product names and enzymes that are mentioned throughout the manuscript to avoid ambiguity.  

Product Acronym Obtained from Enzyme(s) involved in 
biotransformation 

Observations References 

2-keto-D-gluconic acid 2-KDA Glucose mGlucDH (Glucose dehydrogenase) 
(Glucose to GlucA); gluconate-2- 
dehydrogenase (GlucA to 2-KDA) 

Food additive, detergent, 
photographic developer, 
vitamin C and isovitamin C 
precursor. 

(Dai et al., 2022; Kataoka et al., 
2022; Zhou et al., 2017a; Zhou 
et al., 2020) 

2-keto-L-gulonic acid 2-KLG D-sorbitol or L-sorbose mSldH (sorbitol to L-sorbose); L- 
sorbose dehydrogenase (SDH) (L- 
sorbose to L-sorbosone) and L- 
sorbosone dehydrogenase (SNDH) (L- 
sorbosone to 2-KLG) 

Vitamin C precursor. (Chen et al., 2021, Chen et al., 
2019; Gao et al., 2020; Li et al., 
2022) 

2,5-diketo-D-gluconic acid 2,5-DKG Glucose mGlucDH (Glucose dehydrogenase) 
(Glucose to GlucA); gluconate-2- 
dehydrogenase (GlucA to 2-KDA); 
2KGADH (2- keto-gluconate 
dehydrogenase) (2-KDA to 2,5-KGA) 

Vitamin C precursor. (Zeng et al., 2019) 

3,4-Dihydroxybutyric acid 3,4- 
DHBA 

3,4- dihydroxybutanal 
(3,4-DHB) 

Membrane-bound aldehyde 
dehydrogenase (mAlDH) (3,4-DHB to 
3,4-DHBA) 

Platform chemical. (Zhang et al., 2021) 

3-dehydroshikimate 3-DHS Quinate Membrane-bound quinate 
dehydrogenase (QDH) (quinate to 3- 
dehydroquinate (3-DHQ)) and type I 
3-DHQ dehydratase (DHQase) (3- 
DHQ to 3-DHS) 

Key intermediate for the 
synthesis of various 
compounds (e.g: antiviral 
drug oseltamivir). 

(Nakamura et al., 2021) 

3-hydroxypropionic acid 3-HPA 1,3-propanediol (1,3- 
PDO) 

membrane-bound alcohol 
dehydrogenase (mADH) (1,3-PDO to 
3-hydropropionaldehyde (3-HPAl) 
and membrane-bound aldehyde 
dehydrogenase (mAlDH) (3-HPAl to 
3-HPA) 

Platform chemical. (Hua et al., 2020b; Zhu et al., 
2018) 

5-ketofructose 5-KF Sucrose or fructose Sucrase (sucrose to fructose and 
galactose) and fructose 
dehydrogenase (FDH) (fructose to 5- 
KF) 

Non-nutritive sweetener. (Adachi et al., 2020; Battling 
et al., 2020; Herweg et al., 
2018; Hoffmann et al., 2020;  
Nguyen et al., 2021a; Siemen 
et al., 2018) 

5-ketogluconic acid 5-KGA Glucose GlucDH (cytoplasmic glucose 
dehydrogenase) (Glucose to GlucA); 
GA5DH (cytoplasmic gluconate-5- 
dehydrogenase) (GlucA to 5-KGA) 

Precursor of L-tartaric acid 
(industrially relevant 
compound). 

(Zeng et al., 2019) 

6-hydroxyhexanoic acid 6-HHA 1,6-hexanediol (1,6- 
HD) 

ND Platform chemical. (Pyo et al., 2020) 

6-(N-hydroxyethyl) amino- 
6-deoxy-L-sorbofuranose 

6-NSL N-2-hydroxyethyl 
glucamine (NHEG) 

Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) (NHEG to 6-NSL) 

Miglitol (antidiabetic drug) 
precursor. 

(Hu et al., 2020, Hu et al., 
2019; Ke et al., 2019b, Ke 
et al., 2018, 2019a; Liu et al., 
2021a; Liu et al., 2020a, 
2020b) 

Acetoin – 2,3-butanediol ND Platform chemical used in 
cosmetics and 
pharmaceuticals, flavour 
enhancer. 

(Zhou et al., 2018b) 

Acrylic acid – 1,3-PDO alcohol dehydrogenase (1,3-PDO to 
3-hydroxypropionaldehyde); 3- 
hydroxyacyl-(ACP) dehydratase and 
3-hydroxydecanoyl-(ACP) 
dehydratase (3- 
hydroxypropionaldehyde to 
acrolein), aldehyde dehydrogenase 
(acrolein to acrylic acid) 

Platform chemical used in 
superabsorbent polymers, 
plastics, synthetic rubbers, 
fibers, coatings, adhesives, 
leather finishing, and 
detergents. 

(Zhao et al., 2022) 

Adipic acid – 1,6-HD ND Platform chemical. (Pyo et al., 2020) 
Arabinonic acid AraA Arabinose Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 

(Arabinose to AraA) 
Precursor of erythrose and 
erythritol, used to produce 
polymers, composite cements 
and semiconductor processing 
materials and cosmetics. Can 
be used for medical 
applications. 

(Fricke et al., 2022; Jin et al., 
2019a; Liu et al., 2021b; Yao 
et al., 2017; Zhou et al., 2017a) 

Bacterial cellulose – Glucose Glucokinase (Glucose to Glucose-6- 
phosphate (G6P)); 
phosphoglucomutase (G6P to 
glucose-1-phosphate (G1P); UDPG- 
pyrophosphorylase (G1P to UDP- 
glucose (UDPG)); cellulose synthase 
(polymerization of cellulose from 
UDP-glucose) (Lustri et al., 2015) 

Biomaterial with industrial 
applications in food industry 
and biomedicine. 

(Bandyopadhyay et al., 2018;  
Chandrasekaran et al., 2017;  
Dikshit and Kim, 2020; Du 
et al., 2021a; Tamahkar et al., 
2019) 

(continued on next page) 
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Table 1 (continued ) 

Product Acronym Obtained from Enzyme(s) involved in 
biotransformation 

Observations References 

Biolixiviant (acidic spent 
medium) 

– Sugars Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 
(sugars to organic acids) 

Used for bioleaching for rare 
earth element recovery. 

(Jin et al., 2019b; Schmitz 
et al., 2021) 

Butyric acid BA Butanol Alcohol dehydrogenase (mADH) 
(butanol to BA) 

Synthetic raw material used in 
the fields of food, medicine, 
feed and agriculture. 

(Hua et al., 2020a; Stewart 
et al., 2020) 

Coenzyme Q10 CoQ10 – Multiple enzymes Used in food, cosmetic and 
pharmaceutical industries for 
treating heart diseases, cancer, 
diabetes, and Alzheimer’s and 
Parkinson’s diseases. 

(Moghadami et al., 2021,  
Moghadami et al., 2019) 

Dihydroxyacetone DHA Glycerol Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) (Glycerol to DHA) 

Tanning lotion additive. (de la Morena et al., 2019b, de 
la Morena et al., 2019a, de la 
Morena et al., 2020; Dikshit 
et al., 2017, 2018; Dikshit and 
Moholkar, 2019; Hu et al., 
2017; Jackson et al., 2019;  
Jittjang et al., 2020; Kataoka 
et al., 2021; Poljungreed and 
Boonyarattanakalin, 2017, 
2018; Ripoll et al., 2021a, 
2021b; Satirapipatkul et al., 
2017; Stasiak-Rózańska et al., 
2018; Stasiak-Różańska et al., 
2017; Tan et al., 2019;  
Tanamool et al., 2018) 

D-tagatose – Galactitol Unknown PQQ-dependant 
membrane-bound dehydrogenase 

Rare sugar. (Xu et al., 2021b) 

Fructose – Sucrose Invertase Precursor of Non-nutritive 
sweetener 5-KF. 

(Hoffmann et al., 2020) 

Furoic acid FA Furfural Unknown dehydrogenase Used as a raw material in 
resin, plastic, food, 
pharmaceutical and perfume 
industries. 

(Du et al., 2021b; Zhou et al., 
2017b) 

Galactonic acid GalA Galactose Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 
(Galactose to GalA) 

Used in the pharmaceutical 
and cosmetics industries, and 
as an acidifier in food. 

(Hua et al., 2021; Jin et al., 
2019a; Yao et al., 2017; Zhou 
et al., 2019b; Zhou et al., 
2017a, 2018a) 

Gluconic acid GlucA Glucose Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 
(Glucose to GlucA) 

Used in the dairy, beverage, 
and textile industries. Used in 
metal cleaning, dishwashing, 
laundry detergents, health 
products and cosmetics Used 
as an artificial sweetener and 
antibacterial agent. 

(Banerjee et al., 2018; Jiang 
et al., 2017; Jin et al., 2019a;  
Ordóñez et al., 2017; Pal et al., 
2019, Pal et al., 2017; Qin 
et al., 2021a; Yao et al., 2017;  
Zhou et al., 2019; Zhou et al., 
2019c; Zhou et al., 2017a;  
Zhou and Xu, 2019a; Zhou 
et al., 2017b, 2018b) 

Glyceric acid GlyceA Glycerol Alcohol dehydrogenase (mADH) 
(glycerol to glyceraldehyde) and 
Aldehyde dehydrogenase (mAlDH) 
(glyceraldehyde to GlyceA) 

Platform chemical with 
proved biological activity. Can 
be used for surfactant and 
bioplastic production. 

(Habe et al., 2021; Jackson 
et al., 2019) 

Glycolic acid GlycoA Ethyleneglycol Alcohol dehydrogenase (mADH) 
(ethyleneglycol to GlycoA) 

Used in the production of 
chemicals such as adhesives, 
in metal cleaning, as a dye- 
stuff additive. Precursor of 
polyglycolic acid and poly 
(Lactic-co-Glycolic Acid). 

(Hua et al., 2019b, Hua et al., 
2018, 2019a) 

5-Hydroxymethyl-2- 
furancarboxylic acid 

HMFCA 5- 
Hydroxymethylfurfural 

Unknown membrane-bound 
dehydrogenase (5- 
Hydroxymethylfurfural to HMFCA) 

Platform chemical for 
biofuels, solvents, and 
building block for polymers 

(Sayed et al., 2019) 

Isomaltomegalosaccharide IMS Maltodextrin Dextran dextrinase (DDase) 
(Maltodextrin to IMS) 

Enhances water solubility of 
lipophilic compounds. 

(Lang et al., 2022) 

L-erythrose – Erythritol Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) (erythritol to L- 
erythrulose); Cytoplasmic L-ribose 
isomerase (L-RI) (L-erythrulose to L- 
erythrose) 

Rare aldotetrose with various 
pharmacological activities. 

(Zou et al., 2017) 

Levan – Fructose Levansucrase (Fructose to levan) Polysaccharide used in the 
food industry 

(Hövels et al., 2020;  
Hundschell et al., 2020b,  
Hundschell et al., 2020a; 
Christoph S. Hundschell et al., 
2020; Jakob et al., 2020; Ua- 
Arak et al., 2017a, 2017b) 

(continued on next page) 
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2. Improvements through process design 

Successful bioprocess development requires addressing existing 
challenges for improved yields of target products. Lack of process con-
trol, poor reaction engineering or problems of long-term operational 
stability are usual bottlenecks that impair the applicability of otherwise 
interesting bioconversions at laboratory scale. In this section, we have 
summarised recent methods that aimed towards more efficient processes 
involving Gluconobacter strains are summarised. 

2.1. Bacterial immobilisation 

Performing biocatalytic processes with whole cells at an industrial 
level presents several difficulties (Guisan et al., 2020). Generally, bio-
catalyst separation from the reaction media is difficult since it limits the 
possibilities of reuse and increases operational costs. Through immobi-
lisation via integration in solid support or matrixes, these difficulties can 

be circumvented, as the biocatalyst is confined in a region of space with 
retention of its catalytic activity enabling its continuous and repeated 
use and simpler separation (Berillo et al., 2021; Wang et al., 2022). 
Furthermore, enhanced biocatalyst stability is an additional advantage 
of bacterial immobilisation that contributes to increased accumulated 
productivities (Karagoz et al., 2019). 

However, immobilisation can sometimes lead to diffusional prob-
lems, inactivation, or even an increase in process costs (Stojkovič and 
Žnidaršič-Plazl, 2020; Trelles and Rivero, 2020). Therefore, a careful 
selection of immobilisation matrix and strategy is essential for the 
development of an efficient biocatalyst. For instance, the selection must 
consider the bioprocess conditions in which the catalyst will be used as 
pH, temperature or additives may affect support materials (Gungor-
musler-Yilmaz et al., 2016). Moreover, bacteria tend to be susceptible to 
the immobilisation matrix. Particularly, bacteria of the genus Glucono-
bacter have been observed to modify their behaviour as they self- 
organised in clusters aided by the secretion of an extracellular 

Table 1 (continued ) 

Product Acronym Obtained from Enzyme(s) involved in 
biotransformation 

Observations References 

L-eythrulose – Erythritol Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) (erythritol to L- 
erythrulose) 

Used as an ingredient in 
tanning agents 

(Burger et al., 2019; Hua et al., 
2020b) 

L-ribonate – L-ribose Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) (L-ribose to L- 
ribonolactone, further hydrolyzed 
spontaneously to L-ribonate) 

Novel product obtained from 
oxidation with major polyol 
dehydrogenase 

(Yakushi et al., 2018) 

L-sorbose – D-sorbitol Major polyol dehydrogenase (also 
known as glycerol dehydrogenase 
(GlycDH) and sorbitol dehydrogenase 
(mSlDH)) or GoSlDH (special, NADP+

dependant) 

Vitamin C precursor (Azar and Alemzadeh, 2020;  
Hua et al., 2022; Kim et al., 
2019; Liu et al., 2021d; Liu 
et al., 2022; Ma et al., 2019;  
Nguyen et al., 2021b; Qin et al., 
2021b, Qin et al., 2021a; Wang 
et al., 2019; Zhou et al., 2019d) 

L-xylo-3-hexulose – Galactitol Unknown PQQ-dependant 
membrane-bound dehydrogenase 

Rare sugar (Xu et al., 2021b) 

Mannonic acid MA Mannose Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 
(Mannose to MA) 

Used as a chemical, chelator, 
dispersant, and retardant for 
oil wells 

(Jin et al., 2019a; Yao et al., 
2017; Zhao et al., 2020; Zhou 
et al., 2017c) 

Phenylacetaldehyde PAl 2-phenylethanol (PE) Alcohol dehydrogenase (PEA to PAl) Aromatic compound used in 
the food and cosmetics 
industries 

(Štefuca et al., 2019) 

Phenylacetic acid PAA PE Alcohol dehydrogenase (PEA to PAl); 
Aldehyde dehydrogenase (PAl to 
PAA) 

Aromatic compound used in 
the food and cosmetics 
industries 

(Mihaľ et al., 2021, Mihaľ 
et al., 2017; Štefuca et al., 
2019) 

Pyrroloquinoline quinone PQQ PqqA peptide Complex biosynthetic pathway 
comprised of many enzymes (codified 
by pqqABCDEFG gene cluster) 

Redox cofactor, its sodium salt 
is used as a dietary supplement 

(Ma et al., 2021, Ma et al., 
2017; Wan et al., 2017; Wang 
et al., 2021) 

Riboflavin – – Multiple enzymes Water-soluble vitamin (B2) 
used as food additive or in 
pharmaceuticals 

(Noman et al., 2020) 

Xylitol – D-arabitol Membrane-bound D-arabitol 
dehydrogenase (mArDH) (D-arabitol 
to L-xylulose); NAD-dependent 
xylitol dehydrogenase (XDH) (L- 
xylulose to Xylitol) 

Pentahydroxy sugar alcohol, 
with applications in food and 
pharmaceuticals industries 

(Zhang et al., 2018) 

Xylonic acid XA Xylose Glucose dehydrogenase (mGlucDH) 
(Xylose to XA) 

Platform chemical with 
applications as cement water 
reducer, precursor for 1,4- 
butanediol, 1,2,4-tributan- 
triol and 3,4-dihydroxybuty-
rate. Used in food industry as 
acidifier. 

(Cao and Xu, 2019; Dai et al., 
2020; Hahn et al., 2020; Han 
et al., 2021; He et al., 2021;  
Hou et al., 2018; Hua et al., 
2020b; Jin et al., 2019a; Liu 
et al., 2021b; Mao et al., 2022;  
Miao et al., 2017; Shen et al., 
2020; Xu et al., 2021a; Yao 
et al., 2017; Zhang et al., 2021;  
Zhou et al., 2019a; Zhou et al., 
2017a, c, 2018a, c; Zhou and 
Xu, 2019b; Zhou et al., 2017d, 
2018d)  
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polymeric material that occurs upon immobilisation in a poly(vinyl 
alcohol) cross-linked with N- vinyl matrix (Truong et al., 2017). Hence, 
the study of new strategies for the immobilisation of Gluconobacter 
strains aiming for more efficient bioconversions continues to be 
necessary. 

Ideally, the immobilisation matrix should be physically resistant, 
stable, hydrophilic, inert, easily functionalised, biocompatible, resistant 
to microbial attack and cost-effective. A wide variety of inorganic and 
organic matrixes are available for bacterial immobilisation. Inorganic 
matrixes include sintered glass, ceramic, carbon-based materials or 
diatomite and quartz (Zhang et al., 2022). Meanwhile, examples of 
natural matrixes are collagen, agar, agarose, cellulose, chitosan and 
alginate, while synthetic matrixes are constituted by polymers such as 
acrylamide, polyurethane and polyvinyl alcohol (Berillo et al., 2021). 

As for bacterial immobilisation strategies, coupling to solid surfaces, 
encapsulation, aggregation and entrapment are the most frequently used 
(Karagoz et al., 2019). Coupling, either by adhesion or adsorption, is the 
attachment of cells to a surface naturally or induced by the addition of 
binding agents. Encapsulation consists of bacterial confinement, in 
which the bacteria are separated from the reaction medium by a barrier. 
Aggregation involves the formation of cell aggregates linked together 
naturally or by the addition of flocculating or binding agents. 

Over the years, numerous examples of the immobilisation of 

Gluconobacter strains (Dikshit and Moholkar, 2019; Hekmat et al., 2007; 
Hu et al., 2020; Martin and Perlman, 1976a; Park et al., 1994; Stasiak- 
Różańska and Błażejak, 2012), are found in the literature, mainly of 
strains from the G. oxydans species used in biotransformations (Hua 
et al., 2019b; Raška et al., 2007; Shiraishi et al., 1989; Wu et al., 2010). It 
is worth noting that the cumulative knowledge on the immobilisation of 
Gluconobacter strains has not only been obtained from its use in bio-
conversions but also for the preparation of biosensors and microbial fuel 
cells (Gordegir et al., 2019; Martin and Perlman, 1976b; Plekhanova 
et al., 2021; Plekhanova et al., 2018; Stasiak-Rózańska et al., 2018; Zhou 
et al., 2019a). In this section of the review, recent efforts concerning 
immobilisation techniques for Gluconobacter strains are summarised 
focusing on biotransformations. Several examples are classified based on 
the nature of the immobilisation matrix, describing the immobilisation 
approach and advantages brought about to Gluconobacter-catalysed 
biotransformations as well as opportunities for improvements in the 
technology (Fig. 2). 

2.1.1. Natural polymers 
Immobilisation by entrapment in hydrogels such as agar, agarose and 

alginate is a frequently used approach for heterogeneous biocatalyst 
preparation, with alginate being currently one of the preferred matrixes 
for Gluconobacter strains immobilisation (Fig. 2b). These immobilisation 

Fig. 2. Gluconobacter immobilisation. a) Common Gluconobacter immobilisation strategies. b) Immobilisation matrixes used for Gluconobacter immobilisation in the 
last 5 years. Agar ((Ripoll et al., 2021a); Agarose ((Ripoll et al., 2021a); Alginate ((Hua et al., 2020b; Ripoll et al., 2021b; Stasiak-Rózańska et al., 2018; Stasiak- 
Różańska et al., 2017); Corn stover ((Hu et al., 2019); Polyurethane foam ((Dikshit et al., 2018, 2017; Dikshit and Moholkar, 2019); Polyvinyl alcohol (PVA) ((Mihaľ 
et al., 2017)); Polyvinyl alcohol (PVA) + Alginate ((Hua et al., 2019b; X. Zhou et al., 2019a); Porous ceramic ((Hu et al., 2017)); RTV2 ((Hu et al., 2020). c) Ad-
vantages and challenges of Gluconobacter immobilisation. 
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matrixes are affordable, biocompatible, chemically inert and easy to 
operate, mostly in mild conditions (Stasiak-Rózańska et al., 2018; 
Trelles and Rivero, 2020). Usually, the chosen format for bacterial 
immobilisation in these hydrogels is beads, as their preparation is sim-
ple, scalable and cost-effective (Hua et al., 2020b; Ripoll et al., 2021b). It 
involves the mixture of the biomass with an aqueous agar, agarose or 
alginate solution and a subsequent dropwise addition of the resulting 
mixture into a solution of CaCl2 (for alginate) or cold sunflower oil (for 
agar and agarose). Then, the resulting beads can be easily separated 
from the liquid with a strainer. With this immobilisation technologies, 
products like DHA (Ripoll et al., 2021b; Ripoll et al., 2021a; Stasiak- 
Rózańska et al., 2018; Stasiak-Różańska et al., 2017), and XA (Hua et al., 
2020b) were recently obtained through Gluconobacter based 
preparations. 

Given the fact that the biocatalytic machinery to partially oxidise 
substrates in Gluconobacter strains lays within the periplasmic bacterial 
membrane, Stasiak-Różańska et al. used 4% alginate to immobilise not 
only whole cells, but also a bacterial extract prepared by ultrasonic 
disintegration of G. oxydans ATCC 621 (Stasiak-Rózańska et al., 2018; 
Stasiak-Różańska et al., 2017). The resulting immobilised preparations 
were then succesfully employed to biotransform crude glycerol into 
DHA in shake flasks. The immobilised bacterial cell extract was used for 
two production cycles, obtaining a maximum DHA production of 
8.9 ± 0.03 g/L and 8.7 ± 0.06 g/L from 30 g/L of crude glycerol during 
the first and second cycle of utilisation, respectively. Glycerol con-
sumption in the first cycle was quantitative, sugesting that it might have 
been transformed into different subproducts by other enzymes present in 
the extract, which include a variety of PQQ-dependant membrane- 
bound dehydrogenases and other cytosolic enzymes. Among these en-
zymes are mADH and AlDH which are two dehydrogenases responsible 
for glycerol oxidation into GlyceA, the former being PQQ-dependant and 
the latter being molydopterin-dependant. Interestingly, during the sec-
ond biotransformation cycle, glycerol was not totally consumed, which 
the authors argue that it can be related to a shortage in PQQ cofactor. In 
a later work, the authors compared the DHA production abilities of 
whole cells and bacterial extracts in free and immobilised form using 4% 
alginate as a matrix (Stasiak-Rózańska et al., 2018). Within the immo-
bilised biocatalysts, the superiority of immobilised whole cells was 
demonstrated as a maximum of 15.6 ± 0.7 g/L of DHA was obtained 
from 50 g/L of crude glycerol in comparison to 5.0 ± 0.57 g/L obtained 
with the immobilised bacterial extract after 96 h and 20.7 ± 1.4 g/L of 
DHA with free cells after 96 h. The authors discuss that immobilisation 
may hinder the gas exchange between the reaction medium and the 
immobilised biocatalysts, as well as affect the mass transfer of substrates 
and products to and from within the immobilised preparations. 

We have recently observed the same effect after G. oxydans 
NBRC14819 immobilisation in agar and agarose beads, two other nat-
ural hydrogels (Ripoll et al., 2021a). Crude glycerol conversion in shake 
flasks diminished significantly after immobilisation. While free resting 
cells could produce up to 36.1 ± 0.2 g/ L of DHA, agar and agarose 
immobilised preparations produced 9.0 ± 2.3 g/L and 8.5 ± 1.1 g/L of 
DHA respectively, in the same 20-h time frame. However, cuantitative 
conversions of 50 g/L of crude glycerol could be achieved with both 
immobilised preparations after aproximately 150 h. Moreover, in 
contrast with free resting cells that could not be reused, the immobilised 
preparations could be reused up to 5 times, retaining residual activities 
of around 60% demosntrating operational stabilization provided 
through immobilisation. 

Mass transfer limitation has in the past proved to impact bio-
transformations using immobilised bacteria in natural polymers. How-
ever, this problem has been solved by a careful selection of the reaction 
engineering. For instance, Hua et al. (Hua et al., 2020b) followed an 
elegant approach that increased oxygen partial pressure in the biocon-
version of xylose into XA to help improve oxygen, substrates and ni-
trogen sources availability in 3% alginate immobilised G. oxydans NL71 . 
The strategy improved the yields from 190.6 g/L to 292.1 g/L of XA. 

Another interesting application for alginate based immobilisation 
matrixes is the preparation of hybrid heterogeneous catalysts for the 
implementation of catalytic cascades. Immobilised catalytic cascades, 
although challenging in their design as the technology has to contem-
plate the requirements of each biocatalyst, have the advantage of the 
proximal spatial disposition of the biocatalysts that may improve the 
overall catalytic rate. Moreover, it may facilitate the process as the re-
action may be performed in one-pot, eliminating the need for isolation 
and purification steps of intermediates. In order to exploit these ad-
vantages, our group reported the co-immobilisation of G. oxydans 
NBRC14819 and Pf-ATA, an amine transaminase from P. fluorescens, for 
the one-pot biosynthesis of serinol from pure and crude glycerol (Ripoll 
et al., 2021b). Pf-ATA was first immobilised by chelation on Agarose- 
IDA microbeads and the resulting product was mixed with a 
G. oxydans bacterial pellet. The resulting mixture was then incorporated 
into a 3% alginate solution and beads were formed. Within the hybrid 
preparations, glycerol was oxidised to DHA by G. oxydans and then 
subsequently subjected to a reductive amination by Pf-ATA in the 
pressence of L-Alanine, to yield serinol and pyruvate as a sub product. 
With this technology 36 mM of serinol were produced from pure glyc-
erol after 44 h. By implementing artificial cascades such as the one 
described, the scope of products obtained from Gluconobacter-catalysed 
reactions can be broadened. 

2.1.2. Synthetic polymers 
Although natural polymers are by far the most studied material for 

bacterial immobilisation, the advancements in the chemistry and pro-
duction of synthethic polymers has prompted their exploration in the 
field. For instance, polyurethane foam is a novel synthetic immobilisa-
tion matrix that has been recently studied by Dikshit et al. for immo-
bilising G. oxydans MTCC 904 to synthesise DHA (Dikshit et al., 2017, 
2018; Dikshit and Moholkar, 2019). This immobilisation matrix has high 
porosity and a large surface area that enables it to obtain a high cell 
density in a relatively small volume. Apart from including a low-cost 
matrix, the immobilisation protocol is fairly simple (Dikshit and 
Moholkar, 2016). 

An improvement in DHA production was reported by Dikshit et al. 
after combining the G. oxydans immobilisation in polyurethane foam 
with the sonication of the fermentation media (Dikshit et al., 2018). In 
the aforementioned work, G. oxydans was again immobilised in poly-
urethane foam and sonicated at a 20% duty cycle together with the 
fermentation medium during the biotransformation. An increase in 
glycerol consumption of between 61.06 and 71.70% was observed at 
different initial crude glycerol concentrations (20–50 g/L). The authors 
attributed this enhancement of DHA production to conformational 
changes in the GlycDH enzyme induced by ultrasound since they proved 
that while sonication had no effects on cell morphology, it may have 
affected the secondary structure of the enzyme. 

Using this immobilisation strategy, Dikshit et al. also carried out the 
biotransformation of crude glycerol to DHA in fed-batch mode. In the 
work, various pulse-feeding strategies in shake flasks were tested (Dik-
shit and Moholkar, 2019). In comparison with resting and free growing 
cells, the polyurethane foam immobilised cells showed a better DHA 
yield, achieving a glycerol conversion of 87.52% equivalent to 65.64 g/L 
of glycerol after 4 glycerol feeding pulses (15 g/L). Nonetheless, DHA 
production diminished with each glycerol pulse. The kinetic constants 
for each segment between pulses were determined by fitting the data to a 
pseudo 1st order rate equation, with results that were consistent with 
product inhibition. 

Polyvinyl alcohol (PVA) is another interesting synthetic polymer that 
can be used for bacterial immobilisation as it is a cheap, non-toxic and 
durable hydrogel (Beji et al., 2020; Zhang et al., 2020). It constitutes an 
alternative to natural polymers such as carrageenan, pectate and algi-
nate that generally present poor mechanical stability, as it is scarcely 
biodegradable and able to resist temperatures up to 55 ◦C and pH values 
between 3.1 y 8.5 (Schlieker and Vorlop, 2006). This matrix has been 
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recently used for biotransformations with a variety of microorganisms, 
alone or combined with other materials such as alginate and poly-
ethylene glycol (Doleǰs et al., 2019; Hou et al., 2020; Yang et al., 2019). 

As an example in Gluconobacter strains, Mihal’ et al. reported the 
immobilisation of G. oxydans NCIMB 8035 for the production of phe-
nylacetic acid (PAA) from 2-phenylethanol (PE) (Mihaľ et al., 2017). In 
the research, the LentiKats® technology was used, which involved the 
formation of lenticular shaped hydrogels that present lesser diffusional 
problems and allow easy separation from the reaction media due to their 
diameter (Schlieker and Vorlop, 2006). The biotransformation was 
carried out in non-growing conditions in an airlift bioreactor. Immobi-
lisation in PVA proved beneficial for the cells, as it protected them from 
death induced by high concentrations of PE. However, an expected 
decrease in the rate of oxygen transfer as well as in the exchange rate of 
substrate and product to and from the biocatalyst was observed. Using 
the immobilised biocatalyst 7.17 g/L of PAA was obtained, which rep-
resents an 89.8% yield. The immobilised preparations could also be 
reused up to three times maintaining a 44% residual activity. In addi-
tion, it was demonstrated that the LentiKats® could be stored at 6 ◦C in a 
1 M phosphate buffer solution for 28 days, with minor effects in their 
activity. 

When immobilising in PVA, it is not uncommon to experience bead 
agglomeration. To avoid this phenomenon, alginate is frequently mixed 
with PVA, further improving the beads’ surface (Hou et al., 2020; Tuyen 
et al., 2020; Wang et al., 2020). Hua et al. recently used this strategy to 
immobilise G. oxydans NL71 for producing glycolic acid (GlycoA) from 
ethylene glycol (Hua et al., 2019b). In the work, the immobilisation was 
carried out by preparing an aqueous solution of 9% PVA with 1–2% 
alginate and mixing it with the dried biomass. The mixture was then 
pumped into a crosslinking solution containing 5% boric acid and 1% 
CaCl2, resulting in beads with a 2–3 mm diameter. After immobilisation, 
a decrease in the mass transfer was observed, much like with the natural 
hydrogels mentioned in the previous section of the review. Once again, 
this issue was overcome by increasing oxygen supplementation using an 
oxygen-compressed bioreactor, improving GlycoA production not only 
for immobilised cells but also free cells. 

With the same approach Zhou et al. prepared PVA-alginate beads 
containing G. oxydans NL71 for the production of XA from xylose and 
overcame gas and mass transfer limitations with an appropriate biore-
actor (Zhou et al., 2019a). Repeated use of this immobilised preparation 
in 28-h cycles started with 200 g/L of xylose was tested, obtaining 
approximately 1,6 kg of XA after eight cycles. Additionally, the beads 
could be used in a continuous system that incorporates bipolar mem-
brane electrodialysis for obtaining XA instead of its sodium salt. With 
this approach, 329.2 ± 7.2 g/L of XA was accumulated in the electro-
dialysis acid chamber after 48 h. 

As a final example of a synthetic polymer for the immobilisation of 
Gluconobacter strains, a kind of two-component silicone material called 
RTV2, was recently used to immobilise G. oxydans ZJB16009 for 6-NSL 
production (Hu et al., 2020). The immobilisation process required the 
preparation of RTV2 cubes by a multi-step process that began with 
mixing the material with NaCl and activated carbon. The mixture was 
then passed through a 80 mesh sieve and kept still after a 10 min 
agitation to allow solidification. Afterwards, cubical particles of side 
2 mm were cut and washed in a pressurised water bath at 121 ◦C. The 
cubes were then aged by 1 mM H2SO4 for an hour and subsequently 
washed with water. After packing a bubble column bioreactor with the 
resulting particles, the bioreactor was sterilised and filled with sterile 
growth medium. Bacterial immobilisation was carried out by inocu-
lating a seed culture into the medium and culturing the system for 24 h 
at 30 ◦C. The growth medium was then removed and the packed cubes 
were washed with sterile water. Using this protocol an estimated 4.0 g 
DCW/L were loaded in the bioreactor. Bacterial cells could be reused in 
up to nine 36-h cycles of 6-NSL production, with one 12-h in-situ 
regeneration cycle every 3 production cycles. An average of 42.6 g/L 
of 6-NSL (83.1% conversion rate) was achieved in each cycle. 

2.1.3. Other organic immobilisation matrixes 
Hu et al. immobilised G. oxydans ZJB16009 on corn stover particles 

for 6-NSL production (Hu et al., 2019). The immobilisation strategy 
involved cell adsorption to the lignocellulosic material, with a similar 
protocol to that discussed in the previous section for RTV-2 immobili-
sation. As corn stover bagasse is a residue of corn production, it is a 
cheap feedstock to use as an immobilisation matrix, which also 
contributed to the biorefinery concept (Li et al., 2015). In these optimal 
conditions, the immobilised preparations could be reused up to 4 times, 
maintaining a residual activity above 70%. After 4 rounds, an average 
production of 44.2 ± 1.5 g/L of 6-NSL per cycle was achieved, corre-
sponding to a conversion rate of 88.4 ± 2.0%. 

2.1.4. Inorganic matrixes 
Several inorganic matrixes have also proven suitable for the immo-

bilisation of Gluconobacter strains. Hu et al. also used porous ceramic for 
immobilising G. oxydans ZJB09113 to produce DHA from glycerol (Hu 
et al., 2017). Three different porous ceramics were tested, with pore 
sizes of 30, 40 and 50 μm, achieving a 10 mm diameter maximum DHA 
production using ceramics with 40 μm pores. With this strategy, 
approximate 4.8 g/L of cells were immobilised. The optimum pH value 
selected was pH 4.5, as DHA production is favoured at low pH and there 
is less probability of contamination with other bacteria. Several aeration 
rates were tested and 1.2 vvm proved to be optimal for glycerol 
bioconversion. The authors discussed that the optimal aeration rate for 
resting free cells was higher than that for immobilised cells. This is an 
advantage of bacterial immobilisation in porous ceramic carriers, as gas 
dispersion is beneficiated, thus extending the residence time of air in the 
bubble column bioreactor. The production of DHA was studied in the 
optimised condition with different glycerol and urea feeding strategies. 
Continuous feeding of a glycerol and urea solution achieved the highest 
DHA concentration (177.2 ± 6.8 g/L). In these conditions the cells could 
be reused up to 12 times, with an average production of 96.4 ± 4.1 g/L 
per cycle, which translates to a conversion rate of 94.8 ± 2.2%. 

An in-depth analysis of the literature on immobilisation of Glucono-
bacter strains clearly demonstrates remarkable advantages of this tech-
nology for Gluconobacter-catalysed reactions. Improved operational 
stabilities and facilitation of downstream processing through easier 
separation from reaction media of the biocatalyst are the most common 
advantages although distinct improvements for specific reactions had 
been described. While the nature of the immobilisation matrix seems not 
to play a major role in the benefits provided by the heterogenisation of 
these bacteria so far, natural supports may prove advantageous in the 
future, when more comprehensive analyses of the sustainability of the 
processes are performed. 

Another common challenge that is still to be solved in the immobi-
lisation of Gluconobacter strains is caused by the inherent strict aerobic 
nature of these bacteria. This challenge moves forward the research on 
the field towards technological solutions that improve oxygen transfer 
limitations. Scientists have found solutions that are still to be perfected 
for improved productivities. We envision that immobilised preparations 
that successfully retain bacteria via for example covalent interaction 
between the outer membrane and an inert highly porous matrix, may be 
ideal for an optimal supply of oxygen to the bacteria during catalysis. 

Undoubtedly, more efficient biotransformation processes will 
necessitate a better understanding of the interaction between bacteria 
and support as it would guide the design of a new generation of Gluco-
nobacter immobilised preparations. For this reason, we believe it is 
essential to develop better characterization methodologies to provide 
information i.e., on the spatial distribution of the bacteria on the support 
or the molecules or chemical groups of the bacterial membrane involved 
in the crosstalk with the support (Betancor and López-Gallego, 2022). 

Finally, 3D printing has emerged as an enabling technology in 
immobilisation of biocatalysts and has not yet been applied to Gluco-
nobacter strains. The technology provides easy control of physical pa-
rameters of the support with high precision and is adaptable and 
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scalable. Moreover, it has the advantage of integrating bacteria with 
materials that are then printed with a la carte sizes and shapes for spe-
cific applications (Dimartino et al., 2022). Also, materials have been 
printed in shapes such as gyroids that ease oxygen transfer within the 
printed structures. 3D printing therefore could become a new trend in 
Gluconobacter immobilisation with significant advantages. 

2.2. Bioreactor selection 

As obligate aerobes, bacteria of the genus Gluconobacter tend to 
present limitations when used as biocatalysts in large-scale fermenta-
tions. The design of the bioreactor must consider the elevated oxygen 
demand of the bacteria. Moreover, when working with immobilised 
bacteria, it is common to encounter mass transfer limitations that hinder 
productivity. With a proper bioreactor design, these mass transfer lim-
itations could be overcome. In recent years, several reactor configura-
tions have been studied to obtain improved yields in a wide variety of 
Gluconobacter-catalysed biotransformations with both free and immo-
bilised cells (Fig. 3). 

2.2.1. Bubble column bioreactors 
Bubble column bioreactors have a very simple structure and count 

with no mechanical agitation. Both aeration and agitation are attained 
by gas sparging (Stanbury et al., 2017) (Fig. 3a). They are presented as a 
low-cost and low-energy consuming option for bioconversions with 
obligate aerobes. Recently, the technology was used by Hu et al. to 
produce DHA and 6-NSL with immobilised G. oxydans ZJB09113 (Hu 
et al., 2019; Hu et al., 2017). DHA production was carried out in a 
homemade bubble column bioreactor with a 2 L working volume (Hu 
et al., 2017). The height-to-diameter ratio of the fermenter was 6.0 and 
it included a sintered glass gas diffuser with pores ranging from 80 to 
120 μm. To maintain a temperature of 30 ◦C, water was circulated 
within an outer jacket, while pH was controlled manually, and poly-
ethylene glycol was added as an antifoaming agent. A water cooler 
condenser was added at the top of the reactor and sterile water was 
added as needed to avoid volume reduction due to evaporation. With 
this reactor configuration, several aeration rates were tested using 
porous ceramic immobilised G. oxydans as catalysts. An aeration rate of 
1.2 vvm allowed for maximum DHA yield. The authors proposed that the 
immobilisation carrier could benefit from gas dispersion, allowing for a 
larger air retention time, further contributing to achieve high pro-
ductivities with less air expenditure. 

For 6-NSL production, a 1 L homemade bubble column reactor with a 
height-to-diameter ratio of 6.0 was used (Hu et al., 2019). The gas 
diffuser was made of sintered glass with pores ranging from 80 to 
120 μm. The system was completed with a cooling jacket and a pH 

controlling system to maintain 15 ◦C and a pH of 5.5. Polyethylene 
glycol was added as an antifoaming agent. Aeration proved to be a key 
element for the production of the target compound and maintenance of 
bacterial fitness during the reaction. At aeration rates below 1 vvm, 6- 
NSL production was hindered revealing cell damage, as the immobi-
lised preparations could not be reused more than two times. An increase 
in aeration rate was accompanied by an increase in 6-NSL production, 
reaching a maximum at 2.5 vvm where the oxygen supply was sufficient 
for mixing and the biotransformation. This technology is a simple 
alternative to more complex reactors, allowing for high fluid circulation, 
as well as proving good mass and heat transfer with lower shedding 
stress. This last characteristic makes this kind of reactor especially 
suitable for use with immobilised bacteria. 

2.2.2. Airlift bioreactors 
Like bubble column bioreactors, airlift bioreactors are pneumatically 

agitated, relying only on the aeration rate for providing the oxygen 
needed for the biotransformation and mixing. The main difference be-
tween these types of bioreactors is that liquid circulation is achieved in 
the airlift bioreactors in addition to that caused by the bubble flow 
(Stanbury et al., 2017). A schematic representation of a concentric tube 
airlift bioreactor can be observed in Fig. 3b. As previously discussed in 
the immobilisation section of this review, Mihal’ et al. used immobilised 
and free biomass of G. oxydans NCIMB 8035 for the production of PAA 
from PEA utilising an internal loop airlift bioreactor (Mihaľ et al., 2017). 
In this case, results showed that the aeration rate only had a minor effect 
on the PAA production for immobilised cells. However, for free cells, 
aeration in the reactor had a significant impact on PAA production 
depending on the biomass concentration. In the conditions of the 
experiment, the final PAA concentration was approximately 9.3 g/L, 
30% higher than the one achieved with the immobilised preparation. 

2.2.3. Oxygen-compressed bioreactors 
Reactions with obligate aerobes require high oxygen environments 

that cannot be achieved most of the time simply by supplying air into a 
reactor. Replacing air with pure oxygen is the simplest way to achieve an 
oxygen-enriched environment (Hua et al., 2020b). However, due to the 
elevated cost of oxygen, this strategy becomes non-viable when working 
with open systems. Alternatively, the use of oxygen-compressed bio-
reactors for these biotransformations allows for oxygen-enriched envi-
ronments with high partial pressures that result in a high utilisation rate 
of oxygen for a fraction of the cost (Hua et al., 2020b) (Fig. 3c). Addi-
tionally, oxygen-compressed bioreactors eliminate the requirement for 
antifoaming agents due to the high pressures achieved inside the vessel, 
easing the collection of more pure end products (Zhou et al., 2019a). 
These bioreactors have been recently used for the production of sorbose, 

Fig. 3. Schematic representations of different types of bioreactors used for biotransformations catalysed by Gluconobacter strains.  
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acetoin, erythrulose and 3-hydroxypropionic acid (3-HPA) with 
G. oxydans NL71 free cells and GlycoA and XA with immobilised prep-
aration of this strain (Table 2). 

A clear example of the benefits of this technology with free and 
immobilised cells has been described by Hua et al. in the production of 
GlycoA from ethylene glycol. Reactions were carried out using free or 
PVA-alginate immobilised G. oxydans NL71 in three different reactor 
configurations: air-open stirred bioreactor, oxygen-open stirred biore-
actor and oxygen-compressed stirred bioreactor (Hua et al., 2019b). 
Initial experiments of GlycoA production were carried out in an air-open 
stirred bioreactor. From the results, it became evident that free cell 
catalysis was more efficient, as immobilised cells only reached a GlycoA 
yield of 41.3 g/L, meaning that 54% of the yield was achieved with free 
cells (76.5 g/L) in the same 48 h time frame. The dissolved oxygen (DO) 
level in the free cell experiment was lower in comparison with the 
immobilised cell experiment, indicating that the demand and con-
sumption of immobilised cells were lower than that of free cells due to 
mass transference problems. To improve the oxygen uptake, the glycolic 
acid biosynthesis was carried out in an oxygen-open stirred bioreactor 
with a pure‑oxygen feed rate of 0.5 vvm. In these conditions, not only 
did the glycolic acid production for both free and immobilised cells in-
crease (93.5 g/L and 66.9 g/L, respectively) but oxygen consumption 
was also increased. In both cases, the DO profile levels remained at 
nearly 35% during the biotransformation, meaning an improved mass 
transfer for the immobilised cells. However, since this oxygen supply 
strategy is unfeasible at a larger scale, the authors evaluated the use of 
an oxygen-compressed stirred bioreactor. The production of GlycoA 
with this reactor reached 63.3 g/L in 48 h, virtually the same yield 
achieved with the immobilised cells in the oxygen-open stirred biore-
actor but saving the oxygen consumption by a 40-fold. 

2.3. Biotransformation optimisation using design of experiments (DOE) 

Design of Experiments (DOE) is a valuable mathematical tool for 
process optimisation, as it allows for the identification of key variables 
in a certain process, their importance, and how to control them to 
achieve the best possible outcome (Lee, 2019). This approach differs 
from the classic one-variable-at-a-time approach (also known as OVAT) 
as its main idea is to design a series of experiments varying more than 
one factor at the time, executing the lesser number of experiments as 
possible (Veljković et al., 2019). DOE has been successfully applied for 
the optimisation of chemical processes, as well as for the optimisation of 
varied productive processes from diverse industries such as the auto-
motive, aerospace and electronics industries (Sethuramiah and Kumar, 
2016). Bioprocesses involving bio-based catalysts, be them whole cells, 
bacterial extracts, or purified enzymes, can also be the subject of opti-
misation by means of DOE. In these processes it is frequent to encounter 
a series of variables or factors that may be key to achieve greater results 
and some that are not that significative, in some cases interactions be-
tween factors can be observed, all of this affecting the final reaction 
yield. Examples of these factors are the different components of a re-
action media, the concentration of a certain cofactor or operational 
parameters like temperature, pH, agitation speed and aeration, among 
many others. 

The correct selection of the experimental design is a fundamental 
aspect in DOE as there are many to choose from, each of them with 
distinctive characteristics that adjust to different scenarios, and that 
produce information of different qualities. Among those experimental 
designs there are the more classical approaches, namely full factorial 
design, fractional factorial design or screening designs (Antony, 2014), 
or Response Surface Methodology (RSM) designs (Lee, 2019). A correct 
experimental design leads to a series of “runs” that have to be per-
formed, with the subsequent registration of their response, to then 
execute a statistical analysis that will render an optimal combination of 
factors. A typical set-up for a DOE experiment can be obtained with 
various statistical computer programs such as Design Expert, Minitab, 
JMP, Statgraphic Plus, SPSS, The R Project, Six Sigma, Unscrambler, 
NCSS, Cornerstone, SAS or S-Matrix (Azcarate et al., 2020; Wagner et al., 
2014). 

In particular, RSM is a collection of statistical techniques that can be 
used to model processes and determine the best combination of factors 
to achieve the highest response, generally providing more information 
than two-level factorial or fractional-factorial design, and employing 
lesser experiments than a three-level factorial design (Azcarate et al., 
2020; Wagner et al., 2014) (Fig. 4). Generally, these design methods are 
less laborious and time-consuming, translating into shorter analysis 
times and reduced experimental costs. Due to them being multilevel 
designs, responses can be fitted to quadratic or cubic equations, 
providing better models (Wagner et al., 2014). The most common RSM 
designs are Central Composite design (CCD) and Box-Behnken design 
(BBD), which mainly differ in the localization of the experimental points 
(Rakić et al., 2014), as CCD contains extreme factor combinations while 
BBD does not (Fig. 4). 

In this section of the review, we aim to highlight the vast potential of 
DOE as a tool for optimisation of Gluconobacter based bio-
transformations with a special focus on RSM, as this methodology is far 
from being well-known and applied as it should be (Azcarate et al., 
2020), despite its great potential. In the next sub-sections, different 
recent examples of RSM optimisation regarding Gluconobacter-catalysed 
biotransformations are summarised. 

2.3.1. Reaction media components optimisation 
RSM can be used for diverse purposes, for example, the optimisation 

of the reaction media composition of a certain biotransformation. 
Moghadami et al. have recently reported the use of RSM for the 
improvement of coenzyme Q10 (CoQ10) production by G. japonicus 
FM10 (Moghadami et al., 2021). For this, a five factor, five level CCD 

Table 2 
Production of various compounds using free and immobilised cells of G. oxydans 
NL71 in different types of stirred bioreactors.  

Product Cells Productivity (g/L.h) Ref 

Air- 
aerated 
open 
bioreactor 

Oxygen- 
aerated 
open 
bioreactor 

Oxygen 
compressed 
bioreactor 

Sorbose Free 
4.32 
(72 h) 

6.12 
(72 h) 

6.01 (72 h) 
(Zhou 
et al., 
2019d) 

XA 

Free 10.7 
(24 h) 

25.4 
(24 h) 

24.5 (24 h) 
(Hua 
et al., 
2020b) 

Immobilised 7.9 (24 h) 
11.7 
(24 h) 12.2 (24 h) 

(Hua 
et al., 
2020b) 

Free 1.59 
(48 h) 

– 1.95 (48 h) 
(Zhou 
et al., 
2019a) 

Immobilised 
0.86 
(48 h) – 1.39 (48 h) 

(Zhou 
et al., 
2019a) 

3-HPA Free – – 2.82 (24 h) 
(Hua 
et al., 
2020b) 

Erythrulose Free – – 14.78 (24 h) 
(Hua 
et al., 
2020b) 

GlycoA 

Free 
1.59 
(48 h) 

1.95 
(48 h) – 

(Hua 
et al., 
2019b) 

Immobilised 0.86 
(48 h) 

1.39 
(48 h) 

1.32 (48 h) 
(Hua 
et al., 
2019b) 

Acetoin Free 3.25 (30h) – 4.61 (36 h) 
(Zhou 
et al., 
2018b)  
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design was utilized to optimise the reaction medium composition. Sor-
bitol, yeast extract, peptone, KH2PO4, and MgSO4 were the selected 
factors, while dry cell weight (DCW) and CoQ10 concentration were 
chosen as responses. Using the Minitab 18.1 software, 30 experiments 
were designed, and their responses analysed. The highest CoQ10 con-
centration (3 mg/L) was obtained using the optimised media composi-
tion, which was 110 g/L of sorbitol, 25 g/L of yeast extract, 35 g/L of 
peptone, 0.5 g/L of KH2PO4 and 0.55 g/L of MgSO4. Interestingly, the 
authors found that the optimised medium to obtain the highest DCW was 
different, consisting of 90 g/L of sorbitol, 17.5 g/L of yeast extract, 35 g/ 
L of peptone, 0 g/L of KH2PO4, and 1.7 g/L of MgSO4, achieving a value 
of 6 g/L. Peptone was identified as the most important factor for CoQ10 
production, while sorbitol was found to be the most important factor to 
obtain high DCW. 

Another example of the application of RSM for reaction media 
optimisation was described by Noman et al. for the optimisation of 
riboflavin production by newly isolated G. oxydans FBFS97 (Noman 
et al., 2020). In this work the authors first used an eleven factor, two- 
level Plackett-Burman design (PBD) to evaluate the impact of eleven 
salts (FeSO4, FeCl3, KH2PO4, K2HPO4, MgSO4, ZnSO4, NaCl, CaCl2, KCl, 
ZnCl2 and AlCl3*6H2O) on the bioprocess. This experimental design is a 
standard screening design, able to detect large main effects that can be 
then used as factors in RSM. The PBD was obtained using the Minitab 18 
software. The measured response was riboflavin production (mg/L). The 
resulting model showed that K2HPO4 and CaCl2 had a significant posi-
tive impact in product formation, whereas the other salts had a negli-
gible or negative impact. Considering these results, the authors utilized 
the Design Expert 12 software to obtain a four factor, five level Central 
Composite Design (CCD) for RSM. In this case the factors were K2HPO4 
and CaCl2, along with fructose and tryptone, which were selected as the 
carbon and nitrogen sources for the reaction media based on previous 
experiments. 30 runs were performed, and riboflavin production was 
evaluated. The optimised media composition was fructose 25 g/L, 
tryptone 12.5 g/L, K2HPO4 9 g/L, and CaCl2 0.06 g/L, with a predicted 
riboflavin productivity of 23.2 mg/L. The model was then experimen-
tally validated, showing a 97.7% accuracy. The authors state that the 
results obtained through this optimization protocol surmount those 

obtained with other riboflavin producing strains. 

2.3.2. Operational parameters optimisation 
RSM can also be employed to optimise operational parameters to 

obtain high product yields in Gluconobacter-catalysed processes. In a 
recent work, He et al. used this approach to improve XA yields (He et al., 
2021). The bioconversion of xylose by G. oxydans NL71 in batch 
fermentation was analysed. Agitation, aeration and biomass concen-
tration were selected as the studied factors. The authors used the Design 
Expert 12 software to develop a three factor, three level Box-Behnken 
design. 15 experiments were carried out and the response, specific XA 
productivity (gXA/gbiomassh), was registered and evaluated. The opti-
mised values obtained by the model were: agitation speed 728 rpm, 
aeration rate 7 L/min, and biomass concentration 1.11 g/L. Using these 
optimised conditions, an experiment was carried out in the fermenter, 
reaching a specific XA productivity of 6.64 ± 0.20 gXA/gbiomassh, which 
is highly similar to that predicted by the model (6.74 gXA/gbiomassh). This 
specific XA productivity value is presented by the authors as one of the 
highest in comparison to other reports dealing with the same biotrans-
formation. Additionally, crude glycerol bioconversion to DHA was 
optimised by Dikshit et al. using immobilised G. oxydans MTCC 904 as a 
biocatalyst (Dikshit et al., 2017). A three factor, five level CCD was 
designed using the Minitab 15.1 software, comprising a total of 20 runs. 
The selected factors for optimisation were pH, temperature, and glycerol 
concentration, while the studied response was glycerol conversion (%). 
The optimised reaction parameters were pH 4.7, temperature 31 ◦C and 
crude glycerol concentration 20 g/L. Validation experiments were car-
ried out using the optimised conditions, obtaining a conversion of 
89.16%, a value that is close to the predicted value of 91.32%. 

Alternatively, RSM approaches can be used to optimise downstream 
processing. As an example, the purification and concentration of GlucA 
produced by G. oxydans NCIM-2095 was optimised by Pal et al. using 
this strategy (Pal et al., 2019). The biotransformation of glucose from 
sugarcane juice into GlucA was performed obtaining a high conversion 
yield (0.9 g/g). The product was then purified from the broth using an 
integrated membrane system. A four-factor, five-level CCD design was 
obtained using the Design-Expert 8.06 software. The selected factors 
were applied pressure, crossflow rate (CFR), pH, and initial GlucA 
concentration. The registered responses were GlucA permeation and 
glucose rejection. 30 experiments were designed and executed, and their 
responses analysed. The optimal parameters were determined to be 
applied pressure 12 bar, CFR 400 L/h, pH 4 and GlucA concentration 
40 g/L. In these conditions, the model predicted 86% GlucA permeation 
and 84% glucose rejection. Validation experiments were performed 
reaching values of 88% GlucA permeation and 85% glucose rejection, 
which are close to the predicted values obtained from the statistical 
model. The optimisation protocol of the downstream process allowed for 
the development of an efficient system that can effectively retain glucose 
to be recycled while yielding highly pure GlucA. 

3. Improvements through genetic modification 

Gluconobacter strains have many qualities that turn it into a potential 
synthetic biology relevant chassis. This microorganism can oxidise a 
great number of carbohydrates, alcohols and other relational com-
pounds, which can be further taken advantage of for potential metabolic 
engineering purposes (Voitechovič et al., 2020). Therefore, this section 
focuses on reviewing the different strategies used to perform genetic 
modification in Gluconobacter to generate strains with increased bio-
process efficiency. Schematic descriptions of the strategies that have 
been used for genetic modification of Gluconobacter strains in the las five 
years can be observed in Fig. 5. 

3.1. Random mutagenesis 

Random mutagenesis techniques are advantageous when working 

Fig. 4. Graphical representations of different experimental designs considering 
three factors. 
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with non-model organisms such as Gluconobacter strains, as there is no 
need to know their genomic backgrounds in depth to obtain mutants 
with enhanced phenotypes (Yu et al., 2020). Moreover, through these 
fairly simple techniques, large libraries of mutants can be constructed. 

3.1.1. Adaptive evolution 
A great tool to generate strains with a high production yield is 

adaptive evolution. This process submits the microorganism to an 
unfavourable environment forcing it to generate mutations to better 
adapt to the conditions in which its being cultured. Adaptive evolution 
has been successfully applied in Gluconobacter strains for the selection of 
mutants with better characteristics. Jin et al. intensified sugar utilisation 
from lignocellulose oxidation using an adaptive evolution approach (Jin 
et al., 2019a). They continuously alternated the medium with different 
hydrolysate inhibitors to develop more robust G. oxydans fermentation. 
After 420 days, a mutant that presented a 40-fold increase in the 
membrane-bound PQQ-dependent glucose dehydrogenase enzyme 
(mGlucDH) expression was obtained, in comparison to the parental 
strain. This enzyme is responsible for the conversion of lignocellulose- 
derived sugars to the corresponding sugar acids. 

More recently, a microbial microdroplet culture system (MMC) was 
used to achieve the adaptive evolution of Gluconobacter strains for the 
production of Vitamin C precursors L-Sorbose and 2-KLG. This system is 
an adaptive evolution platform based on microfluidics that can perform 
high throughput screening of mutants and automatically subculture 
those with a certain desired phenotype. Using this technology, Liu et al. 
reported the obtention of a G. oxydans WSH-004 mutant with increased 
D-sorbitol and high temperature tolerance, after 90 days (Liu et al., 
2021d). The G. oxydans MMC10 strain was able to grow at a 300 g/L D- 
sorbitol concentration and can perform its oxidation at 37 ◦C. A genomic 
analysis of the adapted strain showed that it presented mutations related 
to translation, amino acid and nucleotide metabolism, carbohydrate 
metabolism, and energy metabolism. Based on these findings, Li et al. 
used the MMC technology to improve 2-KLG tolerance during this 
compound’s production using G. oxydans MMC3 (Li et al., 2022). Before 
the adaptive evolution process G. oxydans MMC3’s growth was severely 
impaired in the presence of concentrations above 60 g/L of 2-KLG, 
reaching maximum OD600nm values of 2. After 45 days of adaptive 
evolution, the strain G. oxydans 2-KLG5 was obtained. This 2-KLG 
tolerant strain presented OD600nm values above 4 and an increased 2- 

Fig. 5. Genetic engineering strategies for Gluconobacter used in the last five years.  
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KLG titre of 7.68 g/L, which was higher than the 5.60 g/L obtained 
previously with the G. oxydans MMC 3 in the same conditions. 

Adaptive evolution has proven to be successful method to generate 
strains that can achieve high product yields and are adapted to unfav-
ourable environments. However, despite of the fact that new technolo-
gies are allowing for more efficient and time saving evolution processes, 
these protocols might still take a considerable amount of time. An 
alternative to this approach is the implementation of radiation induced 
mutagenesis. 

3.1.2. Radiation induced mutagenesis 
Radiation induced mutagenesis is an effective genetic modification 

technique to generate mutants with biotechnological applications. This 
method involves induced mutation by irradiation, followed by the se-
lection of mutants with the desired characteristics. Ke et al. exposed 
G. oxydans ZJB-605 to UV radiation with the aim of generating a strain 
with improved membrane-bound D-sorbitol dehydrogenase (mSlDH) 
catalytic activity for 6-NSL production (Ke et al., 2018). A mutant strain 
(G. oxydans ZJB16009) was obtained, presenting a 1.5-fold catalytic 
activity improvement and an increase of 33.6% in the production of 6- 
NSL in a 5 L stirred bioreactor using resting cells. Furthermore, Zhu 
et al. used the UV-mutagenesis technique to obtain G. oxydans DSM 2003 
mutants with different 3-HPA production abilities (Zhu et al., 2018). 
Through advanced transcriptional analysis of the mutants the authors 
were able to determine that the mAlDH and mADH enzymes are 
responsible for 3-HPA production in G. oxydans DSM 2003. These find-
ings allowed the authors to successfully generate two mutant strains. 
One strain overexpressing the genes adhAB that codes for two subunits 
of mADH (G. oxydans DSM 2003/adhAB) and other strain over-
expressing aldh that codes for mAlDH (G. oxydans DSM 2003/aldh). The 
mutants were generated using a plasmid-based expression system (the 
utilisation of these systems is reviewed in a later section). 3-HPA pro-
duction reached 45.8 g/L when the mutant strains were mixed at a 1:2 
cell density ratio (G. oxydans DSM 2003/adhAB:G. oxydans DSM 2003/ 
aldh). 

In a recent work, Liu et al. described a protocol for sequential 
mutagenesis, combining 60Co-γ irradiation and microwave treatment 
(Liu et al., 2020a). This irradiation protocol, combined with a high- 
throughput screening method based on Fehling’s reagent was success-
fully used for the obtention of a G. oxydans ZJB-605 mutant with a high 
mSlDH activity. The mutant strain G. oxydans H-8 was then successfully 
used for the production of miglitol precursor 6-NSL. The newly devel-
oped strain could produce 64.3 ± 2.2 g/L of 6-NSL from 70 g/L of the 
substrate (N-2-hydroxyethyl glucamine), while the parental strain only 
produced 48.1 ± 1.3 g/L of 6-NSL. A study of gene expression by qPCR 
revealed that the genes sldBA, encoding mSLDH, were upregulated in the 
mutant strain. Additionally, two genes of the pqqABCDE-tldD gene 
cluster, pqqB and pqqC were also significantly upregulated in G. oxydans 
H-8. These genes are related to mSLDH’s co-factor pyrroloquinoline 
quinone (PQQ) biosynthesis. 

Irrespective of the approach used, randomly induced mutagenesis is 
a fast and efficient way to generate strains with particular characteris-
tics. However, these methodologies necessitate high-throughput 
screening methodologies to be successful (Watanabe et al., 2018). On 
the contrary, rational approaches, although more conservative, can take 
advantage of the latest developments in rational plasmid and genome 
engineering techniques described in the next sections. 

3.2. Rational plasmid and genome editing 

Genetic engineering tools allow for the rational design of new bac-
terial strains to use as microbial cell factories in green and sustainable 
processes. In contrast with random mutagenesis, rational genetic engi-
neering facilitates the obtention of mutant strains in a less time- 
consuming way, while eliminating, as mentioned before, the need for 
high-throughput screening methods. Due to the industrial importance of 

Gluconobacter strains, the study of their genome and metabolism has 
increased significantly in the last years, elucidating new metabolic 
pathways and determining the role of key enzymes that constitute 
possible targets for genetic engineering purposes (Chen et al., 2022; 
Kataoka et al., 2022; Kataoka et al., 2021; Liu et al., 2019; Miao et al., 
2017; Noman et al., 2020; Wan et al., 2017; Zhao et al., 2022; Zhu et al., 
2018). Nonetheless, genetic engineering tools for Gluconobacter strains 
are still scarce in comparison to the ones available for other organisms. 
In this section of the review, a compendium of this tools is presented, 
accompanied by examples of their application in biotransformations. 

3.2.1. Toolkit for rational genetic modification in Gluconobacter strains 
Several plasmidic vectors have been successfully used in Glucono-

bacter strains to confer new phenotypes or alter gene expression 
(Table 3). For protein expression, the most widely used family of 
backbone vectors is the pBBR1 family and its derivatives, which have 
been known for years as broad-host-range shuttle vectors that can 
replicate in both Gluconobacter and E. coli (Kovach et al., 1995). How-
ever reliable, this family of vectors was not conceived for application on 
Gluconobacter strains, and it may result in low to medium copy numbers. 
Recently, a new set of shuttle vectors for Gluconobacter strains have been 
developed by Liu et al. by incorporating sequences of replication pro-
teins obtained from endogenous G. oxydans plasmids (Liu et al., 2021c). 
In the work, different new backbone plasmids are described, with 
different resistance genes and different copy numbers ranging from low 
to high, constituting a very valuable contribution to the field of rational 
genetic modification in Gluconobacter strains. 

Concerning suicide plasmids for genomic integration, the most used 
vectors are derivative of pk18mob and pk19mob (Battling et al., 2020; 
Kataoka et al., 2022; Qin et al., 2021b; Yan et al., 2018). Within these 
plasmids, the most frequently used counter-selection markers are the 
upp, codA and sacB genes, which confer susceptibility to 5-fluorouracil, 
5-fluorocytosine and sucrose, respectively (Battling et al., 2020; Hoff-
mann et al., 2020; Qin et al., 2021b). 

Whether using plasmid vectors for gene overexpression or for 
genomic operations that require integration, the selection of the anti-
biotic resistance marker is of paramount importance when working with 
Gluconobacter strains. The vast number of strains that comprise this 
bacterial genus tend to present natural resistance for a series of 
commonly used antibiotics, hindering selection processes. As an 
example, Liu et al. assessed the growth of five different strains of the 
species G. oxydans on agar plates containing different concentrations of 
gentamicin, ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, tetracycline 
and kanamycin (Liu et al., 2021c). The results showed that while all 
strains where susceptible to streptomycin, kanamycin and tetracycline, 
none of them were susceptible to chloramphenicol and only some of 
them were susceptible to ampicillin and gentamicin. Therefore, it is 
recommended to assess the antibiotic susceptibility of the selected 
working strain before designing genetic constructions. 

Promoter selection is another key aspect to consider when designing 
genetic constructions. In Table 4 we summarised promoters of different 
origins and strengths that have been recently used in various Glucono-
bacter strains for different genetic operations. While some strong E. coli 
promoters like PtufB have successfully been employed in Gluconobacter 
strains in the past (Saito et al., 1997), it is not uncommon to find those 
who do not perform as well outside their natural host. To avoid sub-
optimal promoter performances, it is important to identify natural 
promoters of Gluconobacter strains, further expanding the genetic tools 
available for this bacterial genus. Consequently, we would like to 
highlight the work of Chen et al., who in a recent work described a large 
amount of natural promoters of G. oxydans WSH-003 obtained by RNA- 
seq (Chen et al., 2021). In the work, the authors describe a new strong 
promoter (P2703) that presents a three-fold of the activity of P264, a well- 
known promoter of Gluconobacter strains. Additionally, two shuttle 
promoters were described (P0943 and P3022), suitable for expression in 
strains of both E. coli and Gluconobacter. 
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Table 3 
Backbone plasmids used in Gluconobacter strains for genetic modification.  

Backbone plasmid* Derived from Selection 
marker 

Copy number Counter 
selection 
marker 

Functionality Strains in which it was used 

pBBR1MCS-2 pBBR1MCS Kanamycin Low - medium – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H ΔhsdR (Herweg et al., 2018;  
Hoffmann et al., 2020; Siemen et al., 2018), 
G. oxydans 621H ΔhsdR ΔtolB (Siemen et al., 2018), 
G. oxydans KCTC 1091 (Kim et al., 2019), G. albidus 
LMG 1768 (Hoffmann et al., 2020), G. japonicus 
LMG 26773 (Hoffmann et al., 2020), G. oxydans 
Δmgdh::fdh (Hoffmann et al., 2020), G. japonicus 
LMG 1417 (Hövels et al., 2020), Gluconobacter sp. 
CHM43 (Habe et al., 2021), Gluconobacter sp. TORI4 
(Habe et al., 2021) 

pBBR1MCS-4 pBBR1MCS Ampicillin Low - medium – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. frateurii TORI4 (Yakushi et al., 2018), G. oxydans 
NBRC3244(Nakamura et al., 2021) 

pBBR1MCS-5 pBBR1MCS Gentamicin Low - medium – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H(Tan et al., 2019), G. oxydans ZJB- 
605 (Ke et al., 2019b), G. oxydans NL71(Shen et al., 
2020), G. oxydans H-8 (Liu et al., 2021a), G. oxydans 
H24 (Wang et al., 2019), G. oxydans DSM 2003 (Zhu 
et al., 2018), G. oxydans DSM 2003 △adhA (Zhu 
et al., 2018), G. oxydans DSM 2003 △aldh (Zhu 
et al., 2018) 

pK18mobSacB Pk18mob Kanamycin Does not replicate 
in Gluconobacter 

sacB gene Suicide vector 
(integration) 

G. oxydans 621H(Qin et al., 2021b; Yan et al., 
2018), G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans ATCC 9937 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0110 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0049 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans WSH-005 (Qin et al., 2021b) 

p2–5  Kanamycin  – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003(Qin et al., 2021a), (Chen et al., 
2021) 

pAJ63a pk18mobGII Kanamycin 
Does not replicate 
in Gluconobacter 

upp gene 
Sucide vector 
(integration) 

G. oxydans IK003.1(Battling et al., 2020) 

pKOS6b pAJ63a Kanamycin Does not replicate 
in Gluconobacter 

codA gene Suicide vector 
(integration) 

G. frateurii CHM43 (Yakushi et al., 2018), 
G. oxydans 621H ΔhsdR (Hoffmann et al., 2020) 

pGUC pUC18 Ampicilllin  – 
Expression 
(shuttle vector) G. oxydans WSH-003 (Gao et al., 2020) 

P13-Tet 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-3 Tetracycline Medium – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c; Liu et al., 
2022) 

pk19A pK19mobsacB Ampicillin Does not replicate 
in Gluconobacter 

sacB gene Suicide vector 
(integration) 

G. japonicus NBRC 3271 (Kataoka et al., 2022) 

pSHO8 pBBR1MCS-4 Ampicillin  – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. japonicus NBRC 3271 (Kataoka et al., 2022) 

pBBR-35 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

pBBR-10 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

pBBR-R35 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

pBBR-R10 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

pBBR-3510 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

pBBR-R3510 pBBR1MCS-5 Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

P1-kana 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 Kanamycin Medium – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P2-kana pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 

Kanamycin Low – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

p3-kana 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 Kanamycin High – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P4-kana 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 Kanamycin Low – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P5-kana pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 

Kanamycin Low – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P11-kana 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 Kanamycin Medium – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P12-kana pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 

Kanamycin Medium – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

(continued on next page) 

M. Ripoll et al.                                                                                                                                                                                                                                  

299



Biotechnology Advances 65 (2023) 108127

15

Until recently, only promoters suitable for constitutive gene 
expression were available for this bacterial genus. Fortunately, some 
recent works describe inducible expression systems that can be suc-
cessfully implemented in Gluconobacter strains, based on the AraC-Para-

BAD, TetR-Ptet and LuxR-Plux systems (Bertucci et al., 2022; Fricke et al., 
2021b; Fricke et al., 2020). Fricke et al. reported a tunable expression 
system for G. oxydans 621H based in AraC- ParaBAD, with an extremely 
low expression in the absence of the inductor arabinose. With this sys-
tem, up to a 480-fold induction could be achieved, which could also be 
tuned down varying the concentration of arabinose (Fricke et al., 2020). 
In another work, the same group described another tuneable system 
based on the TetR-Ptet system (Fricke et al., 2021b). In this opportunity 
an induction of up to a 3500-fold was described, which could be tuned 
down with varying concentration of anhydrotetracycline. Additionally, 
in a very recent work, Bertucci et al. described two different inducible 
expression systems for G. oxydans 621H, based on TetR-Ptet and LuxR- 
Plux (Bertucci et al., 2022). While the system based in LuxR-Plux could 
not be tuned by varying the concentration of AHS, the authors suggest 
that it can be used successfully as an on/off system, presenting relatively 
low induction ratios of about a 4-fold. In the same work, the authors also 
present two alternative tunable systems based on TetR-Ptet. While one of 
the genetic arrangements of TetR-Ptet system presented only up to a 19- 
fold induction, a bicistronic arrangement in which the induced gene and 

the TetR repressor gene were controlled by the Ptet promoter showed 
better results. With this configuration, the induction ratio was up to 
more than a 3000-fold and the leakiness was significantly reduced. 

To ensure optimum protein translation, a careful selection of the 
ribosome binding site (RBS) and its location in relation to the position of 
the start codon must be conducted. In Table 5 a compilation of recently 
reported RBS for Gluconobacter strains is presented. A fairly current 
RNA-seq study of G. oxydans 621H genome revealed a consensus motif 
(AGGAG) that was present in 94% of the analysed sequences (Kranz 
et al., 2018), this data was also further corroborated by Chen et al. in a 
more recent work (Chen et al., 2021). Moreover, Kranz et al. determined 
that the RBS sequences were mainly located 3–14 nt away from the start 
codon, suggesting an optimum spacer length of 7–8 nucleotides. Addi-
tionally, the authors single out ATG as the preferred initiation codon 
(84%). In a work by Mientus et al., the promoter regions of different 
membrane-bound dehydrogenases were studied and five more different 
RBS sequences were found (Mientus et al., 2017). 

To complete this toolkit, transcriptional terminators need to be 
addressed. Frequently, the design of genomic constructs requires more 
than one terminator. It is important to rely on a set of different termi-
nation sequences to prevent homologous recombination events that 
might take place if the same terminator is used more than once (Teh 
et al., 2019). The sequences of some transcription terminators that have 

Table 3 (continued ) 

Backbone plasmid* Derived from Selection 
marker 

Copy number Counter 
selection 
marker 

Functionality Strains in which it was used 

P13-kana pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 

Kanamycin Medium – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c), G. oxydans 621H (Liu et al., 2021c) 

P14-kana 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 Kanamycin High – 

Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.04,9 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c) 

P15-kana pMD19-T, 
pBBR1MCS-2 

Kanamycin High – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c), G. japonicas 
1.49 (Liu et al., 2021c), G. cerinus 1.110 (Liu et al., 
2021c) 

P5-amp 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-4 

Ampicilin Low – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c) 

P3-gm pMD19-T, 
pBBR1MCS-5 

Gentamicin High – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c) 

P14-sm 
pMD19-T, 
pBBR1MCS-6 Streptomycin High – 

Expression 
(shuttle vector) G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c) 

pBBR1MCS-5-TgdhM- 
tetR-Ptet-RBS-gene- 
TBBa_B1002-T0028 

pBBR1MCS-5 Gentamicin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Fricke et al., 2021b) 

pBBR1MCS-5- araC- 
PBAD-MCS 

pBBR1MCS-5 Gentamicin  – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Fricke et al., 2021b) 

pMM4a pEXGOX-K Kanamycin  – 
Expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans BP.9 (Mientus et al., 2017) 

pLUX0169-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pLUX452-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pLUX264-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pTET0169-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pTET452-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pTET264-gene pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

pBICISTRON pBBR1MCS-2 Kanamycin  – 
Inducible 
expression 
(shuttle vector) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022)  

* The word “gene” was added to the name of some plasmids that are intended for expression of different genes but are presented in literature with a name that 
includes the gene that was being expressed in that particular work. 
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Table 4 
Promoters used in Gluconobacter strains.  

Promoter Type Strength Sequence Source Strains in which it was used (ref) 

PtufB Constitutive Strong  Genomic DNA of G. oxydans 621H, 
elongation factor TU 

G. oxydans 621H(Tan et al., 2019) 

PtufB Constitutive Strong  
Promoter of elongation factor TU from 
G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) G. oxydans DSM2003 (Mao et al., 2022) 

PtufB Constitutive Strong (Qin et al., 2021b) Promoter of elongation factor TU from 
G. oxydans WSH-003 

G. oxydans H24 (Wang et al., 2019), G. oxydans WSH- 
003(Chen et al., 2021; Gao et al., 2020; Qin et al., 
2021b) 

Plac 
Constitutive (en los pbbr 
porque no hay represor)  

Caacatacgagccgg 
aagcataaagtgtaaa Promoter from E. coli lac operon 

G. frateurii TORI4 (Yakushi et al., 2018), G. oxydans 
NL71 (Shen et al., 2020), Gluconobacter sp. CHM43 ( 
Habe et al., 2021), Gluconobacter sp. TORI4 (Habe 
et al., 2021), G. oxydans NBRC3244(Nakamura et al., 
2021) 

P264 Constitutive Strong  
Putative constitutive promoter for the 
gene gox0264 from G. oxydans 621H ( 
Chen et al., 2021) 

G. oxydans 621H(Bertucci et al., 2022; Fricke et al., 
2020), G. oxydans 621H ΔhsdR(Herweg et al., 2018;  
Hoffmann et al., 2020; Siemen et al., 2018), 
G. oxydans 621H ΔhsdR ΔtolB (Siemen et al., 2018), 
G. oxydans IK003.1 (Battling et al., 2020), G. albidus 
LMG 1768(Hoffmann et al., 2020) G. japonicus LMG 
26773 (Hoffmann et al., 2020) G. oxydans Δmgdh::fdh 
(Hoffmann et al., 2020), G. japonicus LMG 1417 ( 
Hövels et al., 2020), G. oxydans WSH-003 (Chen 
et al., 2021) 

Pgmr, Constitutive   pBBR1MCS-5 (promoter for Gentamicin 
resistance) 

G. oxydans 621H(Tan et al., 2019) 

Pglp1 Constitutive   Native GlpF aquaporin promoter in 
G. oxydans 621H 

G. oxydans 621H(Tan et al., 2019) 

Pglp2 Constitutive   
Native GlpF aquaporin promoter in 
G. oxydans 621H G. oxydans 621H(Tan et al., 2019) 

Pgdh Constitutive   
genomic DNA of G. oxydans 621H (native 
promoter of glycerol dehydrogenase) G. oxydans 621H(Tan et al., 2019) 

Plux Inducible by AHL   Promoter from the Lux cassette from 
Vibrio fischeri 

G. oxydans H24 (Wang et al., 2019), G. oxydans 621H 
(Bertucci et al., 2022) 

P116 Constitutive  
(Qin et al., 2021b,  
Qin et al., 2021a) 

Obtained from G. oxydans WSH-003 
genome 

G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021b, Qin et al., 
2021a), G. oxydans ATCC 9937 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0110 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0049 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans WSH-005 (Qin et al., 2021b), G. oxydans 
621H (Qin et al., 2021b) 

P112 Constitutive  (Qin et al., 2021b,  
Qin et al., 2021a) 

Obtained from G. oxydans WSH-003 
genome 

G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021b, Qin et al., 
2021a), G. oxydans ATCC 9937 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0110 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans CGMCC 1.0049 (Qin et al., 2021b), 
G. oxydans WSH-005 (Qin et al., 2021b), G. oxydans 
621H (Qin et al., 2021b) 

P114 Constitutive  
(Qin et al., 2021b,  
Qin et al., 2021a) 

Obtained from G. oxydans WSH-003 
genome 

G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021b, Qin et al., 
2021a) 

Pamp+tufB Constitutive  (Qin et al., 2021b) AmpR promoter + pTufB from G. oxydans 
WSH-003 

G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021b) 

Pghp0169 Constitutive Strong  
Promoter of hypotetical protein from 
G. oxydans DSM 2003 (Ke et al., 2019b) 
and G. oxydans 621H (Chen et al., 2021) 

G. oxydans ZJB-605 (Ke et al., 2019b), G. oxydans H-8 
(Liu et al., 2021a), G. oxydans WSH-003(Chen et al., 
2021), G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022) 

Patse Constitutive    G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021a) 

P3022 
Constitutive, shuttle 
promoter 

Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of L-sorbose reductase from 
G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

Pdnak Constitutive Strong   G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P1653 Constitutive Medium (Chen et al., 2021) 
Promoter of hypothetical protein 
B932_1653 from G. oxydans WSH-003( 
Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0804 Constitutive Medium (Chen et al., 2021) 
Promoter of protein translocase subunit 
SecE from G. oxydans WSH-003 (Chen 
et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0647 Constitutive Medium (Chen et al., 2021) 

Promoter of 
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 
from G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0205 Constitutive Medium (Chen et al., 2021) 
Promoter of outer membrane protein 
from G. oxydans WSH-003(Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P1295 Constitutive Weak (Chen et al., 2021) 

Promoter of hypothetical protein 
B932_1295 
From G. oxydans WSH-003(Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0327 Constitutive Weak (Chen et al., 2021) 
Promoter of transketolase from 
G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

(continued on next page) 
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recently been used in Gluconobacter strains are presented (Table 6). 
In the next sections of this review, several examples of genetic 

modifications of Gluconobacter strains are discussed, focusing on the 
improvement of biotransformations. 

3.2.2. Genetic engineering using plasmid-based expression systems 
Plasmid-based expression systems are the most popular form of ge-

netic modification for prokaryotic hosts, due to their easy genetic 
manipulation. Genetic constructs based on shuttle vectors are usually 
ensembled and enriched using an E. coli strain as a host and then 
delivered to a Gluconobacter strain, either by electroporation or conju-
gation by triparental mating, which are the most widely used plasmid 
delivery technologies for this genus (Hövels et al., 2020; Schweikert 
et al., 2021; Shen et al., 2020; Zou et al., 2017). By incorporating 
expression plasmids, several strains of Gluconobacter have been 
enhanced, improving the production yields in a wide variety of bio-
transformations. To that aim, the overexpression of both homologous 
and heterologous genes has been carried out. 

Several examples can be found in the literature concerning the 

overexpression of key endogenous enzymes, which are directly respon-
sible for the biotransformation of certain substrates into value-added 
compounds in Gluconobacter strains. Mainly, they cover the over-
expression of the characteristic membrane-bound dehydrogenases that 
oxidise sugars, polyols and alcohols into ketones, aldehydes, and organic 
acids. For example, Mao et al. overexpressed the membrane-bound 
glucose dehydrogenase in G. oxydans DSM2003, responsible for the 
oxidation of xylose into XA (Mao et al., 2022). The mutant strain not 
only presented a high XA production from xylose (588.7 g/L) and from 
corn stover hydrolysate (CSH) without biodetoxification (246.4 g/L), 
but also showed an increased tolerance to common inhibitors present in 
CSH like 5-hydroxymethyl furfural, furfural and formic acid. In another 
work, Ke et al. overexpressed the endogenous sldBA gene cluster, which 
codes for two subunits that comprise the mSLDH enzyme in G. oxydans 
ZJB-605, to enhance 6-NSL production (Ke et al., 2019b). By over-
expressing this enzyme and adding certain amino acids that improve 
PQQ biosynthesis during growth, a cumulative 6-NSL titre of 184.28 g/L 
was achieved after three repeated batches of the biotransformation 
process, using mutant resting cells as a catalyst. Analogously, Tan et al. 

Table 4 (continued ) 

Promoter Type Strength Sequence Source Strains in which it was used (ref) 

P1142 Constitutive Weak (Chen et al., 2021) 
Promoter of flagellar hook protein FlgE 
from G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0991 Constitutive Weak (Chen et al., 2021) 

Promoter of hypothetical protein 
B932_0991 
From G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0943 Constitutive, shuttle Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of bacterioferritin from 
G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P2038 Constitutive Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of hypothetical protein 
B932_2038 from G. oxydans WSH-003 ( 
Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P2057 Constitutive Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of stress response protein CsbD 
from G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P2564 Constitutive Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of RNA polymerase sigma-E 
factor (sigma-24) protein 2 from 
G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P0365 Constitutive Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of hypothetical protein 
B932_0365 from G. oxydans WSH-003 ( 
Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021) 

P2703 Constitutive Strong (Chen et al., 2021) 
Promoter of hypothetical protein 
B932_2703 from G. oxydans WSH-003 
(Chen et al., 2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021; Liu et al., 
2022), G. oxydans MD-16 (Liu et al., 2022) 

P0295 Constitutive Strong (Chen et al., 2021), ( 
Liu et al., 2021c) 

Promoter of 30S ribosomal protein S4 
from G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 
2021) 

G. oxydans WSH-003 (Chen et al., 2021; Liu et al., 
2021c) 

Pvhb Constitutive   Promoter of Vitreoscilla hemoglobin gene 
(VHb) (Liu et al., 2022) 

G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2022), G. oxydans 
MD-16 (Liu et al., 2022) 

PadhAB Constitutive Strong  

Promoter for the adhAB gene of 
G. oxydans ATCC 621H (Kataoka et al., 
2022; Kim et al., 2019; Mientus et al., 
2017) 

G. japonicus NBRC 3271 (Kataoka et al., 2022), 
G. oxydans 621H Δupp Δ2567–9(Mientus et al., 
2017), G. oxydans BP.9 (Mientus et al., 2017), 
G. oxydans KCTC 1091 (Kim et al., 2019) 

P1 Constitutive  (Liu et al., 2021c)  G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c) 
P2 Constitutive  (Liu et al., 2021c)  G. oxydans WSH-003 (Liu et al., 2021c) 

Ptet, 
Inducible by 
anhydrotetracycline  

(Fricke et al., 2021b) Native promoter of tetR gene (Fricke 
et al., 2021b) 

G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022; Fricke et al., 
2021b) 

PBAD Inducible by arabinose   Promoter from the AraC-ParaBAD system 
from the E. coli K12 derivative MC4100 

G. oxydans 621H (Fricke et al., 2021b, Fricke et al., 
2020), G. oxydans BP.6 (Fricke et al., 2020) 

Pidh, Constitutive Strong  
Promoter of inositol dehydrogenase 
(GOX1857) from G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017) 

G. oxydans 621HΔupp Δ2567–9 (Mientus et al., 2017) 

PsldAB Constitutive   
Promoter of polyol dehydrogenase 
(GOX0854–5) from G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

Pgldh Constitutive   
Promoter of gluconate-2 dehydrogenase 
(GOX1230–2) from G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

Psdh Constitutive   
Promoter of sorbitol dehydrogenase 
(GOX2094–7) from G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

P452 Constitutive Medium   G. oxydans 621H (Bertucci et al., 2022)  
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studied if the combined overexpression of the sldBA gene cluster and the 
glycerol transporter GlpFp could increase DHA production from glycerol 
using G. oxydans 621H (Tan et al., 2019). The authors observed an 
improved growth and glycerol tolerance when GlpFp was overexpressed 
alone, but a decrease in DHA production. Alternatively, the over-
expression of GlycDH (also known as mSlDH) resulted in a 13% increase 
in DHA production. However, when both genes were overexpressed at 
the same time, the DHA titre was lower than that achieved with the wild- 
type strain. It was understood by the authors that GlpFp overexpression 
improved glycerol uptake, which concomitantly increased bacterial 
growth as more glycerol could be metabolised in the cytoplasm. Inevi-
tably, less glycerol could be converted to DHA, regardless of a proven 
augmented GDH activity. However, these findings could be further 
applied to the design of high-growth strains using glycerol as a carbon 
source for application in other biotransformations. 

In some cases, the overexpression of endogenous genes different 
from the characteristic Gluconobacter membrane-bound dehydrogenases 
can aid in bettering biotransformations yields. 

For instance, the overexpression of levansucrase LevS1417 can 
improve levan formation in G. japonicus LMG 1417 (Hövels et al., 2020). 

Table 5 
RBS used in Gluconobacter strains.  

RBS sequence Source Strains in which it 
was used 

AGGAG Consensus motif of 
ribosome binding sites in 
G. oxydans 621H (Chen 
et al., 2021; Kranz et al., 
2018) 

G. japonicus LMG 
1417 (Hövels et al., 
2020), G. oxydans 
IK003.1 (Battling 
et al., 2020) 

AGGAGA Artificial Shine-Dalgarno 
sequence (Fricke et al., 
2020) 

G. oxydans 621H ( 
Fricke et al., 2020) 

AAAGG Downstream from 
promoter region of 
alcohol dehydrogenase 
(GOX1067–8) from 
G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

GGAGG Downstream from 
promoter region of 
inositol dehydrogenase 
(GOX1857) from 
G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017) and 
Downstream from 
promoter region of 
polyol dehydrogenase 
(GOX0854–5) from 
G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

GGAGA Downstream from 
promoter region of 
gluconate-2 
dehydrogenase 
(GOX1230–2) from 
G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

GAAAG Downstream from 
promoter region of D- 
lactate dehydrogenase 
from G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

GAAGA Downstream from 
promoter region of 
sorbitol dehydrogenase 
(GOX2094–7) from 
G. oxydans 621H ( 
Mientus et al., 2017)  

AAAGAGGAGAAA RBS BBa_B0034 from 
iGEM parts library 

G. oxydans 621H ( 
Bertucci et al., 2022) 

AAAGCCGAGAAAGGTACCGC Moderate strength RBS ( 
Hensel, 2017) 

G. oxydans 621H ( 
Bertucci et al., 2022)  
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This enzyme is extracellular and prefers sucrose as a substrate. The 
mutant strain presented a 2.5-fold increase in levansucrase activity in 
the supernatant, in comparison to the supernatant corresponding to the 
wild-type strain, improving the space-time yield of the conversion. Also, 
production yields could be enhanced by overexpressing endogenous 
accessory proteins that are not directly involved in converting a sub-
strate into the product of interest. As an example, Shen et al. overex-
pressed the trx gene in G. oxydans NL71 to improve XA production from 
xylose (Shen et al., 2020). This gene codes for thioredoxin, a protein 
responsible for maintaining the redox equilibrium in cells. The authors 
argue that during XA production from treated lignocellulosic biomass, 
the presence of inhibitors such as formic acid, furfural or p-hydrox-
ybenzaldehyde (PHBA) impairs G. oxydans activity. By overexpressing 
thioredoxin, the oxidative activity of the bacteria could be improved, 
enabling higher XA yields. While the overexpression of thioredoxin had 
a detrimental effect in XA production in the presence of furfural, an 
increase of productivity was observed for the mutant strains in the 
synthetic xylose media containing formic acid and PHBA. Increases of 
17% and 7% in XA production were observed in the presence of the 
former and the latter, respectively. 

Oftentimes the localisation of key enzymes, either by changing their 
cellular compartment location or their proximity to other enzymes 
within the same cellular compartment, could be improved by means of 
genetic modification facilitating the occurrence of certain reactions. 
There are a few recent examples of this technique in Gluconobacter- 
catalysed biotransformations. Zou et al. improved L-erythrose produc-
tion from erythritol in G. oxydans DSM2003 by improving the location of 
cytoplasmic L-ribose isomerase (L-RI) in relation to mSlDH, the two 
enzymes involved in this synthesis (Zou et al., 2017). By linking these 
two enzymes capitalizing on the protein− peptide interactions of the 
PDZ domain and PDZ ligand, which were fused to each enzymatic 
structure, its spatial proximity was reduced and the L-erythrose yield 
was improved. This strategy presented a 1.4-fold increase in produc-
tivity. Bacterial cells that overexpressed the enzymes with the self- 
assembly system produced 23.5 g/L of L-erythrose, compared to the 
control cells that only overexpressed L-RI, which yielded just 17.2 g/ L of 
the product in the same lapse. 

The combination of these co-localisation strategies with the expres-
sion of exogenous genes can establish new artificial cascades. For 
example, Gao et al. designed a G. oxydans WSH- 003 mutant with an 
improved ability to produce 2-KLG from D-sorbitol (Gao et al., 2020). 
The authors overexpressed L-sorbose dehydrogenase (SDH) linked to L- 
sorbosone dehydrogenase (SNDH), both originally from Ketogulonicige-
nium vulgare WSH-001, in conjunction with the trimeric protein CutA 
from Pyrococcus horikoshii. This trimeric protein can act as a crosslinker 
protein that might form a longer protein chain of the linked SDH-SNDH, 
improving its stability and catalytic efficiency. For this construction, the 
SH3 adaptor protein and its ligand (SH3lig) were used as the docking 
protein and docking station peptide, being fused to the linked enzymes 
and the CutA protein, respectively. By implementing this system and 
overexpressing the pqqABCDE gene cluster, which is involved in cofactor 
PQQ biosynthesis, a 42.6 g/L titre of 2-KLG was achieved. 

Also, the relocation of an enzyme within different compartments of a 
cell could aid in improving yields. Nakamura et al. proved this as they 
relocated a cytoplasmic exogenous DHQase to the periplasmic space of 
G. oxydans NBRC3244, which is involved in 3-dehydroshikimate (3- 
DHS) production from quinate (Nakamura et al., 2021). In some 
G. oxydans strains, quinate is firstly oxidised to 3-dehydroquinate (3- 
DHQ) by membrane-bound quinate dehydrogenase (QDH), which is 
then converted to 3-DHS by action of a DHQase. The authors argue that 
if cytoplasmic DHQase could be exported to the periplasm, 3-DHQ 
dehydration to obtain 3-DHS could occur more easily. G. oxydans 
NBRC3244 possesses an endogenous type II-DHQase (AroQ), but the 
authors’ efforts to relocate it did not improve 3-DHS production. How-
ever, by overexpressing type-I DHQase AroD from Ga. diazotrophicus 
fused with a signal peptide for secretion to the periplasm at its N 

terminus, an increase in 3-DHS was observed. The mutants harbouring 
the fusion protein presented a 3-DHS production rate of 1.9 mM/h 
whereas the control mutants that expressed AroD without the secretion 
peptide presented a production rate of 0.17 mM/h. 

The expression of exogenous accessory enzymes can also help 
improve product yields. Kim et al. improved G. oxydans KCTC 1091 L- 
sorbose productivity by overexpressing a special NADP+ dependent 
sorbitol dehydrogenase (GoSlDH) from G. oxydans G624 in combination 
with LreNOX from Lactobacillus reuteri (Kim et al., 2019). The authors 
observed that GoSlDH can be inhibited by the NADPH that is formed 
during D-sorbitol oxidation. LreNOX is a NAD(P)H oxidase that is able to 
regenerate NADP+ during the biotransformation, thus minimizing 
NADPH inhibition and further improving L-sorbose production. A 2.9- 
fold increase in L-sorbose production was observed with this strategy. 
Additionally, Liu et al. overexpressed Vhb, a kind of bacterial hemo-
globin from the genus Vitreoscilla to better improve the oxygen uti-
lisation of a mutant of G. oxydans H-8 during 6-NSL production (Liu 
et al., 2021a). This strategy was combined with sldBA, pqqABCDE and 
tldD overexpression, which are previously mentioned genes related to 
the membrane-bound mSlDH and cofactor PQQ biosynthesis. The 
overexpression of Vhb enhanced bacterial growth and augmented the 
relative transcription levels of respiratory chain-related enzyme genes. 
Furthermore, a slight improvement in 6-NSL production from 
78.2 ± 1.8 g/L to 87.5 ± 5.9 g/L was obtained with the mutants over-
expressing Vhb along with the other previously mentioned genes, in 
comparison with the mutants overexpressing only sldBA, pqqABCDE and 
tldD. 

On occasion, bacterial consortia can be useful to produce a certain 
compound, mainly when its synthesis require cascade reactions. For 
example, production of the natural sweetener 5-ketofructose (5-KF) 
from sucrose can be achieved using an artificial bacterial consortium. 
Herweg et al. overexpressed a fructose dehydrogenase in G. oxydans 
621H ΔhsdR, which was originally from another Gluconobacter strain, 
G. japonicus (Herweg et al., 2018). This modification allowed the mutant 
strain to produce the natural sweetener 5-KF from fructose. Concentra-
tions up to 489 g/L of 5-KF were obtained in a fed-batch process. In 
another work by the same group, a two-strain system for 5-KF produc-
tion from sucrose was developed, based on these previous findings 
(Siemen et al., 2018). The hitherto mentioned G. oxydans 621H ΔhsdR 
mutant overexpressing a fructose dehydrogenase from G. japonicus 
NBRC3260 was combined with a new G. oxydans ΔhsdR ΔtolB mutant, 
overexpressing SacC from Zymomonas mobilis ZM4. SacC is an extra-
cellular sucrase that can catalyse sucrose hydrolysation into fructose and 
glucose. By co-culturing these two strains at a 1:1 ratio the system 
yielded a 92.5% conversion to 5-KF starting from a sucrose-containing 
medium, and an 82% conversion from a sugar beet extract. Another 
example of the application of artificial bacterial consortium is the pro-
duction of 2-KLG, which can be obtained from D-sorbitol in a two-step 
synthesis involving G. oxydans and K. vulgare. Capitalizing from a 
plasmid-based expression system, Wang et al. designed a one-pot pro-
cess for 2-KLG synthesis using a bacterial consortium comprised of 
G. oxydans, K. vulgare and Bacillus megaterium (Wang et al., 2019). 
G. oxydans H24 first catalyses the oxidation of D-sorbitol into L-sorbose, 
which is then oxidised by K. vulgare to obtain 2-KLG. B. megaterium is 
known to improve the growth and productivity of K. vulgare. As L-sor-
bose can be further metabolised by G. oxydans H24 when D-sorbitol is 
depleted from the medium, it becomes necessary to control this bacte-
rium’s population. To that aim, the authors established a quorum 
sensing system by overexpressing lethal gene ccdB (from E. coli) under 
the control of the inducible Plux promoter. In addition, proteins LuxI and 
LuxR from Vibrio fischeri were also overexpressed using PtufB constitutive 
promoter. LuxI is an autoinducer synthetase that produces the inductor 
acylated homoserine lactone (AHL), while LuxR is a protein that binds to 
AHL. If the AHL-LuxR complex reaches a certain threshold, given by a 
high G. oxydans concentration, the Plux promoter is induced and the ccdB 
gene is expressed, causing bacterial death. With this programmed death 
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system 68.80 ± 4.18 g/L of 2-KLG were obtained, a 19.5% increase in 
comparison with the control consortium. 

Plasmid-based expression systems can also help unravel the func-
tions of certain enzymes. For instance, Habe et al. investigated the 
heterologous expression of mADH (adhABS gene cluster) from 
A. tropicalis NBRC 16470 in Gluconobacter sp. CHM43 and its derivatives 
(Habe et al., 2021). In its original host, this enzyme is able to produce D- 
glyceric acid (D-GA) with an enantiomeric excess (ee) of 99%. Inter-
estingly, the D-GA ee obtained in biotransformations with the double 
deletion strain TORI4 (Gluconobacter sp. CHM43 ΔsldBA ΔadhAB) 
expressing adhAB was of 49%, while the ee obtained with TORI4 
expressing adhABS was 27.6%. Additionally, the TORI4 strain without 
any plasmid produced L-glyceric acid (L-GA) with an ee of 42.5%. These 
results indicate that glycerol can be converted to L-glyceraldehyde by a 
putative intracellular NADP-dependent alcohol dehydrogenase, and 
then converted to L-GA by a putative intracellular NAD-dependent 
aldehyde dehydrogenase. 

Although important success has been achieved using plasmids for the 
heterologous expression of genes in Gluconobacter strains, using plas-
mids has several disadvantages, including a high metabolic burden, the 
need to use antibiotics as resistance markers and the high heterogeneity 
in copy number among others, which is pushing the preference of the 
biotechnology industry for plasmid-free strains (Battling et al., 2020). A 
solution to this is applying the novel genome engineering tools devel-
oped for Gluconobacter strains, which are discussed in the next section. 

3.2.3. Genome engineering 

3.2.3.1. Suicide vectors. The industrial impact and further potential of 
Gluconobacter strains generated the need for developing and adapting 
efficient genome engineering technologies for their rational engineer-
ing. The most relevant strategy for genome modification of this bacterial 
genus is gene replacement, also known as allelic exchange, using suicide 
vectors (Fig. 5b). This well-established technique can be used for gene 
knockouts (Nguyen et al., 2021a) or point mutations (Qin et al., 2021b), 
as well as for the overexpression of certain genes through the integration 
of full expression cassettes (Battling et al., 2020), or by modifying pro-
moter regions (Qin et al., 2021b). Apart from a pair of homologous arms 
that flank the new DNA sequence that will be incorporated into the 
genome, suicide vectors usually contain an antibiotic selection marker 
and a counter-selection gene to aid in the selection of the desired 
transformants. As these plasmids cannot replicate within the host, after 
delivery, they either disappear or are integrated into the bacterial 
chromosome by homologous recombination. The transformants that 
integrated the plasmid after this first recombination event are then 
selected by plating in the presence of the selected antibiotic. This 
transformants are now resistant to said antibiotic, but present suscep-
tibility towards a certain compound, which will vary depending on the 
selected counter-selection gene. After a second recombination event, the 
desired transformants would have the new DNA sequence within their 
bacterial chromosome, and the integrative plasmid would be lost, along 
with the counter-selection gene. This renders this new transformants 
resistant to the previously mentioned compound used for counter- 
selection. To differentiate them from the ones in which a second 
recombination event did not occur, the transformants are then plated in 
the presence of the counter-selection compound. Subsequently, the 
positive transformants are usually corroborated by PCR. This strategy 
presents the advantage of being markerless, as no selection marker re-
mains in the bacterial chromosome after the second recombination 
event. 

In these last years, three different systems based on this principle 
have been used successfully in Gluconobacter strains. The selected 
counter-selection markers were the upp, sacB and codAB genes. The upp 
gene codes for a phosphoribosyl transferase that converts 5-fluorouracil 
(5-FU) into 5-fluorouridinemonophosphate (F-UMP). 5-UMP is then 

converted into 5- fluorodesoxyuridinemonophosphate, an inhibitor of 
thymidylate synthase. The presence of this inhibitor impairs DNA repair 
and replication, so a selective pressure against the possession of the upp 
gene is established in the presence of 5-FU (Peters et al., 2013). It is 
noteworthy that for the correct implementation of this system the 
parental strain must have its endogenous upp gene deleted. An example 
of the application of this technology is described by Battling et al., in a 
work dealing with the improvement of 5-KF production using plasmid- 
free G. oxydans IK003.1 mutants (Battling et al., 2020). In the work 
the authors inserted the fdhSCL genes, coding for the FDH from 
G. japonicus NBRC3260, at different loci within the bacterial chromo-
some of the host strain. Four integration strains were assessed for fruc-
tose conversion into 5-KF. Their results highlight the importance of 
careful selection of integration sites, as the authors observed slight 
changes in 5-KF titres, growth rates and maximum OD600nm values 
achieved with the mutant strains, as well as different relative fdhSCL 
transcript levels within them. By constructing a double integration 
strain, containing two copies of fdhSCL, the reaction rate of 5-KF for-
mation significantly increased, being much closer to that obtained with 
a control strain overexpressing FDH using a plasmid-based system. The 
bioprocess was then succesfully scaled-up, carrying out the reaction in a 
2 L batch fermenter with one of the mutant integration strains con-
taining only one copy of the gene cluster (G. oxydans IK003.1-igr3:: 
fdhSCL). Starting from 150 g/L of fructose, a 5-KF yield of 0.84 g/g 
was achieved, which the authors state is similar to that obtained in the 
same conditions with a plasmid-based strain from a previous work. This 
technology is also useful to study the function of key enzymes involved 
in biotransformations. 

Alternatively, a combination of the codA and codB genes can be 
employed as counter-selection marker. CodA is a cytosine deaminase 
from E. coli that catalyses the conversion of 5-fluorocytosine (5-FC) into 
toxic 5-FU that, as previously mentioned, is subsequently metabolised 
by the phosphoribosyl transferase encoded in the chromosomal upp 
gene, affecting DNA repair and replication. On the other hand, CodB is a 
cytosine permease that was proven necessary to achieve high efficiency 
with this system (Kostner et al., 2013). A significant advantage of this 
method is that it is applicable to wild type strains of most acetic acid 
bacteria, since the upp gene is naturally present in the bacterial chro-
mosome and the codA gene is not. This is much more practical in com-
parison with the previously discussed strategy that used the upp gene as 
the counter-selection marker, as the upp gene must be deleted from the 
parental strain before genetic modification. This strategy was used by 
Hoffman et al. to generate a one-strain method for 5-KF production from 
sucrose (Hoffmann et al., 2020). To that aim, a strain that expressed a 
FDH enzyme and a sucrase hydrolysing enzyme needed to be con-
structed. Based on a previous work from the group, the fdhSCL gene 
cluster from G. japonicus NBRC 3260 and the sacC gene from Zymomonas 
mobilis gene were selected (Siemen et al., 2018). The authors evaluated 
several plasmid-based systems, but none of them produced significant 
quantities of 5-KF. Oftentimes transformations with more than one 
plasmid produce a high metabolic burden on the host, hindering its 
productivity. Analogously, the inclusion of several genes in a plasmid at 
once, in this case four (fdhSCL and sacC), sometimes results in subopti-
mal expression. Alternatively, the authors replaced the mGlucDH gene 
with a fdhSCL expression cassette by integration using a suicide vector 
with CodA/B as a counter selection-marker. Combining this strategy 
with a plasmid-based expression system for the overexpression of an 
invertase from G. japonicus (inv1417) the authors obtained a mutant that 
could produce 5-KF from sucrose, presenting conversion yields of 
84 ± 2%. Furthermore, by knocking out membrane-bound glucose de-
hydrogenase the contamination with ketogluconates was considerably 
reduced. In another work, Yakushi et al. used the CodA/B system to 
generate G. frateurii CHM43 deletion mutants to further study the sub-
strate scope of the major polyol dehydrogenase, encoded by the sldBA 
gene cluster (Yakushi et al., 2018). By comparison of the oxidative ac-
tivities of membrane fractions of the wild type and its mutant strain 
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TORI3 (ΔsldBA), the authors were able to identify new potential sub-
strates for the major polyol dehydrogenase. Oxidation of L-lyxose, L- 
ribose, and L-tagatose diminished significatively in TORI3 membranes, 
thus indicating that this enzyme is responsible for their oxidation in the 
wild type strain. Particularly, the L-ribose oxidation product was iden-
tified as L-ribonate. This product could also be obtained in a whole-cell 
biotransformation with an 82% conversion yield. 

Conversely, the sacB gene can also be used as a counter-selection 
marker. This gene codes for a levansucrase, originally from Bacillus 
subtilis. This enzyme can catalyse the formation of levan from sucrose, 
which interferes with the physiological function of the cells, promoting 
bacterial lysis (Qin et al., 2021b). Bacterial selection of transformants 
with the desired characteristics is carried out by plating them in the 
presence of sucrose. Much like systems based in the codAB genes, sacB 
based systems do not require previous manipulation of wild type strains, 
which makes them more practical. This approach has been successfully 
applied for gene knockout in several bacterial strains. An example of its 
application is detailed in a work by Yan et al., in which several enzymes 
related to glycerol utilisation in G. oxydans 621H were knocked out (Yan 
et al., 2018). The functions of all of them were corroborated by studying 
the mutant strains’ growth and product formation. The mutants lacking 
the genes encoding the major polyol dehydrogenase were unable to 
produce DHA, while those lacking the genes encoding mADH were un-
able to produce GlyceA. Furthermore, the mutants that had glpD 
knocked down could not grow. This gene codes for a glycerol-3- 
phosphate dehydrogenase that converts glycerol-3-phosphate into 
DHA phosphate in the cytoplasm, which is then channelled by the 
metabolism of the bacteria to produce biomass. These results indicate 
that the previously described glycerol utilisation operon is indispensable 
for biomass production from glycerol. The authors note that by knocking 
out the major polyol dehydrogenase and mADH genes, glycerol mole-
cules can be redirected towards the enzymes of previously mentioned 
glycerol utilisation operon (glpRDFK), located in the cytoplasm. In this 
way, G. oxydans 621H mutant whole cells can be produced using lower 
glycerol concentrations and achieving higher biomass yields, which was 
then confirmed experimentally. These mutant bacteria become suitable 
for use in biotransformations involving other membrane-bound de-
hydrogenases, for example the transformation of xylose into XA, cata-
lysed by the membrane-bound glucose dehydrogenase. This 
biotransformation was carried out with the double deletion G. oxydans 
621H mutants and with the wild type strains, obtaining highly compa-
rable product yields of 61.6 g /L and 57.4 g/L of XA, respectively. In a 
recent work by Qin et al., this counter-selection marker is used to 
develop a system for multiple genome editing in various G. oxydans 
strains (Qin et al., 2021b). The authors convey that even though the 
conventional gene knockout function based on SacB has already been 
described in many strains, this strategy had not yet been extensively 
studied for large-scale gene deletion, gene insertion, gene replacement, 
and point mutations. In the work, all these genomic operations were 
successfully carried out using their proposed system with varying effi-
ciencies. A practical approach is also described for the enhancement of 
L-sorbose production using G. oxydans WSH-003 mutants. Previous re-
ports on the overexpression of the sldBA, pqqABCDE and cyoBACD gene 
clusters that code for the major polyol dehydrogenase, PQQ biosynthesis 
enzymes and terminal oxidase cytochrome bo3 indicate that it can aid in 
L-sorbose production. Additionally, the knockout of the edd gene was 
proven to be beneficial for G. oxydans growth and product formation. By 
inserting the strong promoter P114 at the 5′ end of the previously 
mentioned gene clusters using the proposed system, relative transcrip-
tion levels were significantly enhanced. Moreover, edd gene knockout 
was carried out successfully in the same strain. By combining the pre-
viously mentioned genomic operations, both the growth and L-sorbose 
yield of the G. oxydans WSH-003 mutant was improved. 

3.2.3.2. CRISPR-Cas based systems. As mentioned before, the formerly 

reviewed methods for genomic modification are markerless and could 
help diminish the metabolic burden that can be generated by multiple 
modifications in a mutant strain. They prove to be suitable not only for 
gene deletion, but also for gene insertion, gene replacement and for the 
implementation of point mutations. However, aside from these desirable 
characteristics, their editing efficiency is still somewhat low, generally 
reaching maximums of 50%. This is caused by the two possible outcomes 
of the second homologous recombination event, that can either yield the 
desired mutant or recover the wild type genotype (Qin et al., 2021b). 
CRISPR-Cas based systems are known to improve genome editing effi-
ciency in other microorganisms (Lee and Lee, 2021), but at the time 
none has been reported for application in Gluconobacter strains 
regarding genome modification. However, it is our appreciation that 
given the industrial importance of these bacterial species and their sig-
nificant interest among the scientific community, it is likely that a 
CRISPR-based genome editing system for Gluconobacter strains will 
become available in the near future. 

Nonetheless, there have been important advances regarding other 
CRISPR-based technology, CRISPR interference (CRISPRi). This tech-
nology typically relies on a catalytically dead Cas nuclease or multi- 
subunit Cas-targeting complex, depending on the type of CRISPR/Cas 
system used as a base (Hochstrasser et al., 2014). This nuclease or tar-
geting complex does not generate cuts, but blocks transcription by 
binding to genomic DNA (Teh et al., 2019). In a recent work, Qin et al. 
repurposed an endogenous type I-E CRISPR/Cas System to achieve gene 
repression in G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021a). Type I-E CRISPR/ 
Cas systems rely on multi-subunit Cas-targeting complexes that bind to 
crRNA, forming a structure known as Cascade. Cascade then binds to 
DNA and recruits Cas3 nuclease, which is in charge of target degradation 
(Hochstrasser et al., 2014). Qin et al. firstly identified this CRISPR/Cas 
system by analysing G. oxydans WSH-003’s genome using CIRSPRCas-
Finder (Qin et al., 2021a). A typical type I-E system was found, pre-
senting a cas gene cluster, that codes for Cas3 nuclease and seven other 
Cas proteins, along with two CRISPR arrays. Usually, to develop a 
CRISPRi system based on a type I-E CRISPR/Cas system, the cas3 gene 
has to be knocked out to avoid nuclease activity. Interestingly, the au-
thors found that in G. oxydans WSH-003 the Cas3 nuclase was already 
inactive, which was an advantage as only crRNA expression was needed 
to implement the CRISPRi system. The heterologous expression of 
mCherry, eGFP and CFP fluorescent proteins using a plasmid-based 
expression system was successfully repressed simultaneously by the 
endogenous CRISPR/Cas system. In addition, the authors proved the 
system’s applicability in metabolic engineering by repressing the 
expression of the gnd and edd genes, which control the channels into the 
pentose phosphate pathway (PPP) and the Entner-Doudoroff pathway 
(EDP). These two metabolic pathways are involved in carbohydrate 
catabolism in the cytoplasm and determine the carbon flux that goes into 
the incomplete tricarboxylic acid cycle (TCA), so by targeting the 
aforementioned genes both growth and product formation in G. oxydans 
WSH-003 could be affected. A 90% repression of the edd gene was 
observed, while gnd repression was about 60%. Using L-sorbose pro-
duction as a case study, D-sorbitol conversion by the metabolically 
engineered strains was carried out. The results showed that repression of 
the edd gene resulted in enhanced growth and product formation, while 
gnd repression had the opposite effect. Considering these results, a 
mutant strain was constructed in which edd was repressed by the 
CRISPRi system and gnd was overexpressed using a plasmid-based 
expression system. Both L-sorbose production from D-sorbitol and 
GlucA from D-glucose was improved, along with biomass yields in both 
biotransformations. All things considered, this newly reported CRISPRi 
system shows great promise as it could not only be used alone for gene 
repression but also in conjunction with other genetic engineering 
techniques. 
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4. Conclusions and future perspectives 

Microbial biotransformations, though having matured after years of 
investigation, still offer no universal solutions for an increasingly 
greener synthetic industry. However, advancements in bioprocess and 
microbial engineering and the use of non-model organisms have started 
to establish a toolbox for the development of new and improved bio-
transformations. Gluconobacter strains present remarkable advantages as 
biocatalysts and recently, studies have established their potential as 
microbial chassis for numerous biotransformations. These advances 
have proven the value of its genetic modification, its immobilisation and 
the adequate design of its catalysed transformations for improved pro-
ductivities, stabilities or new bioconversions. We anticipate that subse-
quent contributions in the kinetic modelling of Gluconobacter-catalysed 
reactions will help to better identify critical parameters in solving poor 
or non-industrially feasible transformations. As for stability, a much- 
desired quality in biocatalysts is a primary challenge involving the 
development of immobilisation strategies that avoid the impact on the 
conversion rates of the biocatalyst. Promising new 3D printed immobi-
lisation matrixes with improved geometries that enable better mass 
transfer could be compatible with Gluconobacter strains (Dimartino 
et al., 2022). Moreover, a deeper understanding of the genetics of Glu-
conobacter strains will open possibilities to modify its genome and gene 
expression via more efficient and advanced tools including CRISPRi, as it 
was recently proven with G. oxydans WSH-003 (Qin et al., 2021a). 
Through the combination of Gluconobacter strains with other bio-
catalysts and organocatalysts, the wide variety of valuable products 
obtained from these biocatalytic processes will be further expanded 
(Ripoll et al., 2021b; Stewart et al., 2020). The build-up knowledge in all 
these fields will undoubtedly enhance the biotechnological application 
of Gluconobacter strains. 
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M., García-García, I., García-Parrilla, M.C., 2017. Effect of Gluconic acid submerged 
fermentation of strawberry Purée on amino acids and biogenic amines profile. 
J. Food Process. Preserv. 41, e12787 https://doi.org/10.1111/jfpp.12787. 

Pal, P., Kumar, R., Nayak, J., Banerjee, S., 2017. Fermentative production of gluconic 
acid in membrane-integrated hybrid reactor system: analysis of process 
intensification. Chem. Eng. Process. Process Intensif. 122, 258–268. https://doi.org/ 
10.1016/j.cep.2017.10.016. 

Pal, P., Kumar, R., Banerjee, S., 2019. Purification and concentration of gluconic acid 
from an integrated fermentation and membrane process using response surface 
optimized conditions. Front. Chem. Sci. Eng. 13, 152–163. https://doi.org/10.1007/ 
s11705-018-1721-z. 

Park, Y.M., Choi, E.S., Rhee, S.-K.K., 1994. Effect of toluene-permeabilization on 
oxidation of D-sorbitol to L-sorbose by Gluconobacter suboxydans cells immobilized in 
calcium alginate. Biotechnol. Lett. 16, 345–348. https://doi.org/10.1007/ 
BF00245048. 

Peters, B., Junker, A., Brauer, K., Mühlthaler, B., Kostner, D., Mientus, M., Liebl, W., 
Ehrenreich, A., 2013. Deletion of pyruvate decarboxylase by a new method for 
efficient markerless gene deletions in Gluconobacter oxydans. Appl. Microbiol. 
Biotechnol. 97, 2521–2530. https://doi.org/10.1007/s00253-012-4354-z. 

Plekhanova, Y., Tarasov, S., Kolesov, V., Kuznetsova, I., Signore, M., Quaranta, F., 
Reshetilov, A., 2018. Effects of polymer matrices and carbon nanotubes on the 
generation of electric energy in a microbial fuel cell. Membranes (Basel). 8 https:// 
doi.org/10.3390/membranes8040099. 

Plekhanova, Y., Tarasov, S., Reshetilov, A., 2021. Use of PEDOT:PSS/graphene/Nafion 
composite in biosensors based on acetic acid Bacteria. Biosensors 11, 332. https:// 
doi.org/10.3390/bios11090332. 

Poljungreed, I., Boonyarattanakalin, S., 2017. Dihydroxyacetone production by 
Gluconobacter frateurii in a minimum medium using fed-batch fermentation. J. Chem. 
Technol. Biotechnol. 92, 2635–2641. https://doi.org/10.1002/jctb.5281. 

Poljungreed, I., Boonyarattanakalin, S., 2018. Low-cost biotransformation of glycerol to 
1,3-dihydroxyacetone through Gluconobacter frateurii in medium with inorganic salts 
only. Lett. Appl. Microbiol. 67, 39–46. https://doi.org/10.1111/lam.12881. 

Pyo, S.H., Park, J.H., Srebny, V., Hatti-Kaul, R., 2020. A sustainable synthetic route for 
biobased 6-hydroxyhexanoic acid, adipic acid and ϵ-caprolactone by integrating bio- 
and chemical catalysis. Green Chem. 22, 4450–4455. https://doi.org/10.1039/ 
d0gc01454k. 

Qin, Z., Yang, Y., Yu, S., Liu, L., Chen, Y., Chen, J., Zhou, J., 2021a. Repurposing the 
endogenous type I-E CRISPR/Cas system for gene repression in Gluconobacter 
oxydans WSH-003. ACS Synth. Biol. 10, 84–93. https://doi.org/10.1021/ 
acssynbio.0c00456. 

Qin, Z., Yu, S., Liu, L., Wang, L., Chen, J., Zhou, J., 2021b. A SacB-based system for 
diverse and multiple genome editing in Gluconobacter oxydans. J. Biotechnol. 338, 
31–39. https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2021.07.004. 

Qin, Z., Yu, S., Chen, J., Zhou, J., 2022. Dehydrogenases of acetic acid bacteria. 
Biotechnol. Adv. 54, 107863. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2021.107863. 
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Utilization of a waste glycerol fraction using and reusing immobilized Gluconobacter 
oxydans ATCC 621 cell extract. Electron. J. Biotechnol. 27, 44–48. https://doi.org/ 
10.1016/j.ejbt.2017.03.003. 
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ABSTRACT: Biocatalysis has emerged as a promising alternative to
conventional chemical processes for the production of a wide range of
chemicals, providing a sustainable solution to the problem of limited
resources due to an ever-increasing global population. This approach
involves the use of biobased catalysts, such as whole microorganisms or
enzymes, to perform chemical conversions. While whole-cell bio-
catalysts offer advantages over the use of free enzymes, limitations
related to productivity and undesired compound production have been
observed when using microorganisms. Offering high specificity, broad
applicability, and increased efficiency over traditional genetic engineer-
ing methods, CRISPR-based technologies may be the quintessential
tool for the fit-for-purpose design of efficient bacterial biocatalysts. In
this work, we aim to demonstrate the potential of CRISPR-based
technologies to enhance whole-cell bacterial biotransformations for a more sustainable obtention of industrially important products.
We have included a comprehensive and in-depth analysis of the current state of the art, emphasizing challenges and opportunities for
future research. Through a critical analysis of reported examples, we intend to highlight the opportunities and advantages offered by
CRISPR-based technologies in the field of biocatalysis for more efficient, sustainable, and translational processes.
KEYWORDS: Biotransformations, CRISPR, Biocatalyst engineering, Metabolic engineering, Genome editing, Transcription regulation

■ INTRODUCTION
Biocatalysis enables the production of a wealth of chemicals,
with new processes and biocatalysts being developed every
year.1 Defined as the use of biobased catalysts, either whole-
cells or isolated enzymes, to perform chemical conversions,2−4

this alternative to conventional chemical processes holds the
key to a more green and sustainable chemistry. The global
increase in population that occurred in recent years has directly
impacted the economy, increasing the demand for food, fuels,
and chemicals. To cope with this ever-growing demand, higher
exploitation of natural resources has to be carried out. Indeed,
given the limited availability of certain resources and the
imperative to ensure their environmentally responsible
utilization, the chemical industry has been compelled to
address these concerns.5

Chemical processes oftentimes present poor selectivity, are
carried out at high temperatures and pressures making them
energy demanding, and use heavy metal catalysts that may be
both expensive and highly contaminant.6 In contrast,
biocatalytic processes are inherently green as they are carried
out under mild conditions with lower energy requirements,
and generate less toxic waste than conventional chemical
processes.7 In these reactions, free enzymes or whole cells are
used as catalysts, with the advantage of achieving selective
modifications of polyfunctional substrates thanks to their high
selectivity and efficiency.3

When it comes to industrial bioprocesses, ensuring
sustainability in biocatalysis involves taking into account
multiple factors, such as the productivity (g/L h), the cost of
the catalyst, and its potential for being reused, among others.2

While enzymes are highly selective and efficient, their
utilization might be expensive due to high preparation costs
or even low specific activities.8 Furthermore, the addition of
expensive exogenous cofactors is sometimes needed. Addi-
tionally, an enzyme’s tridimensional structure is frequently
labile, which causes a loss of activity, preventing its repeated
use. Whole microorganisms are efficient, ecological, and
generally low-cost catalysts that have been used satisfactorily
in various industries, such as pharmaceutical, chemical, food,
agrochemical, and cosmetic, among others.9,10 In addition to a
variety of shared advantages with free enzymes, whole cells
present an interesting array of additional advantages. For
instance, a microbial cell is generally more resistant to changes
in its environment than an enzyme in solution, diminishing the
risk of inactivation and easing its reuse.11 Microorganisms can
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Table 1. Examples of CRISPR-Based Technologies Used to Improve Biotransformations

Product Organism Technique Ref

(−)-α-bisabolol Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 18
(2R,3S)-butanediol Bacillus licheniformis 4071-15 CRISPR-mediated HDR 19
(2S)-naringenin Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 20
1,4-butanediol Escherichia coli W (ATCC 9637) CRISPR-assisted recombination + CRISPRi 21
2,3-butanediol Enterobacter aerogenes IAM1183 CRISPR-assisted recombination 22

Parageobacillus thermoglucosidasius NCIMB 11955 CRISPR-mediated HDR 23
2′-fucosyllactose Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 24
2-hydroxy phenazine Pseudomonas chlororaphis GP72 Base editing 25
3-hydroxybutyrate Clostridium ljungdahlii PETC CRISPRi 26
3-hydroxy propionic acid Escherichia coli BW25113 CRISPRi 27
4-hydroxycoumarin Escherichia coli BW25113 CRISPRa + CRISPRi 28
4- hydroxy isoleucine Corynebacterium glutamicum ssp. lactofermentum SN01 CRISPR-mediated HDR 29
5-aminolevulinic acid Escherichia coli MG1655 CRISPRi 30
5-methyl pyrazine-2-carboxylic acid Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 31
Acetoin Parageobacillus thermoglucosidasius NCIMB 11955 CRISPR-mediated HDR 23

Eubacterium limosum (ATCC 8486) CRISPRi 32
Aconitic acid Escherichia coli BL21(DE3) CRISPRi 33
Acrylamide Rhodococcus ruber TH CRISPR-assisted recombination 34
Actinorhodin Streptomyces coelicolor A3(2) CRISPR-mediated HDR + NHEJ 35
Adipic acid Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 36
Bisabolene Escherichia coli DH1 CRISPR-assisted recombination 37
Butanol Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 (KCTC 5387) CRISPR-mediated HDR 38

Clostridium ljungdahlii DSM 13528 Nickase-assisted modification 39
Butenoic acid Escherichia coli XP-4 CRISPRi 40
Butyrate Escherichia coli BW25113(F′) CRISPRi 41
Cadaverine Escherichia coli BL21(DE3) and W3110::L5 CRISPRi + CRISPR-assisted recombination 42
Carotenoid Methylorubrum extorquens AM1 CRISPRi 43

Bacillus subtilis KO7-S CRISPR-mediated HDR 44
Cis-3-hydroxy pipecolic acid Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 45
Coniferyl alcohol Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 46
Cysteine Corynebacterium glutamicum B253 CRISPRa 47
D-alanine Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 48

Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 49
Dihydrobiopterin (BH2) Pseudomonas putida KT2440 PPC01 CRISPRa 50
D-lactic acid Bacillus sp. N16−5 CRISPRi + CRISPRa + CRISPR-mediated HDR 51
D-pantothenic acid Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPR-assisted recombination 52
Erythromycin Saccharopolyspora erythraea HL3168 CRISPRi 53
Ethanol Clostridium cellulovorans DSM 743B CRISPRi 54

Clostridium cellulolyticum H10 ATCC 35319 Nickase-assisted modification 55
Exopolysaccharide (EPS) Streptococcus thermophilus S-3 CRISPRi 56
EPS variants Paenibacillus polymyxa DSM 365 CRISPR-mediated HDR 57
Genistin Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 58
Glucaric acid Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 59
Gluconic acid Gluconobacter oxydans WSH-003 CRISPRi 60
Glutamate Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Base editing 61
Glycogen Synechococcus elongatus PCC 7942 Base editing 62
Hexanol Clostridium ljungdahlii DSM 13528 Nickase-assisted modification 39
Homobutyrate Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPRi 63
Hyaluronic acid Bacillus amyloliquefaciens NB CRISPR-mediated HDR 64

Bacillus subtilis 1A751 CRISPRi 65
Isobutanol Bacillus subtilis 168 CRISPR-mediated HDR 66
Isopentenol Escherichia coli BEI-14034 CRISPRi 67
Isopropanol Clostridium acetobutylicum ATCC 824 CRISPR-mediated HDR 68

Escherichia coli BW25113 CRISPR-assisted recombination 69
Lactic acid Synechococcus sp. PCC7002 CRISPRi 70

Pediococcus acidilactici LA412 CRISPR-mediated HDR 71
Lactobacillus paracasei NCBIO01-M2 CRISPR-assisted recombination 72

Lacto-N-neotetraose Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 73
L-glutamate Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPRi 74
L-homoserine Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPR-assisted recombination 75
L-lysine Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPRi 74
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easily catalyze multiple-step reactions, as several enzymes of
the same metabolic pathway can coexist within the cell.12 In
addition, exogenous cofactor supplementation is not necessary
as the cell itself produces and recycles them.13 These

advantages, paired with low catalyst production costs,
contribute to more economical bioprocesses.11

However, at times, productivities achieved with whole-cell
biocatalysts, the most adequate parameter for benchmarking

Table 1. continued

Product Organism Technique Ref

Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPRi 76
Corynebacterium glutamicum DM 1919 CRISPRi 77

L-phenylalanine Escherichia coli PHE01 CRISPR-assisted recombination 78
L-proline Corynebacterium glutamicum ATCC13032 CRISPR-assisted recombination 79

Corynebacterium glutamicum 13032 CRISPRa + CRISPRi 80
Corynebacterium crenatum SYPA-EH3 CRISPR-directed evolution 81

L-valine Bacillus licheniformis DW2 (CCTCC M2011344) CRISPRi 82
Lycopene Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 18

Escherichia coli Bl21-Gold (DE3) CRISPR-assisted recombination 83
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 Base editing 84

Lysine Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 85
Malate Escherichia coli B0013 CRISPRi 86
Medium chain length polyhydroxyalkanoate Pseudomonas putida KT2440 CRISPR-assisted recombination 87
Mevalonate (MVA) Escherichia coli BW25113 CRISPRi 88

Pseudomonas putida KT2440 PPC01 CRISPRa 50
Muconate Rhodococcus opacus PD630 CRISPRi 89
Myo-inositol Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 59
N-acetyl glucosamine Escherichia coli W3110 CRISPRi 90

Bacillus subtilis BNY CRISPRi 91
Bacillus subtilis BNYP CRISPRi 92

N-acetylneuraminic acid Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 93
N-butanol Escherichia coli DSM01 CRISPR-assisted recombination 94

Escherichia coli MG1655 CRISPR-assisted recombination 95
Nicotinamide mononucleotide Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 96
Octadecanol Synechocystis sp. PCC 6803 CRISPRi 97
O-methylated anthocyanin Escherichia coli BL21(DE3) CRISPRi 98
P(3HB-co-3HV) Halomonas bluephagenesis TD01 CRISPR-mediated HDR 99
Phenazine-1-carboxylic acid Pseudomonas chlororaphis GP72 Base editing 25
Pinosylvin Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 100
Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) Halomonas species TD01 CRISPRi 101

Pseudomonas putida KT2440 CRISPRi 102
Halomonas bluephagenesis TD1.0 CRISPR-mediated HDR 103

Poly(3-hydroxybutyrate-co-4-
hydroxybutyrate)

Escherichia coli MG1655 CRISPRi 104

Poly-hydroxybutyrate Halomonas bluephagenesis TD01 CRISPR-mediated HDR 105
Escherichia coli Top10Dcas3 CRISPRi 106

Pyruvate Escherichia coli MG1655 CRISPRi 107
Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 48
Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPR-assisted recombination 49

R-,R-2,3-butanediol Paenibacillus polymyxa DSM 365 CRISPR-mediated HDR 108
Resveratrol Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 109
Serine Corynebacterium glutamicum B253 CRISPRa 47
Sorbose Gluconobacter oxydans WSH-003 CRISPRi 60
Squalene Synechococcus elongatus UTEX 2973 CRISPRi 110

Corynebacterium glutamicum DM 1919 CRISPRi 77
Succinate Synechococcus elongatus PCC 7942 CRISPRi 111

Synechococcus elongatus PCC 7942 CRISPR-mediated HDR 112
Escherichia coli K12 MG1655 CRISPR-assisted recombination + CRISPRi 113

Sulfated naringenin Escherichia coli BL21 (DE3) CRISPRi 114
Surfactin Bacillus subtilis DSM7 CRISPRi 115
Thaxtomin A Streptomyces coelicolor M1154 CRISPR-assisted recombination 116
Uridine Escherichia coli W3110 CRISPR-assisted recombination 117
Wax ester Acinetobacter baylyi ADP1 CRISPRi 118
α-Pinene Escherichia coli YZFP CRISPRa + CRISPRi 119
β-carotene Escherichia coli MG1655 CRISPR-assisted recombination 120
γ-aminobutyric acid Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 CRISPR-assisted recombination 121
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the process in economic terms,14 still fall behind those
obtained with chemical catalysts.10 In addition, the fact that
most microorganisms that produce compounds of industrial
interest are not model organisms brings limitations related to
their culture and the amount of product that can be obtained.
Furthermore, in some cases, microorganisms produce un-
desired compounds along with the compound of interest,
adding to the complexity of the subsequent downstream
processing.
Genetic engineering of microbial strains stands as a key

technological resource to challenge these issues.15 Productiv-
ities can be enhanced by increasing the expression of certain
enzymes using plasmids or switching naturally occurring
promoters present in the bacterial chromosome with stronger
ones. If the natural host of a certain enzyme or metabolic
pathway cannot be used at an industrial scale, that enzyme, or a
set of enzymes, can be expressed in another bacterial chassis.
Additionally, it is possible to knock out genes encoding
enzymes responsible for undesired reactions, provided they are
nonessential for bacterial metabolism, thereby helping to
reduce the occurrence of unwanted products.
Among the available techniques for genetic modification in

bacteria, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats (CRISPR)-based technologies stand out due to their
broad applicability, high specificity, and increased effi-

ciency.16,17 Inspired by its biological role and mode of action,
which uses RNA probes and CRISPR-associated proteins
(Cas), scientists have adapted and used CRISPR for genome
engineering and gene regulation applications.
CRISPR-based technologies have been successfully applied

to enhance whole-cell biotransformations for the acquisition of
industrially relevant products (Table 1). Notably, the strategy
has been used not only on extensively studied model
microorganisms but also on nonmodel bacteria such as
Pergeobacillus, Clostridium, or Gluconobacter species. These
types of microorganisms harness tremendous potential for
biotransformations, as they accept varied carbon sources and
are able to function under harsh conditions. However, they
often present challenges for their genetic modification due to a
dearth of insights into their cellular metabolism and regulatory
mechanisms. Therefore, successful gene editing tools on this
type of bacteria could enlarge the toolkit of biocatalysts with
microorganisms that would be otherwise disregarded.
The information compiled in Table 1 also evidences the

wealth of target biocatalytic compounds whose production has
been addressed by CRISPR technologies. These targets span
from sustainable energy sources like butanol to sweeteners for
the food industry like sorbose, acrylamide for enhanced
petroleum recovery and agricultural soil conditioning, and even

Figure 1. Different variants of Cas proteins are employed in CRISPR-based technologies. Cas nucleases (a) are able to generate double-strand
breaks (DSBs) in the host’s genome, while Cas nickases (nCas) (b) are mutated and are only able to generate nicks in the target sequence.
Catalytically dead Cas proteins (dCas) (c) are mutant variants that are unable to cut DNA but are useful for applications related to site-directed
gene repression or activation.
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antibiotics like erythromycin. The influence of CRISPR as an
enabling technology in biocatalysis is clearly substantial.
The pertinence and relevance of biocatalyst modification

using CRISPR-based technologies are evidenced by the
growing body of research papers published over the past
decade. These findings have been thoroughly examined and
discussed in various publications15,122−124 emphasizing the
application of CRISPR-based technologies in both prokaryotes
and eukaryotes. Complementarily, herein, we focus on the
importance of CRISPR-based technologies for improving
bacterial biocatalysts, showcasing a variety of current
approaches as well as their avantages over other, more
traditional genetic engineering methods. Microbial whole-
cells stand as the quintessential example of industrial
biotechnology and lead the way in emerging technologies. As
the implementation of CRISPR-based technologies greatly
varies among the different organisms, our work provides
methodological details that must be considered for CRISPR
application in bacteria, which may aid in the obtention of new
or more efficient biocatalysts.
General Aspects of CRISPR-Based Technologies. In

2005, Mojica et al. described the CRISPR function in nature as
a type of adaptative immune system in prokaryotes.125 Later,
Doudna and Charpentier repurposed it for genetic engineering
in E. coli.126 Since then, the technology has expanded to be
used in many prokaryotes, archaea, and eukaryotes for genomic
editing and gene regulation purposes.127

In general, these technologies rely on the introduction of a
Cas nuclease that can exhibit catalytic activity or be mutated to
remain inactive, and a guide RNA (gRNA) that will bind to the
nuclease and lead to the target site in the host’s genome
(Figure 1). In the CRISPR-Cas9 system, Cas9 depends on two
RNA molecules: a crisprRNA (crRNA) which contains a 20-nt
sequence that confers specificity to the Cas9 and a trans-
activating RNA (tracrRNA) that hybridizes partially with the
crRNA and stabilizes the structure, activating Cas9. crRNA and
tracrRNA can be fused, forming a single guide RNA (sgRNA).
Additionally, for the correct positioning of the CRISPR-Cas
complex on the target DNA, a protospacer adjacent motif
(known as a PAM sequence) must be located near the target
DNA sequence, which is complementary to the crRNA.128

In the past decade, different technologies based on the
CRISPR-Cas system have been successfully applied to modify
industrially relevant bacteria. An example of such is CRISPR
interference (CRISPRi), which is a gene regulation tool. This
approach is based on a “dead” or catalytically inactive Cas
protein (dCas) and an RNA molecule that bind to DNA in
order to silence a targeted gene by blocking RNA polymer-
ase.129 This methodology is oftentimes used for the screening
of potential targets for either future gene knockouts (KO) or
gene overexpression. Additionally, it can prove useful when the
expression of certain essential genes cannot be completely
eliminated, permitting the continuance of vital cellular
processes.130

Conversely, CRISPR-based technologies may facilitate a
plethora of genomic modifications. By introduction of
CRISPR-induced double-strand breaks (DSBs) for homolo-
gous directed repair (HDR) or a combination of CRISPR-
based technologies with targeted modifications induced by
recombinases, biocatalytic processes can be further improved.
Regulatory elements replacement, gene editing, and expression
cassette integration are all examples of these modifications. For
instance, enzymatic activities can be improved through

structural modification or the overexpression of a key gene,
while competing pathways can be downregulated, diminishing
byproduct formation.51,64,81 Furthermore, the integration of
CRISPR-Cas technology with other genomic modification
technologies offers an enhanced means of achieving the
previously mentioned targeted modifications, greatly boosting
the efficiency of the process. Using this approach, a genomic
modification is incorporated via another editing technique (i.e.,
recombinases), and the positive clones are selected by means
of CRISPR.
In the ever-evolving landscape of genetic CRISPR-based

technologies, emerging techniques have ushered. These
cutting-edge methods, such as CRISPR activation (CRISPRa),
Base Editing, and CRISPR-assisted evolution, offer new tools
to complement those previously mentioned and broaden the
genetic manipulation possibilities. Also, there are some
approaches that apply only to restricted groups of bacterial
species in which specific molecular pathways are present,
including nonhomologous end joining (NHEJ), microhomol-
ogy-mediated end joining (MMEJ), and the use of Cas
nickases (nCas).
It is noteworthy that the potential use of all these CRISPR-

based technologies can be constrained at times due to the
toxicity associated with the Cas proteins and their modified
forms, including their noncatalytic variations (Figure 1). This
phenomenon has been extensively documented in the
literature38,121,131,132 and is mostly related to the toxicity of
DSBs in some bacteria, and the impact of off-target effects on
the expression of essential genes. In consequence, a careful
design of the genetic resources to implement these
technologies is of key importance to help mitigate these
issues. A correct regulation of Cas expression, as well as that of
the gRNA, can be instrumental in obtaining the desired results.
While discrete levels of Cas protein expression are oftentimes
optimum for implementation, high levels of gRNA are
generally associated with successful CRISPR modification
attempts. Several strategies to achieve the regulation of these
key components are discussed extensively in the next section of
the review regarding CRISPRi for gene repression but can be
analogously translated to the vast majority of CRISPR-based
technologies.
In the following sections, we delve into a curated selection of

CRISPR-based technologies of particular relevance. Our focus
is on their implementation within industrially relevant bacteria
to enhance their capacity as biocatalysts, with a thorough
analysis of their respective advantages and disadvantages.
Additionally, selected examples are also presented in order to
elucidate their practical applications.
CRISPRi for Gene Repression: Rewiring Biocatalysts

for More and Cleaner Product Generation. In bacteria,
CRISPRi arises as the preferred method for regulating gene
expression in a sequence-specific manner, as other technolo-
gies, such as RNAi, cannot be implemented due to a lack of the
required molecular machinery. CRISPRi technology involves a
dCas that is coupled with an RNA molecule (gRNA) that is in
charge of guiding the complex to the promoter or coding
sequence of the target gene, resulting in gene repression. The
ribonucleoprotein complex acts sterically, inhibiting the
transcription of the target gene either by blocking elongation
or transcription initiation.133

Transcription regulation by CRISPRi emerges as a valuable
tool in biocatalysis, as it may allow for fine-tuning metabolic or
physiological traits encoded by essential genes. Sometimes,
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these genes or metabolic pathways cannot be altered by
traditional gene-suppressing methods, as they may result in
bacterial death. Repression by CRISPRi can allow for a basal
expression that does not interfere with vital cellular processes
but, for example, does not generate large amounts of an
undesired byproduct. In addition, CRISPRi can be used as an
exploratory technique preceding a KO attempt. Its simplicity,
compared with KO techniques, can be exploited to evaluate
multiple gene targets to determine which one is best.
Moreover, this approach can be beneficial for gene repression
in genetically recalcitrant nonmodel organisms when the
knowledge of the acting DNA repair mechanisms is scarce.
CRISPRi also allows the simultaneous repression of various
genes by the introduction of more than one gRNA; this
multiplexing capacity may be exploited in metabolic engineer-
ing. Enhancing metabolic flux through optimization in whole-
cell biocatalysis is a challenging and time-intensive endeavor.
In fact, it frequently necessitates simultaneous adjustments to
the expression levels of multiple genes. While certain pathways
possess identified rate-limiting steps, intricate metabolic
networks often demand a methodical, trial-and-error approach
to fine-tune the expression of multiple genes in order to attain
efficient biotransformation. In this regard, CRISPRi has
emerged to alleviate the workload associated with metabolic
pathway engineering.
While this tool has many advantages, certain limitations

need to be considered. One of the major challenges is
achieving the optimal level of repression, which may require
optimization. In cases where a high level of repression is

needed, this may not be attainable, requiring a KO. On the
other hand, poor specificity of the gRNA may result in off-
target effects. Although this is a common issue for all CRISPR
tools, in the case of CRISPRi, measuring this effect can be
more challenging. Additionally, the size of the dCas-gRNA
complex can lead to the repression of nearby genes.
CRISPRi in bacteria can be achieved through different

strategies (Figure 2). A common approach involves the
transformation of the bacterial strain with single plasmid
systems or dual plasmid systems. In single plasmid systems, the
dCas and gRNA (or gRNAs) expression cassettes are harbored
in the same plasmid whereas in dual plasmid systems, the dCas
protein and the gRNA (or gRNAs) are codified in different
plasmids. Alternatively, it is frequent to see examples of the
dCas expression cassette integrated into the bacterial
chromosome, alleviating the metabolic burden and diminishing
the use of antibiotics. Moreover, in some cases, pre-existing
endogenous Cas systems can be harnessed, only requiring the
incorporation of a gRNA expression cassette.
Given the multiple applications and implementations of

CRISPRi, we present and discuss them separately as follows.
Single Plasmid Systems. The simplicity of this approach

becomes evident as a sole plasmid transformation is sufficient
for the expression of the CRISPRi complex and the subsequent
transcriptional repression of the target gene (Figure 2a). An
example of the expression of a dCas9, which features two
inactive mutations of D10A and H840A at its RuvC1 and
HNH nuclease domains, was reported by Kozaeva et al. in a
recent work.102 The nuclease was introduced in model strain

Figure 2. CRISPRi implementation strategies in bacteria. CRISPRi components (dCas and gRNA) can be introduced to bacteria in the same
plasmid (a) or in different plasmids (b) or dCas can be integrated into the bacterial genome (c). Alternatively, endogenous CRISPR systems can be
reprogrammed for gene repression. To achieve this, a mutation must take place in a naturally occurring Cas protein to obtain dCas (dead Cas) (d).
This mutation can either happen naturally (endogenous dCas gene) or be induced using genetic modification technologies (mutated endogenous
Cas gene). In all cases, after transcription, the gRNA will guide the dCas protein to the target sequence. Once in place, the complex will act,
sterically inhibiting gene transcription. dCas: catalytically dead Cas protein; gRNA: guide RNA.
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Pseudomonas putida KT2440 using inducible plasmids to
enhance PHB production. This common polyhydroxyalka-
noate is frequently used in the medical, agriculture, and food
industries. The authors improved PHB production by
knocking down two genes involved in competing pathways.
Through the double knockdown, the acetyl-CoA content in
the rewired strain remained constant at levels 8-fold higher
than that in the control strain. In an automated fermentation
platform, this rewired strain was able to produce 0.94 g/L of
PHB, which represents a 3.4-fold increase compared to the
control strain. In another attempt to enhance PHB
productivity, the authors used the CRISPRi approach to
knock down the bacterial fission ring protein FtsZ. The
downregulation of the expression of this protein results in the
formation of filamentous cells, benefiting the accumulation of
PHB within the cell. The resulting bacteria presented a
filamentous shape 10-fold longer than its wild-type (WT)
counterpart, allowing for a PHB production of 1.12 g/L.
CRISPRi relying on single plasmid transformation is also

applicable to nonmodel organisms. For instance, Mo et al.
modified the methylotrophic bacterium Methylorubrum ex-
torquens AM1 to produce carotenoids.43 These natural
pigments are used as colorants, feed supplements, and
nutraceuticals, among their many applications in the medical,
cosmetic, and biotechnology industries.134 By knocking down
an enzyme involved in a competing pathway, the authors
reported a 1.9-fold increase in the level of carotenoid
formation.
Dual Plasmid Systems. It is not uncommon to find

difficulties in the implementation of CRISPRi single plasmid
systems. Due to the relatively large plasmid size that is
required, plasmid construction, as well as its transformation,
are often times challenging.129 Therefore, the use of dual
plasmid systems, where the dCas and the gRNA are harbored
by different plasmids, may arise as a more practical approach
(Figure 2b). However, one of its limitations is the requirement
of two different selection markers.
Wu et al. successfully applied a dual plasmid system for the

efficient obtention of resveratrol in E. coli BL21.109 Resveratrol
is a well-known antioxidant with proven anti-inflammatory,
anticancer, and chemopreventive activities. The authors
enhanced this compound’s production by constructing a
synthetic pathway from precursors glucose and malonate in
E. coli. In addition, the mutant strain was further engineered by
using CRISPRi to improve malonyl-CoA availability, which is a
part of the synthetic pathway of resveratrol. To implement the
system, a plasmid-based on pACYCDuet-1 and harboring a
chloramphenicol expression cassette was used to express the
dCas9 protein, while the different sgRNA cassettes were
cloned in the pCOLADuet-1, which confers kanamycin
resistance. It was observed that the simultaneous down-
regulation of four genes encoding competing fatty acid
assimilation pathways resulted in a resveratrol titer of 187.1
mg/L, which represents an almost 6-fold increase in
comparison to the parental strain.
Genome-Integrated CRISPRi. Another approach for CRISP-

Ri implementation involves the incorporation of the dCas
expression cassette into the bacterial chromosome (Figure 2c).
This technique diminishes the need for antibiotic selection
and, at the same time, alleviates the metabolic burden
associated with multiple plasmid replication and maintenance
as only one plasmid harboring the gRNA is needed.

This approach may be particularly useful for bacteria that
exhibit low transformation efficiency such as Bacillus lichen-
iformis. This microorganism has significant industrial impor-
tance as it is considered “Generally Recognized as Safe”
(GRAS). However, the difficulties associated with its trans-
formation make its genetic manipulation challenging. Aiming
to facilitate its metabolic engineering, Zhan et al. generated a
mutant strain in which a dCas9 expression cassette was
inserted as a single copy within the bacterial chromosome.82

The construction was inserted in gene yjqB’s locus, which
corresponds to a phage genome present in the bacterial
chromosome. Once the expression of dCas9 was established,
this allowed the modification of the expression of several genes
individually and as a multiplex. The sgRNAs were introduced
as plasmids, which represent a minor challenge due to the
smaller size of the constructions. These changes permitted
improvement in the production of L-valine, an amino acid that
has pharmaceutical applications as well as is widely used in the
areas of animal feed and dietary supplements. The authors
employed the CRISPRi system to suppress various genes
involved in both byproduct formation and L-valine degradation
pathways, intending to identify which genes have a more
significant impact on L-valine production. By reducing the
expression of a gene involved in byproduct formation and an
enzyme that uses L-valine as a substrate, production of L-valine
was increased by 1.27 and 2.89-fold in experiments carried out
in shake-flasks and a bioreactor, respectively.
Capitalizing on Endogenous CRISPR Systems. In some

cases, endogenous CRISPR systems can be successfully
repurposed for gene repression (Figure 2d). For this, a
mutation in a naturally occurring Cas must take place for it to
be rendered catalytically “dead”. Additionally, an expression
cassette for the gRNA has to be delivered to the bacterial cell,
for example, integrated within a plasmid. The expressed gRNA
would then encounter the endogenous dCas and, subse-
quently, repress the expression of the selected gene.
This approach proved helpful in the metabolic engineering

of the nonmodel organism Gluconobacter oxydans WSH-003.60

Qin et al. reported and repurposed an endogenous type I-E
CRISPR/Cas system to enhance sorbose and gluconic acid
production.60 These systems comprise multisubunit Cas-
targeting complexes that form a structure known as Cascade,
which interacts with gRNA. In nature, this structure
subsequently binds to DNA, recruits Cas3 nuclease, and
degrades the target sequence.135 In G. oxydans,WSH-003 Cas3
is inactive, probably due to the effect of spontaneous
mutations. Repression of two genes permitted the determi-
nation of the catabolism pathway most relevant for growth.
The experiments revealed that downregulating the Entner−
Doudoroff pathway (EDP) was favorable for growth and
product formation. In contrast, the downregulation of the
pentose phosphate pathway (PPP) had the opposite effect.
Those findings were used to increase the sorbitol to L-sorbose
and D-glucose to D-gluconic acid conversions by repressing and
overexpressing essential genes of EDP and PPP pathways,
respectively. Overall, the reported CRISPRi system demon-
strated great potential not only for gene repression alone but
also for use in combination with other genetic engineering
techniques.
Establishing CRISPRi Repression Levels. One of the most

remarkable advantages of the CRISPRi application is its
tunability. As previously mentioned, achieving the desired
repression level may require some optimization, which can be a
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potential drawback. Gene repression levels can be fine-tuned in
all implementation systems by a variety of strategies (Figure 3).
It has been observed that the expression levels of CRISPRi
components directly impact the repression of a target gene.
Studies involving catalytically active Cas9 demonstrated
optimum Cas9:sgRNA molar ratios of 1:2.5 to 1:4.6,136,137

which indicates that, generally, a decimal ratio equivalent
below 1 is necessary for a successful CRISPR edition attempt.
It is reasonable to assume that this is also the case for CRISPRi
implementation systems. In that sense, selecting promoters
with different strengths to control the expression cassettes for
dCas and gRNA may aid in achieving the necessary
dCas:gRNA ratio for a successful CRISPRi attempt. In these
cases, promoter strength may allow for a higher or lower level
of expression of the CRISPRi machinery, resulting in different
levels of repression of the target gene.
In addition, the use of inducible promoters to control dCas

and gRNA expression cassettes is an interesting approach that

also allows for fine-tuning the expression of target genes in a
flexible manner. In particular, this is a valuable tool for
biocatalysis as it not only allows for a certain repression level
depending on promoter strength but also enables the induction
of gene repression at a certain time point during
biotransformation.21,97 As an example, gene repression can
be induced at a particular bacterial growth phase or with the
buildup of precursor metabolites.88 Additionally, when the
knockdown of a certain gene interferes with the growing
capacity of the bacteria by redirecting the carbon flux, the
regulation of the expression of the CRISPRi machinery allows
the accumulation of biomass before product formation.18 This
can aid in the achievement of higher biomass concentrations
and the improvement of product yields.
Conversely, different levels of gene repression can also be

accomplished by a thorough selection of the gRNA sequence.
It has been observed that the hybridization site of the gRNA
within the target gene can affect gene repression levels.

Figure 3. Different strategies for tuning repression levels using CRISPRi. The expression level of the CRISPRi components can aid in tuning the
repression level of the target gene. There are several strategies to adjust these expression levels, including choosing a suitable promoter strength for
dCas and sgRNA expression cassettes (i) or employing inducible promoters for the CRISPRi components (ii). Repression level can also be
regulated by using different gRNAs that target different parts of the target gene or its promoter region (iii). gRNA: guide RNA; dCas: catalytically
dead Cas protein.
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Differences in several orders of magnitude can be observed in
gene repression level depending on the distance of the binding
site to the transcription start, the selection of the target strand,
and the occurrence of mismatches between the gRNA and the
binding site.107

In this section of the review, a selection of examples of gene
repression tunability tools is presented, highlighting their
applicability in biotransformations as well as the advantages
and disadvantages that arise from their implementation.
Different Promoter Strength. The selection of the

promoters that control the expression of dCas and the
gRNA is a key aspect in the design of a CRISPRi system.
Promoter strength will translate into different levels of
expression of the CRISPRi machinery, which directly affect
gene repression levels (Figure 3i). Concomitantly, a good
combination of promoters will contribute to the establishment
of a proper dCas:gRNA molar ratio.
This strategy was employed by Kong et al. to explore and

enhance the biosynthetic pathway of a new EPS in
Streptococcus thermophilus S-3.56 EPSs are common additives
utilized in the food and medical industries due to their
applicability as thickening agents. First, with the aim of
determining which promoters to use in the proposed CRISPRi
system, the authors screened six high-strength promoters for
the sgRNA expression cassette design. For this, the upp gene
was selected as a model to establish the repression levels
associated with each promoter, as this gene encodes an uracil
phosphoribosyltransferase that converts 5-fluorouracil into
uridine monophosphate, causing cell death. The transcription
repression levels obtained ranged from 24% to 85%,
demonstrating that the promoter that drives the expression
of the CRISPRi system is critical for its efficiency. The authors
chose promoter P11, which provided the highest repression
level to clarify the EPS biosynthetic pathway through
repression experiments. The downregulation of all genes in
the EPS biosynthetic pathway was performed using the
designed CRISPRi system, individually and in pairs, to identify
its limiting steps. In addition, CRISPRi was also used to
determine whether the expression level of genes involved in
the nucleotide sugar metabolism affects EPS yields. Based on
the obtained results, the authors combined the repression of a
nucleotide sugar metabolism gene with the overexpression of
two EPS biosynthetic pathway proteins. The engineered strain
accumulated 221 mg/L/OD600 of EPS, which meant a 63%
increase in production compared to that of the control strain.
Use of Inducers. Promoter selection is not limited to

constitutive promoters as the CRISPRi machinery can be
controlled by inducible promoters, further multiplying the
opportunities for gene repression tunability (Figure 3ii). The
usage of inducible promoters to control the expression of dCas
and the gRNA is an invaluable resource for the development
and intensification of biocatalytic processes. The possibility to
“switch” the expression of the CRISPRi machinery “on”
facilitates biomass accumulation, which can be directly
translated to higher production yields.18,97 Also, the expression
levels of each part of the machinery could theoretically be
managed in a concentration-dependent manner. This means
that the expression level of the machinery would vary with the
amount of inducer added, facilitating the study and
implementation of different levels of repression using the
same system.
Kim et al. reported a regulatable CRISPRi system using a

rhamnose-inducible promoter to drive the expression of dCas

in E. coli.18 To develop the system, the authors designed a
plasmid harboring a fluorescent protein (GFP) under the
control of the T7 promoter. Targeting the T7RNAP gene,
responsible for the transcription of T7-regulated genes,
presented a restricted dynamic range. The expression of GFP
decreased by only 1.7 to 3.9 times when rhamnose
concentrations ranging from 16 to 1000 μM were used.
However, in a second attempt targeting both the T7RNA and
GFP genes, the gene repression ranged from 7- to 27-fold.
Building on these findings, the authors employed the
established CRISPRi system to regulate the heterologous
pathways leading to the production of (−)-α-bisabolol and
lycopene. These compounds are well-known terpenoids,
frequently used in diverse industries, such as the fragrance,
pharmaceutical, and chemical industries. A common limitation
in terpenoid production in mutant E. coli strains is the buildup
of toxic metabolites from the heterologous MVA pathway,
which is also responsible for generating the desired compound.
Utilizing the rhamnose-inducible CRISPRi system, the authors
successfully uncoupled bacterial growth with the production of
the target compounds by repressing the expression of all the
genes in the MVA gene cluster and the expression of the mvaE
gene, which codes for an acetyl-CoA acetyltransferase. This
strategy successfully reduced the production of toxic
intermediates, allowing for the achievement of higher biomass
yields in the first step of the fermentation. The subsequent
removal of rhamnose permitted product formation. With this
strategy, using 1 mM of rhamnose during growth, lycopene
production was increased by 8-fold, while (−)-α-bisabolol
production was increased by 10.8-fold.
However, one drawback of this strategy is the leakage of

some inducible promoters. Oftentimes, even a small amount of
dCas9 is capable of a significant reduction in the expression of
the target gene. For instance, dCas9 regulated by promoter
PLTetO-1 without induction reduced to 0.05% the expression
of a fluorescent protein in cyanobacterium Synechococcus sp.
strain PCC 7002.70 The larger dynamic range obtained for
system induction was obtained when using an inducible
promoter for both dCas and gRNA.
gRNA Selection. A diligent design of the gRNA can lead to

different levels of repression of the target gene (Figure 3iii).
The position of the binding site with the coding sequence
might range from the promoter location to different sites
throughout the coding sequence of the gene. Additionally, the
selection of the target DNA strand must be accounted for.
While there seems to be no difference in targeting the template
or nontemplate strand when the promoter region is
considered,138 generally, aiming for the nontemplate strand
of the coding sequence is the more effective alternative.107

For instance, Li et al. studied different locations for gRNA
binding in the strain EP-bifido E. coli to enhance MVA
production.88 This previously engineered strain contained a
carbon-saving artificial pathway (EP-bifido pathway) that
generates high acetyl-CoA from glucose, with the former
being a precursor for MVA. MVA is involved in terpenoid
production and is also used as a moisturizer in cosmetics, and
as a monomer for polyester production.139 In this work, the
target gene was pfkA, which encodes the enzyme phospho-
fructose kinase A. By repressing its expression, the authors
hypothesized that a change would occur in the metabolic flux,
redirecting it from the Embden−Meyerhof pathway (EMP) to
the pentose phosphate (PP) pathway, promoting a higher
production of NADPH. In turn, the higher availability of
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NADPH would facilitate MVA production. In this example, the
greatest inhibition of pfkA expression was achieved by a gRNA
located in the promoter sequence, allowing the obtention of
8.53 g/L of MVA, when CRISPRi was combined with the
overexpression of the zwf gene (which codes for the first
enzyme of the PP pathway).
CRISPR-Mediated HDR: Improving Biocatalysts

through Genomic Modifications. In biotransformations,
genomic modifications are often preferred over their plasmid-
based counterparts as bacteria with stable genotypes are more
suitable for industrial application. To induce these modifica-
tions in a sequence-specific manner, biotechnologists har-
nessed the HDR system, which is the dominant DNA repair
mechanism in most prokaryotes.140 By generating DSBs and
introducing a donor DNA template with the desired mutation,
bacteria can incorporate that mutation into its chromosome by
means of HDR. However, apart from being a sophisticated
technology, HDR rates are often low, reducing the technique’s
efficiency.
The possibility of using CRISPR-based systems to induce

DSBs emerged as a game changer as it significantly improves
HDR rates. This directly translates into an increase in
efficiency, further facilitating genomic modification in bacteria.
The donor DNA fragment can be introduced in the cell
together with the CRISPR system and used as a repair
template for HDR after the occurrence of the nuclease-
generated DSB.
This technology allows for a wide variety of targeted

genomic modifications from point mutations and small indels
to KO and knock-ins (KI). All these modifications can be
achieved by three basic genomic operations: deletion,
insertion, and replacement of DNA fragments (Figure 4)
The potential of introducing virtually any mutation into the

bacterial chromosome opens the door to a plethora of
possibilities for the improvement of whole-cell biocatalytic
processes (Figure 5).
It is worth noting that although promising, the applicability

of this technology is limited as many bacterial species are
susceptible to DSB due to the lack of HDR machinery. In
consequence, it is recommended to evaluate the presence of
the HDR pathway and its activity prior to an attempt at
CRISPR-mediated HDR genomic modification in a new
bacterial species.
However, this methodology has been successfully applied to

several industrially relevant bacteria, with the aim of improving

their biotransformation efficiency. In this segment of the
review, we present examples of those CRISPR-mediated HDR
genomic modifications, highlighting their applicability in
selected examples of biotransformations.
Deletion of DNA Fragments. Deletions in the DNA

sequence of a bacterial chromosome often result in the KO
of a gene, achieved through the removal of either the entire
gene sequence or a specific fragment. To generate these KOs
using CRISPR-mediated HDR, a template DNA must be
designed with homology arms directed toward the flanking
regions of the target sequence (Figure 4a). Once the Cas
nuclease generates the DSB, the HDR process results in the
targeted removal of the sequence from the bacterial
chromosome.
Deletions resulting in gene KOs can be successfully

implemented to enhance biotransformation processes, for
example, by eliminating competing pathways or increasing
target product formation, while diminishing the production of
undesired compounds. Schilling et al. resorted to this
technology to improve 2,3-butanediol production by Paeniba-
cillus polymyxa DSM 365.108 This compound is a valuable
platform chemical commonly used as a precursor for the
obtention of more complex chemicals. Common unwanted
byproducts associated with 2,3 butanediol production by P.
polymyxa are EPS and spores. By creating two KO mutants of
the bacterium, the occurrence of these undesired byproducts
was effectively reduced. The outcome confirms that this
approach holds promise for producing mutants that streamline
downstream processing. In addition, the 2,3-butanediol
production was improved to 43.8 g/L by coupling a KO on
lactate dehydrogenase with the heterologous expression of
butanediol dehydrogenase. In all cases, KO mutants were
obtained by the design of 1 kb homology arms constituting the
HDR template, achieving the deletion of up to 18 kb.
Additionally, knocking out specific genes can enhance the

performance of a bacterial chassis for biotransformation
purposes. For instance, one common drawback in biotransfor-
mations is the appearance of mass transfer limitations faced by
substrates and products to and from the cells. Modifying the
outer membrane can alleviate these limitations, concomitantly
increasing the level of product formation. In a recent example,
Wang et al. studied Halomonas bluephagenesis mutants
presenting a defective outer membrane in the bioproduction
of poly(3-hydroxybutyrate) (PHB).103 To generate this
mutant, a CRISPR-based system was developed to successfully

Figure 4. Genome editing possibilities by CRISPR-mediated HDR. The introduction of a template for homologous recombination permits the
deletion of a genomic region (a), the insertion of a DNA sequence within the chromosome without genomic DNA loss (b), or the replacement of a
genomic region with another DNA sequence (c). Red box: gene of interest. White box: homologous sequence; Blue box: replaced sequence.
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delete the lpxL gene, which codes for an enzyme involved in
LPS biosynthesis. The process involved generating a template
DNA with homology arms to remove 450 base pairs (bp)
corresponding to the target gene. The KO strain, namely, H.
bluephagenesis WZY09, showed enhanced properties. Among
those were increased growth and membrane permeability, a
21-fold reduction in endotoxin content (a common problem
related to the outer membrane of this bacterium), and a 30%
increase in PHB production.
Insertion of DNA Fragments. The insertion of a DNA

fragment can take place outside or within the coding region of
a gene. If the insertion takes place on the outside, then a
fragment can be added to the bacterial chromosome, generally
without any disruption in the expression of neighboring genes.

On the contrary, if the insertion takes place within the coding
region of a gene, it may result in a KO of the gene. The
insertion of a gene or a fragment in a particular location within
the genome, regardless of whether it is a coding sequence or
not, is referred to as a KI (Figure 4b). Similarly, KOs can be
accomplished by disrupting the target coding sequences with
the insertion of exogenous DNA.
The endogenous Type II-A CRISPR system present in

Pediococcus acidilactici was exploited by Liu et al. to introduce
another copy of an endogenous NADH-dependent L-lactate
dehydrogenase gene (L-ldh) into a noncoding region of the
genome.71 P. acidilactici is a lactic acid bacterium suitable for
probiotic use and for the industrial production of lactic acid as
it exhibits excellent properties such as thermotolerance and

Figure 5. Possible applications of CRISPR-mediated HDR genomic modifications for the improvement of biocatalytic processes.
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stress resistance. Lactic acid is widely used to produce
poly(lactic acid), a biodegradable polyester. Repurposing an
endogenous CRISPR system is often less laborious, as Cas9
and tracrRNA are already encoded in the bacterial
chromosome. In that sense, the sole introduction of the
crRNA coding sequence and the repair template is enough to
obtain the desired modifications. Using 700 bp homology arms
flanking the L-ldh expression cassette, the authors successfully
introduced the construction in P. acidilactici’s genome. The
modified strain showed improved growth and produced 24.5
g/L lactic acid, surpassing the WT strain.
Replacement of DNA Fragments. Another possible

genomic operation that can be performed by CRISPR-

mediated HDR is the replacement of a DNA fragment (Figure
4c). This implies the substitution of a region of genomic DNA
with an exogenous sequence. When this substitution occurs
within the coding sequence of a gene, it can lead to a variety of
possible outcomes. For instance, this methodology can be
employed to generate point mutations in the sequence or to
add a tag to a certain protein. This is also frequently used to
switch promoters to others with different strengths. Con-
versely, the replacement of a sequence within a gene can also
end in KO.
In another recent example of lactic acid production

improvement, Huang et al. reported the modification of
Bacillus sp. N16-5 employing CRISPR-mediated HDR.51 The

Figure 6. CRISPR-assisted recombination for mutant selection. Recombination is carried out by heterologous recombinases, and the CRISPR
system is designed to aid in positive mutant selection by cutting the genome in the WT sequence. The bacteria that did not successfully incorporate
the intended change die due to the incapacity of repairing the CRISPR-induced DSB. In consequence, only mutant bacteria survive and can grow in
a Petri dish. Recombinase: protein that catalyzes site-specific recombination events; gRNA: guide RNA; Cas: Cas protein.
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authors replaced the endogenous L-lactic acid dehydrogenase
gene (L-ldhA) with a D-lactic acid dehydrogenase gene (D-
ldhA) from Lactobacillus delbrueckii. By eliminating the
expression of the L-ldhA gene, the researchers aimed to obtain
optically pure lactic acid from xylose. Different homology arm
lengths were assessed to determine the insertion efficiency. By
presenting an 88% efficiency, it was determined that 1kb
sequences were optimal for performing the replacement. In
addition to the successful gene replacement, the authors
performed other genetic operations to enhance xylose
utilization, including deleting a xylose utilization pathway
repressor and integrating a native xylose transporter. These
joint modifications increased the xylose utilization, leading to
an increase in the D-lactic acid productivity of 27.7%. This
example depicts the applicability of CRISPR editing for the
obtention of enantiomerically pure compounds from bio-
transformations, significantly highlighting the superiority of
engineered biocatalysts compared to the less stereoselective
chemical catalysts.
CRISPR-Assisted Recombination: Easing Mutant Se-

lection for Better Biocatalysts. The occurrence of DSBs in
the DNA of several bacterial species often leads to high toxicity
and cell death, even when a template for HDR is provided.
This feature makes it unsuitable to employ CRISPR for
genome editing. However, this characteristic can be employed
for positive clone selection. In this scenario, a precise
modification is induced by another system (i.e., λ-Red
recombination), while a CRISPR-generated DSB is utilized
to kill the clones that did not acquire the selected mutation. As
a consequence, only mutated clones survive, thereby stream-
lining the process of clone selection while increasing the
recombination efficiency. While most examples of using
CRISPR as counterselection are based on the use of
recombinases (Figure 6), this system has also been employed
to enhance the screening of second-crossover strains in suicidal
plasmid systems.29 The use of recombinases with a template
can allow for the same wide variety of modifications detailed in
the previous section (Figure 5), with the added advantage of
this increase in efficiency. For instance, for E. coli strains, Cas9
selection can increase the recombination efficiency to 39%−
98% depending on the genomic modification.141

One of the most popular systems for CRISPR-assisted
recombination was developed by Jiang et al. and reached
efficiencies of up to 100%.142 This system consists of two
plasmids, one harboring the Cas9 nuclease and the λ-Red
recombinases and a second plasmid carrying the gRNA
expression cassette and the recombination template.
A modification in this system allowed efficient gene

deletions in Escherichia coli BL21.83 This technique involves
the use of linear double-stranded DNA as a repair template.
The production of the template by a single PCR step was
facilitated by the use of asymmetrical homology arms of 50 and
500 pb. This design was named CRASH (CRISPR-Cas9 and
asymmetric homology arm-directed genomic engineering) by
the authors. The inclusion of a sucrose-inducible cassette for
the expression of the toxic sacB gene from Bacillus subtilis
permitted the easy curing of the gRNA-carrying plasmid.
CRASH was used to obtain an E. coli strain that produced 3-
fold more lycopene than its parental (∼15,000 ppm to >40,000
ppm). Lycopene is an important antioxidant used as a dietary
supplement and constitutes the carotenoid most widely used in
the healthcare market.143 By deleting a gene required for Z ring
formation and proper division, cell size was increased. As

lycopene is an intracellular product, the elongated cell shape
obtained serves a greater compound accumulation. Addition-
ally, two genes were deleted to increase the precursor
availability, resulting in 135 mg/L of lycopene.
In an alternate approach, Li et al. developed a CRISPR-

assisted recombination method for Corynebacterium glutami-
cum based on the chromosomal insertion of recombinase
recET and Cas9 coding genes.75 The genomic, rather than
plasmid-based, expression helped to maintain low levels of
expression of Cas9 that proved to be enough to cleave the
DNA target with the added advantage of a reduction in
toxicity. The sgRNA was provided in a plasmid containing a
fluorescent protein expression cassette, facilitating subsequent
curing. The method was used to modify an L-homoserine-
producing strain. This chiral amino acid is an L-threonine and
L-methionine precursor and holds considerable potential to be
used in the pharmaceutical, agricultural, cosmetic, and
fragrance industries.144 To enhance L-homoserine production,
the authors reduced the consumption of this product by
deleting two genes. Moreover, an Escherichia coli gene, coding
for a homoserine dehydrogenase variant (thrAS345F), was
expressed to direct the carbon flux to L-homoserine. When this
gene was inserted into the genome, 6.3 g/L of L-homoserine
was produced, while the expression in a plasmid boosted the
production to 9.6 g/L. For industrial applications, the Cas9-
recET expression cassette was deleted, and the obtained
variant yielded 21.2 g/L of L-homoserine in a 5 L bioreactor at
a rotary speed at 400 rpm and pH 6.0 after 96 h.
Designing a CRISPR-Cas9-based genome editing system

combining different recombinases has allowed the modification
of species for which genome editing remains challenging.
Indeed, Liang et al. achieved an increase in the editing
efficiency of Rhodococcus ruber from 1% to 75% by introducing
the recombinases Che9c60 and Che9c6. Using a three-plasmid
transformation system containing Cas9, recombinases, and
sgRNA, the authors were able to obtain gene KOs, insertions,
and mutations.34 By knocking out one amidase gene (amiE)
that generated an undesired byproduct and replacing the WT
gene in charge of the bioproduction of acrylamide from
acrylonitrile with a stable mutant, a strain with a 23.5%
improvement in acrylamide production was obtained. Remark-
ably, the production of the byproduct acrylic acid was reduced
by 80%, easing downstream processing, and the operational
stability was increased from 1 to 4 reuses in the conversion.
Judging by the abundance of examples found in the

literature, CRISPR-assisted recombination is, without a
doubt, one of the most commonly used CRISPR-based
technologies in bacteria. Its broad applicability throughout
various bacterial species renders this methodology ideal for
biocatalyst development. Capitalizing on the fact that DSBs are
frequently lethal for bacteria, the design of the system must
mainly focus on selecting a suitable recombinase. As DNA
reparation by homologous recombination requires additional
proteins that interact with recombinases, the success of the
approach will strongly depend on identifying recombinases
that perform well in the selected bacterium.145

Other CRISPR-Based Technologies with Potential in
Biocatalysis. The scientific community’s ever-growing enthu-
siasm for CRISPR-based technologies has given rise to a
diverse array of novel and promising applications, which hold
tremendous potential for utilization in biocatalysis. These
applications encompass the utilization of CRISPRa for
transcription activation, base editors for point mutations, and

ACS Sustainable Chemistry & Engineering pubs.acs.org/journal/ascecg Perspective

https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.3c05735
ACS Sustainable Chem. Eng. XXXX, XXX, XXX−XXX

M

324

pubs.acs.org/journal/ascecg?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acssuschemeng.3c05735?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as


CRISPR-assisted directed evolution, particularly EvolvR
technology (Figure 7). These remarkable techniques have
broad applicability among different bacterial species and are
likely to succeed given a correct design of the experimental
attempt.
Moreover, some techniques are worth mentioning, as they

may be applied to a certain group of bacteria based on the
DNA repair pathways harbored in their genomes. Those
approaches rely either on the use of Cas nickases for genome
editing or the occurrence of CRISPR-mediated MMEJ and
NHEJ (Figure 8).
This section of the review aims to showcase these emergent

and more widely applicable technologies along with some

species-specific technologies with examples of their possible
applications in biocatalysis.
CRISPRa for Transcription Activation. The use of dCas

enzymes is not limited to gene repression, as they can also be
employed for transcription activation. This technology, known
as CRISPRa, can be implemented in bacteria following two
distinct approaches146 (Figure 7a). The first one relies on a
modified dCas protein with an added transcriptional activation
domain. The dCas portion of the protein, along with the
gRNA, is responsible for targeting a specific part of the genome
(upstream of a promoter). Analogously, CRISPRa implemen-
tation can be carried out by a dCas enzyme accompanied by a
modified gRNA with a hairpin domain that interacts with an

Figure 7. Emergent CRISPR-based technologies. CRISPRa allows for an increase in gene transcription by coupling an activator domain to either
the dCas or the gRNA (a). Base editors permit the modification of single nucleotides, generating point mutations in a small nucleotide window
defined by the gRNA. ABE editors catalyze A to G conversions, while CBE induces C to A substitutions (b). For CRISPR-assisted directed
evolution, different CRISPR-based technologies can be applied. In this work, we chose to highlight the EvolvR technology. For this application, an
nCas protein is fused with an error-prone DNA polymerase that introduces random modifications in the site near the single strain cut (c). dCas:
catalytically dead Cas protein; gRNA: guide RNA; ABE: adenosine base editors; CBE: cytosine base editors; UGI: uracil DNA glycosylase
inhibitor; nCas: mutant Cas protein with nickase activity.
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RNA binding protein (RBP) with a fused activator domain. In
any case, the activator domain is in charge of recruiting
activator proteins and enhancing gene expression. Similar to
CRISPRi implementation, as nonpermanent changes occur in
the genome, this strategy is reversible. Additionally, inducible
promoters may be used to turn the system "on" and "off" as
needed.
CRISPRa was used by Kiattisewe et al. for the modification

of Pseudomonas putida. For this purpose, the authors used a
combination of dCas9 and sgRNA containing an RNA hairpin
designated as MS2.50 MS2 recruits a protein fused to an
activator domain (soxS) that interacts with the alpha subunit
of the RNA polymerase. Within the cell, the dCas9-sgRNA
complex interacts with the target sequence, approximating soxS
upstream of the transcription initiation site. Using this
approach, two heterologous pathways were activated, obtaining
5- and 40-fold increases in BH2 and MVA production,
respectively.
The optimal distance with the transcription start site (TSS),

the spacer sequence, the target gene promoter strength, and
the 5′ proximal sequences to the TSS were found to play a role
in the effectiveness of the technology. As these features may be
species-specific, further experimental evidence is necessary to
define general rules that help predict the effectiveness and
efficiency of this strategy in other bacteria.
Base Editors for Point Mutations. The precise targeting

ability of the CRISPR complex can be harnessed for the
generation of site-directed point mutations. Base editors based
on a nCas or dCas enzyme fused with a DNA modifying

enzyme can accurately substitute DNA bases without the need
for a DSB. CRISPR base editors (CRISPR-BEs) usually
employ either a cytidine deaminase or an adenine deaminase as
a fusion protein, which can respectively substitute cytosine for
thymine or adenine for guanine during base editing (Figure
7b).147

This approach was used by Wang et al. to improve the
bioproduction and accumulation of glycogen in the cyano-
bacterium Synechococcus elongatus.62 Glycogen is a promising
feedstock that can be converted to ethanol through
saccharification and fermentation processes and is therefore
used in biofuel production.148 In a pioneering application of
CRISPR technology in cyanobacterium, they introduced
premature stop codons in two genes responsible for glycogen
degradation (glgP and glgX). Using a dCas9 fused to a cytidine
deaminase, they achieved precise and efficient genome editing
at a single-nucleotide resolution to convert cytosine to
thymine. Upon inactivation of both glgP and glgX, mutants
showed a higher glycogen content of 94.28 ± 11.32 mg/
gDCW compared with that of the WT strain (67.86 ± 11.29
mg/gDCW).
Although CRISPR-BEs are increasingly being used in

bacteria and other organisms, concerns remain regarding
their bystander and off-target editing effects. Bystander
modifications refer to nucleotide modifications that occur
near the target nucleotide, as each CRISPR-BEs has an editing
window in which unintended modifications are more likely to
occur. Off-target modifications, on the other hand, are
modifications that occur in sequences similar to the target

Figure 8. Other CRISPR-based technologies. A nCas-induced single-strand break can be exploited to obtain target modifications in organisms
harboring the appropriate repair pathway (a); it presents as an alternative for bacteria that are susceptible to DSB. In bacteria that present the
NHEJ or MMEJ repair pathways, DSB could be used to generate random modifications without the need for a template (b). nCas: mutant Cas
protein with nickase activity; gRNA: guide RNA.
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sequence and may be recognized by the gRNA. The likelihood
of off-target modifications, like in the case of bystander
mutations, depends on the specific CRISPR-BEs used.149

There is active research aimed at achieving more precise
modifications. Still, it is important to address the likelihood
and potential interference of these changes with the expected
results in each specific case.
CRISPR-Assisted Directed Evolution. Directed evolution is a

well-established and potent tool used for the generation of
mutant proteins and enzymes with new or improved tailored
functions. This technology can greatly benefit from the
accurate ability of the CRISPR machinery to target specific
portions of the DNA, increasing the efficiency of the directed
evolution process. While several aforementioned CRISPR-
based technologies can be applied for directed evolution, this
section of the review is dedicated to EvolvR (Figure 7c). This
elegant technology is based on a fusion protein comprised of
an error-prone, nick-translating DNA polymerase and a nCas
protein, which is capable of introducing random mutations in a
site-specific manner.150 The localization of the polymerase
initiation site is determined by the gRNA, while the
mutagenesis window length, mutation rate, and substation
bias will depend on the selected DNA polymerase.
The EvolvR technology was utilized by Long et al. to

increase the activity of Pseudomonas putida's ornithine cyclo
deaminase (OCD), encoded by the Ppocd gene.81 This enzyme
is responsible for L-proline production (L-Pro), an amino acid
frequently used in the pharmaceutical, chemical, and animal
feed industries. Directed evolution using EvolvR was initially
carried out in E. coli, and subsequently, the evolved enzyme
was introduced in Corynebacterium crenatum to enhance L-Pro
production. The design of the sgRNAs used for EvolvR was
aimed at three loops near the pocket of OCD’s active center.
Implementing a high throughput strategy for mutant selection
is a common bottleneck in directed evolution. In this work, the
authors developed an elegant strategy based on a plasmid
harboring the Ppocd gene along with an antibiotic resistance
cassette in which the L-Pro codons were substituted by rare
codons. Consequently, after the directed evolution process,
only the mutants containing improved versions of Ppocd could
express antibiotic resistance and, in turn, grow in its presence.
After the selection process, the plasmids containing the
improved OCDs were recovered, and the activity of the
evolved enzymes was measured. The results showed an
increase in performance in 92% of the mutants. The three
most favorable mutations were incorporated in the Ppocd gene,
presenting a 2.41-fold increase in activity in comparison to that
of the WT enzyme.
Cas Nickases for Genome Editing. One of the limitations of

the utilization of Cas nucleases for genome editing is the
toxicity associated with the generation of DSBs, as is the case
for many industrially relevant bacterial species.151 For that
reason, it is not uncommon to experience the appearance of
very few or no colonies on the Petri dish after a CRISPR-Cas
editing attempt. The development of mutant Cas nucleases
with the ability to cleave only one DNA strand (nickases,
nCas) has emerged as an alternative to increase mutation
efficiency in CRISPR-based genome editing of these
particularly susceptible bacteria (Figure 8a). The application
of this technique will depend on the presence and expression
level of the specific repair pathway. If the selected bacterium
possesses the repair pathway, the versatility of this technology
is comparable to that of HDR-mediated genomic modification

or CRISPR-assisted recombination, in terms of possible
genomic operations to be performed on the chromosomal
DNA.
Genomic modification attempts on Clostridium cellulolyticum

using a CRISPR-Cas9 system are ineffective, probably due to
the toxicity of the generated DSBs.152 Nonetheless, Tao et al.
successfully achieved precise modifications on this model
organism, utilizing a nCas9 coupled with a homologous repair
template.55 This bacterial species is of particular industrial
importance as it can degrade the cellulose in lignocellulosic
biomass, which constitutes one of the most abundant
renewable feedstocks and generates products of industrial
relevance, such as lactate, acetate, ethanol, and hydrogen. In
the aforementioned work, the authors used a nCas9-based
genome editing system to improve cellulose degradation in
different mutant strains of C. cellulolyticum. The insertion of
constitutive promoters to drive the expression of a gene cluster,
which encodes various carbohydrate-active enzymes, resulted
in an augmented growth capacity in mutants based on C.
cellulolyticum Δ2866 (previously modified to improve trans-
formation efficiency). The two resulting mutants presented a
more efficient cellulose bioconversion. Furthermore, inserting
the promoters in C. cellulolyticum LM (Δldh/mdh), a strain that
does not produce lactate, resulted in mutants with increased
ethanol production.
CRISPR-Mediated Nonhomologous End Joining (NHEJ)

and Microhomology-Mediated End Joining (MMEJ). In
bacteria, the repair of DSBs in the absence of a template can
proceed via two different pathways, namely, the NHEJ pathway
and the MMEJ pathway (also referred as Alternative End
Joining (AEJ)) (Figure 8b). The NHEJ repair pathway is active
in many prokaryotic species like Mycobacterium tuberculosis,
Bacillus subtilis, Streptomyces ambofaciens, and Sinorhizobium
meliloti and involves key enzymes Ku and DNA ligaseD. This
repair system consists of processing the DNA ends by
exonucleases and endonucleases and their subsequent
ligation.153 This often results in an imprecise repair that
involves the loss or addition of nucleotides, affecting the
original DNA sequence. In contrast, the MMEJ repair pathway
has been described as an alternative for repairing DSBs that
does not require Ku or ligaseD.154 Alternatively, this method
relies on aligning microhomologous sequences near the DSB,
generating insertions and deletions in the DNA se-
quence.155,156 Both the NHEJ and MMEJ pathways may be
exploited by CRISPR systems to produce KO strains without
the necessity of introducing a repair template, which
constitutes an advantage (Figure 8b). After modification, a
desired genotype must be selected from the obtained
genotypes, since the modification is random. This approach
provides more stable phenotypes than other strategies to
reduce expression such as CRISPRi and requires minimal
plasmid construction. However, it is noteworthy that the
applicability of both of these strategies is limited to the
presence of the complete pathways and their activity in the
target bacterial strain.
Examples of the use of these particular CRISPR-mediated

techniques in biotransformations are scarce. For instance, the
NHEJ pathway was identified in Rhodococcus opacus PD630
but presented a very low repair efficiency (0% to 25%
depending on the sgRNA) and did not permit further
applications.157 This repair system was also identified in
Clostridium cellulolyticum. However, a CRISPR-mediated
editing attempt by Xu et al. did not lead to colony formation,
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indicating the lethality of the generated DSB, probably related
to a low expression of key enzymes in the system.152

Alternatively, the enzymes of the NHEJ pathway can be
introduced into the cell together with the CRISPR system.158

This approach was followed by Tian et al. to test the feasibility
of editing the genome of Bacillus subtilis.66 In the work, the
authors reported the inactivation of two extracellular proteases,
successfully generating deletions of 496 bp and 490 bp in each
sequence, respectively. However, the NHEJ-based editing
system was not suitable to perform deletions of long DNA
fragments.
Conversely, the presence and relevance of the MMEJ

pathway in bacteria remain under study, with its potential as an
editing tool being hindered due to the lack of knowledge and
successful examples to capitalize on. Even though the MMEJ
pathway was first described in the archetypal bacterial chassis
E. coli, the lethality of DSBs in this species indicates that, in this
case, the mechanism efficiency is not enough, limiting its
applicability.159 However, a report by Sui et al. describes an
efficient CRISPR-mediated MMEJ system in Zymomonas
mobilis.160 In the work, the authors repurposed an endogenous
subtype I−F CRISPR-Cas system coupled with the MMEJ
pathway to generate targeted deletions within the bacterial
chromosome. Different efficiencies were observed depending
on the localization of the targeted DSBs. When the DSB was
located adjacent to essential genes, the repair efficiency was
significantly lower. The authors highlighted the application of
this technology for the study of the function of essential genes,
while proposing an alternative to CRISPRi based on the
generations of small deletions in the promoter region of a
target gene. This proposed application could be an easier

alternative to CRISPRi, as it would require less plasmid
construction and generate mutants with a stable genotype.

■ CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVES
The steady development of new CRISPR-based technologies
has made it possible to modify bacterial genomes accurately
and efficiently, allowing for fine-tuning of gene expression and
consequent generation of truly state-of-the-art whole-cell
biocatalysts.
Each CRISPR-based technology offers unique advantages

and poses distinct challenges (Table 2). Through this
Perspective, we made an effort to highlight their strengths
and limitations. By understanding the intricacies of each tool,
researchers can make informed choices about selecting the
most suitable method for their specific bacterial species and
biocatalytic tasks.
Upon analysis of relevant examples of CRISPR tools applied

to improve bacterial biocatalysis, these authors believe that
CRISPRi and CRISPR-assisted recombination stand out over
the rest of the technologies. The distinctive molecular
properties of bacteria render these technologies particularly
efficient and well-suited for application in these organisms
compared to others.
We believe CRISPRi arises as one of the most promising and

applied technologies, as it can virtually be used in all bacterial
species provided there is an effective preparation and delivery
of the constructs harboring the expression cassettes for the
dCas protein and the gRNA. This technique is key for
downregulating genes from competing pathways or silencing
enzymes that generate unwanted products. Consequently, the

Table 2. Overview of Advantages and Disadvantages of CRISPR-Based Technologies

Technology Advantages Disadvantages

CRISPRi • Allows manipulation of essential genes • Requires optimization to achieve desired expression levels
• Offers titratability for fine-tuning
expression levels

• Makes it more challenging to evaluate potential off-targets

• Features a simple design • Poses a risk of persistency in basal expression
• Enables multiplexing • Has a limited phenotype capacity (restricted to gene

repression)
• Is inducible, allowing for reversibility • When using inducible promoters, leakiness may become

problematic
• Proves helpful in nonmodel organisms

CRISPR-mediated HDR genomic modifications • Facilitates a wide range of targeted
genomic modifications

• Applicable to a reduced group of bacteria

• Exhibits a broader phenotypic range
compared to CRISPRi

• DSBs can be lethal in many species

CRISPR-assisted recombination • Facilitates a wide range of targeted
genomic modifications

• For recombinase based systems, depends on the availability of
suitable recombinases

• Demonstrates broad applicability among
relevant bacteria

CRISPRa for transcription activation • Is inducible, allowing for reversibility • Presents challenges in predicting effectiveness and efficiency
Base editors for point mutations • Presents reduced toxicity compared with

other edition techniques
• Can lead to bystander and off-target editing effects

CRISPR-assisted directed evolution • Represents a potent tool for new catalyst
discovery

• Requires the design of a case-specific selection system

Cas nickases for genome editing • Avoids DSB toxicity • Depends on the presence and expression level of single-strand
break repair pathways• Facilitates a wide range of targeted

genomic modifications
CRISPR-mediated MMEJ and NHEJ • Eliminates the need for a repair template • Produces random mutations

• Requires less plasmid construction and
design than other KO techniques

• Is under study (mainly MMEJ)

• Generates mutants with more stable
phenotypes

• Applicability is limited to the presence of the complete
pathways and their activity in the target bacterial strain
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engineered bacterial strains can improve their productivity,
contributing to the sustainability of the biocatalytic processes.
The most widely used technology for genomic modification

is CRISPR-assisted recombination due to its versatile utility
and notable enhancement of recombination efficiency. As this
technique has broad applicability within industrially relevant
bacteria and allows for a plethora of stable genomic
modifications, we believe it has made a breakthrough
contribution to biocatalysis and promises a future generation
of new and improved biocatalysts.
Nowadays, the need for new and improved sustainable

biocatalysts for industrial applications often requires the
execution of more than one genetic modification at once. In
that sense, we envision that a variety of available CRISPR-
based technologies should be combined to develop these
highly modified tailor-made catalysts and exploit the full
potential of CRISPR tools.
This idea was tested by Wu et al.21 and followed a holistic

approach in a pioneering work, combining multiple applica-
tions of CRISPR-based technologies in E. coli. In this
metabolic engineering study, a series of modifications were
carried out to improve the production of 1,4-butanediol (1,4
BDO), a compound used in the manufacturing of fibers,
plastics, and solvents. Using CRISPR-assisted recombinases,
the authors introduced point mutations, KOs, and KIs to
improve the function of the biocatalyst under anaerobic
conditions and to add additional genes to regenerate
intermediates. Additionally, CRISPRi was applied to reduce
the expression of an enzyme catalyzing a byproduct formation.
These changes improved the production by 100%, reaching 1.8
g/L of 1,4-BDO in 48 h. To the best of our knowledge, there
are no recent reports that use the same methodological
approach, which may be associated with the level of expertise
needed and the difficulty of reproducing the approach in other
systems.
We also anticipate that high throughput approaches may

spur the development of CRISPR-based technologies and
expand their utilization in biocatalysis. Access to large data sets
has the potential to create more comprehensive insights into
the genome editions needed to obtain improved biocatalysts,
provided that a rigorous and meticulous methodological
approach is established for data analysis and evaluation.
Wang et al. developed a method called BETTER (Base Editor-
Targeted and Template-free Expression Regulation) that uses
CRISPR-BEs to generate different regulatory sequences,
namely, ribosome binding sites (RBS), 5′ untranslated regions
(UTRs), and promoters.84 The experimental design uses
nCas9-cytidine deaminase fusion to introduce random
mutations in regulatory sequences, obtaining hundreds to
thousands of variants. BETTER was applied to improve xylose
utilization in Corynebacterium glutamicum, lycopene produc-
tion, and glycerol utilization by the same group.
In conclusion, the examples discussed and included in this

work demonstrate the potential of CRISPR tools to modify
bacteria to better perform or resist industrial bioconversions.
Certainly, there is still room for proposing new, more
sophisticated systems that will enrich the number of molecules
industrially prepared through green and potentially more
sustainable processes. Indeed, some of the works in the field
are undoubtedly primal, if judged from an industrial point of
view. However, each piece of overwhelming evidence of the
benefits of CRISPR for biotransformations paves the way for
more translational studies.

Biocatalysis presents itself as a green chemistry and
sustainability enabler. It clearly aligns with many of the 12
principles of green chemistry described back in the late 1990s
by Anastas and Warner161 as it addresses safety, health,
economic, and environmental boundary conditions when
applied to industrial production. Nevertheless, the field is
currently not sufficiently mature to address sustainability
parameters. While the works discussed in this review were
selected based on their capacity to enhance productivity and
generate novel biocatalysts, researchers should invest greater
effort in developing comprehensive metrics that encompass
their contributions to biocatalysis.
Finally, new genome editing technologies for fitted micro-

organisms that could support the production of high yields of
target products in simple media, avoiding the formation of
byproducts and resisting multiple reuses, could speed up their
utilization in biocatalysis. It is clear that CRISPR-based
technologies have the potential to circumvent the current
limitations of microbial bioconversions that hinder their
application over less green chemical processes.
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■ ABBREVIATIONS
AEJ - alternative end joining
BETTER - Base Editor-Targeted and Template-free
Expression Regulation
BH2 - dihydrobiopterin
bp - base pair
Cas - CRISPR-associated proteins
CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palin-
dromic Repeats
CRISPR-BEs - CRISPR base editors
CRISPRa - CRISPR activation
CRISPRi - CRISPR interference
crRNA - CRISPR RNA
dCas - catalytically dead Cas
DSB - double-strand break
EDP - Entner−Doudoroff pathway
EPS - exopolysaccharide
GRAS - generally recognized as safe
gRNA - guide RNA
HDR - homology directed repair
KI - knock-in
KO - knockout
L-DOPA - L-3,4-dihydroxyphenylalanine
L-Pro - L-proline
MMEJ - microhomology-mediated end joining
MVA - mevalonate
nCas - Cas nickase
NHEJ - nonhomologous end joining
OCD - ornithine cyclo deaminase
PAM - protospacer adjacent motif
PHB - poly(3-hydroxybutyrate)
PPP - pentose phosphate pathway
RBS - ribosome binding sites
RNAi - RNA interference
tracrRNA - tracer RNA
TSS - transcription start site
UTRs - untranslated regions
WT - wild-type

■ REFERENCES
(1) Bell, E. L.; Finnigan, W.; France, S. P.; Green, A. P.; Hayes, M.
A.; Hepworth, L. J.; Lovelock, S. L.; Niikura, H.; Osuna, S.; Romero,
E.; Ryan, K. S.; Turner, N. J.; Flitsch, S. L. Biocatalysis. Nat. Rev.
Methods Prim. 2021, 1 (1), 46.
(2) Alcántara, A. R.; Domínguez de María, P.; Littlechild, J. A.;
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Artificial Spores as Multi-Functional Biocatalysts to Perform
Biosynthetic Cascades

Maialen Iturralde, Magdalena Ripoll, Desiré di Silvio, Marta Gallego,
Daniel A. Grajales-Hernández, Xabier López, Lorena Betancor,
and Fernando López-Gallego*

Cells exhibit diverse structural formations such as biofilms and spores,
enabling them to acquire novel functionalities. Many of these structures
display biomacromolecules, including enzymes, tethered to cell walls to
support various extracellular processes. Alternatively, encapsulating single
cells with polymer coatings offers a strategy that circumvents the need for
genetic engineering while imparting artificial functionalities to cells. Here, a
universal method is presented for encapsulating single gram-negative
microbes with polymeric coatings based on the ancestral gall ink formed by
tannic acid-iron complexes. As a result, synthetic spores are achieved that
selectively bind His-tagged enzymes through the formation of unprecedented
galloyl/imidazole-Fe2+ complexes via ligand substitution demonstrated by
density functional theory. These synthetic spores with a thickness of
41.5 ± 4.2 nm and a stiffness of 6.0 ± 3.5 GPa serve as biocatalytic materials
for the one-pot oxidative amination of diols into amino alcohols, facilitated by
the cooperative catalysis between intracellular endogenous or recombinant
oxidoreductases, and an extracellular transaminase from Pseudomonas
fluorescens displayed at the spore surface. These spores maintain their
performance in three consecutive batch cycles. Integrating isolated enzymes
onto the surface of engineered microbes coated with polymers offers novel
opportunities for synthetic biology, advancing the efficiency of biosynthetic
cascades in solid-state environments.

1. Introduction

Inside the biocatalysis toolbox, we can find two main for-
mats of biocatalysts: whole cells[1,2] and isolated enzymes.[3,4]

While whole cells afford low production costs for enzymes and
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cofactors and include endogenous cofac-
tor regeneration systems, they face selectiv-
ity and reproducibility issues due to their
metabolic background and genomic adap-
tations. In contrast, isolated enzymes of-
ten achieve higher yields, titers, and pro-
ductivity than whole cells due to a lack of
complex metabolic background that may ei-
ther derail intermediates or drive products
to dead ends.[5] For certain biotransforma-
tions that combine challenging-to-express[6]

or labile enzymes with enzymes whose sub-
strates are insoluble or face mass trans-
port limitations to cross the cell mem-
branes, integrating whole cells with iso-
lated enzymes emerges as an elegant solu-
tion for constructing biosynthetic pathways.
These hybrid systems facilitate the valoriza-
tion of poorly soluble or metabolically in-
active feedstocks by employing a sequence
of extracellular enzymes to break down
the starting materials into metabolically ac-
tive intermediates.[7] Cell metabolism then
utilizes these intermediates to generate
a valorized end product. Conversely, in
an alternative approach, microorganisms
can convert low-value materials, such as

glycerol, into intermediates that are secreted into the media and
subsequently transformed by extracellular enzymes under non-
physiological conditions.[8]

In nature, a wide array of enzymes is tethered to cell walls
to facilitate various extracellular processes. Cellulosome is the
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paradigmatic example to illustrate how cells assemble extracellu-
lar systems at their surfaces. Inspired by nature’s approach, the
surface of a myriad of microorganisms has been engineered to
display a wide variety of enzymes. Frequently, the displayed en-
zymes are based on the genetic fusion of the enzyme sequence
with that of a membrane anchor (i.e., Lpp–OmpA,[9] PgsA,[10]

ice nucleation protein[11]), resulting in a chimera integrated into
the cell membrane, spore surface or S-layer.[12] Nonetheless, the
fusion of membrane anchors and passenger proteins (i.e., en-
zymes) may result in unfavorable domain interactions, protein
degradation, or even complete loss of functionality.[13] Conse-
quently, this significantly impacts surface display efficiency and
the biocatalyst activity. These difficulties can be alleviated by dis-
playing membrane proteins tagged with extracellular peptides
capable of interacting with enzymes through post-translational
bioconjugation.[14]

Alternatively, bacterial spores can serve as chassis for post-
translational immobilization (display) of enzymes on cell sur-
faces, with the genus Bacillus being themost commonly usedmi-
crobe for this purpose.[15–17] Beyond using wild spores, microbes
can also be coated with synthetic polymers resulting in artificial
spores that preserve cell viability under drastic conditions. This
approach has been successful in a wide cell scope since prokary-
otic (i.e., Escherichia coli) and eukaryotic (i.e., Saccharomyces cere-
visiae) cells have been artificially sporulated, increasing their tol-
erance to drastic conditions. Inspired by bio-adhesives found in
mussels, single-cell organic coatings have been achieved through
self-polymerization of dopamine under aerobic conditions.[18,19]

In contrast, the bio-silicification of diatoms[20] has been taken
as inspiration to create inorganic single-cell spores. For exam-
ple, yeast has been coated with metal-organic frameworks (i.e.,
ZIF-8).[21] In a hybrid approach, tannic acid in combination with
iron (III) polymerizes at the surface of both prokaryotes and eu-
karyotes, protecting them.[22] In this reaction, the iron crosslinks
the tannic acid molecules that spontaneously polymerize on the
cell surface.[23] Tannic acid is a natural polyphenol that includes
several galloyl groups linked to the glucose molecule with high
adherence to biological surfaces.[24] While tannic is absorbed by
the lipopolysaccharides of cell outer membranes,[25] the galloyl
groups can form coordination bonds with FeIII triggering the
polyphenol crosslinking at the cell surface. Thus, the complex-
ation between iron (III) and tannic acid forms multivalent coor-
dination interactions that create a supramolecular iron-organic
complex (TAFe) at the cell surface.
These artificial coatings protect cells under drastic conditions,

cryopreserving them for applications like delivering probiotics
with enhanced survival and mucosal adhesion for gastrointesti-
nal treatments.[26] Besides, these artificial spores can also provide
microbes with new functionalities, as the cell surface can be deco-
rated with biogenic but also abiogenic elements for artificial func-
tions in microbial fuel cells[27,28] and interfacial catalysis.[29] De-
spite the demonstrated potential of artificial coatings to augment
the capability of resting bacteria in biotechnology, this approach
has been rarely exploited to display enzymes that cooperatively
work with either the endogenous or engineered metabolism of
coated cells. One of the few examples[30] where enzymes attached
to the artificial coatings interplay with the cell metabolism is
the MOF-based artificial spores of yeast functionalized with 𝛽-
galactosidase.[31] In this proof-of-concept, coated yeast can sur-

vive longer times than uncoated ones in oligotrophic cell media
containing lactose. The displayed enzymes break down lactose
into galactose and glucose that can be metabolized by yeast to
survive. Beyond this example, biotransformations of high-value-
added products using hybrid biocatalytic cascades, which com-
bine endogenous metabolic enzymes and extracellular enzymes
anchored to natural or artificial spore coatings, have scarcely been
explored.
In this work, we have developed a single-cell encapsulation

protocol driven by tannic acid-iron polymerization to display en-
zymes at the coated surface of both wild-type or engineered
whole-cells with resting metabolism. Iron-galloyl complexes ex-
posed on the surface of coated bacteria serve as anchor points to
selectively bindHis-tagged proteins without engineering the cells
(Scheme 1). Following the optimization of the protocol for gen-
erating single-cell spores utilizing E. coli as a model chassis and
the characterization of their surface, we proceeded to immobilize
a His-tagged tetrameric amine transaminase from Pseudomonas
fluorescens (PfATA) onto the surface of coated E. coli cells over-
expressing various oxidoreductases. This enabled the execution
of a two-step transformation of polyols into aminoalcohols in a
one-pot reaction (Scheme 1). With this method, we connect rest-
ing whole-cell biocatalysts with His-tagged isolated enzymes us-
ing an adhesive biomaterial made of tannic acid-iron complexes.
This underexplored setup enables cooperative biocatalysis for an
industrially significant biotransformation. This approach was fi-
nally expanded to other Gram-negative bacteria from the genus
Gluconobacter that endogenously express a membrane-bound de-
hydrogenase at their inner membrane, to couple its alcohol oxi-
dation activity with the transamination reaction catalyzed by the
displayed PfATA.

2. Results and Discussion

2.1. Assembly of Artificial Spores Based on Tannic Acid-Iron
Complexes

As a model system to demonstrate the single-cell encapsulation
to fabricate artificial microbial spores, we used E. coli as a bio-
logical chassis and tannic acid complexed with iron(III) as an
artificial coating. As observed in other microbes,[28] tannic acid
in the presence of iron(III) polymerizes at the microbial outer
membrane giving rise to a polymeric coating. Besides the cell
encapsulation, this methodology functionalizes the cell surface
with iron complexes ready to form coordination bonds with the
imidazole ring of His-tagged proteins (Figure 1a). To this aim, we
established a workflow where pellets of E.coli were suspended in
a solution of tannic acid and FeCl3 and vigorously shaken for 10 s
to achieve single-cell coatings. After the artificial spore forma-
tion, the cells were washed and incubated with a His-tag protein
for their surface decoration. The UV–vis spectrum of coated cells
shows a broad absorbance band in the 450–600 nm range, in-
dicating the formation of tris-galloyl/iron complexes (Figure S1,
Supporting Information).[25,32]

To assess the efficiency of the single-cell encapsulation, we in-
cubated the coated cells after each synthetic protocol with His-
tagged mCherry and analyzed the resulting spores by confo-
cal laser scanning microscopy (CLSM). We studied the effect
of the number of sequential coating steps ([TAFe]x), the cell
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Scheme 1. Representation of single-cell encapsulation based on tannic-iron complexes that result in a biocatalytic artificial spore where one enzyme is
overexpressed in the cell cytosol (alcohol dehydrogenase/oxidase; ADH/AOX) and another enzyme is displayed at the spore’s surface (amine transami-
nase; ATA) to perform the stepwise transformation of polyols into aminoalcohols. The superior circular loop represents the tris-complex that forms the
structure of the bacterial coating. The inferior circular loop represents the interaction between the His-tag of the displayed enzyme and the iron(II)-tannic
acid complexes.

concentration, and the blocking step (Figures S2–S7, Support-
ing Information) on the encapsulation efficiency. These param-
eters were reported as important for the cytoprotection of the
fabricated spores.[22,33] As the artificial spores aggregated upon
their storage at 4°C (Figures S2 and S3, Supporting Informa-
tion), we decided to add a blocking step to avoid such an aggre-
gation process. Different concentrations of either bovine serum
albumin (BSA) (1-5%) or ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
(1-5%) were assessed as blocking agents. While polymeric coat-
ings may unspecifically bind BSA[34,35] as observed by other
polymer-coated materials, EDTA coordinates the displayed re-
maining iron complexes upon immobilization of the His-tagged
protein.[36] These two blocking agents avoided the interaction
between single spores hampering their aggregation (Figures S4
and S5, Supporting Information). As BSA makes [TAFe]2 layers
more inert as no additional metal complexes are formed (i.e.,
EDTA-Fe), we suggest that this blocking step precludes bacte-
ria aggregation and unspecific absorption of untagged proteins.
Hence, the general protocol to achieve stable single-cell arti-
ficial spores consisted of two consecutive coating steps using
0.40 dried cell weight (DCW) mL−1, followed by a blocking step
with 1% BSA. The resulting sporulated E.coli cells are dubbed
as [TAFe]2@E.coli. The polymeric shells surrounding the cells
were stable for 21 days at 4°C as the sample OD600nm and green
fluorescence (underlying the overexpressed GFP 𝜆ex = 488 nm
and 𝜆em = 508 nm) remained unaltered (Figure S6, Supporting
Information). Once a synthetic protocol was defined, we scaled
it up either by parallelizing the synthetic protocol without al-
tering the reaction volume or by increasing the reaction vol-
ume while keeping the reactant concentrations constant. Both
protocol approaches allowed the scale-up of the synthetic pro-
tocol without observing significant aggregation and jeopardiz-
ing the single-encapsulation efficiency (Figure S7, Supporting
Information).

Once the protocol was fully optimized, uncoated, and coated
cells were characterized by different methods. Figure 1b, b’ and
Figure S8 (Supporting Information) show transversal TEM im-
ages of uncoated and coated E.coli cells. The uncoated cell dis-
plays the typical lipid bacteria bilayer whereas the coated cell dis-
plays a brushy hair-like structure on the outer membrane sur-
rounding single cells, confirming the presence of single-cell coat-
ings on the cell surface. This morphology is similar to that al-
ready reported for other artificial E.coli spores following a sim-
ilar single-encapsulation protocol.[28,33] Through the analysis of
ten TEM images, we found out that the thickness of the TAFe
layer was 41.5 ± 4.2 nm, which matches the thickness found in
other cells encapsulated with similar coatings.[28,33] In addition,
this hair-like structure seems to be heterogeneously distributed
exhibiting some large brushes anchored to the cell surface.
Furthermore, confocal laser scanningmicroscopy (CLSM) was

performed using fluorescent proteins at different cell localiza-
tions (Figure 1c, c´). On one hand, the green fluorescence of
the overexpressed GFP is observed inside bacteria transformed
with a plasmid encoding GFP. On the other hand, the red fluo-
rescence of His–tagged mCherry is localized at the outer surface
of the bacteria where the polymeric shell is, according to TEM im-
ages. CLSM studies demonstrate that proteins are compartmen-
talized inside (E.coli(GFP) in green) and outside (His–mCherry
in red) of artificial spores. Hence, the presence of immobilized
protein proves the protein display at the surface of encapsulated
single cells thanks to the functionalization of the cell coating
with iron chelates reactive with the His-tags through histidine-
metal coordination. Furthermore, we performed atomic forcemi-
croscopy (AFM) analysis to assess the topography of the outer
shell of the cells (Figure 1d, d’). While uncoated E.coli cells show
a smooth surface, the coated ones show a rugged and uneven
surface, matching what we observed in the TEM analysis. Note,
that atomic force spectroscopy revealed that the stiffness of the
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Figure 1. Characterization of single-cell encapsulation: a) scheme of the assembly protocol to achieve artificial spores displaying a His-tagged protein. b)
Transmission electronmicroscopy (TEM) images of a representative uncoated (b) and coated (b’) E.coli cell. c) CLSM images of E.coli cells expressingGFP
(green channel 𝜆ex = 488 and 𝜆em = 508 nm) without coating (c) and coated with His-mCherry (red channel 𝜆ex = 561 and 𝜆em = 610 nm) immobilized
on their surface (c’). The inlets at the left-top corner show a larger area of the sample. d) Atomic force microscopy (AFM) images of the outer shell
of an uncoated (d) and coated (d’) E.coli cell depicting i) height where lighter colors display higher pixels ii) in phase where a phase shift is shown iii)
peak force error. e) Lowest energy structures determined by quantum calculations that correspond to the [Fe(Tan)3]

q − 6 + 2Im® [Fe(Tan)2Im2]
q − 4 +

Tan−2 reaction. Fe refers to iron (II) and (Tan) refers to the deprotonated galloyl ligands coordinated with the iron (II). The overall affinity reaction also
considers the stabilization energy of free (Tan) by protonation leading to the most stable protonation state (Tan2H) in solution at pH 8.
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artificial spores is similar to that of uncoated cells (Figure S9,
Supporting Information).
The presence of iron on the polymeric coating was confirmed

by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and inductively cou-
pled plasma mass spectrometry (ICP-MS) (Table S1, Supporting
Information). Using ICP-MS, we determined 3 times more to-
tal iron in coated cells than in uncoated ones. While with XPS
analysis, we observed the typical band Fe2p widely reported for
[TAFe]2 assemblies,[25,28,37] but also the band Fe3p that informs
us about the oxidation state of the iron on these assemblies. To
note, XPS reveals that the iron in the spores is majorly reduced
to Fe2+ due to the reducing power of tannic acids,[38,39] yet Fe3+

was also present (Figure S10, Supporting Information). As the
typical oxidation state of iron to coordinate imidazole in metal-
phenolic complexes is iron(III),[40,41] we decided to study whether
iron(II) in tris-galloyl complexes can coordinate peptides with im-
idazole rings through ligand displacement. To that aim, we cal-
culated the ligand substitution energies through density func-
tional theory (DFT) calculations (see Supporting Information).
Through this, we observe that the reduction of Fe3+ to Fe2+ dra-
matically changes the capacity of a tris-galloyl complex to chelate
the imidazole rings. DFT calculations show that imidazole com-
plexation is energetically more favorable when the tris-galloly
complex is coordinated with Fe2+, as its binding energy is 12.5–
14.6 kcal mol−1 lower than that estimated with Fe3+ complexes
depending on the complex conformation (see supporting infor-
mation, Tables S2 and S3, Supporting Information). Under His-
tag binding conditions (pH 8) galloyl ligands (Tan2H) are neu-
tral species, however, upon coordination with iron, galloyl lig-
ands are doubly deprotonated at the coordinating oxygen posi-
tions. Thus, the three ligands around the metal center in tris-
galloyl complexes present a total charge of −6. The +3 charge
of the iron(III) reduces considerably the strong coulombic re-
pulsion between the ligands, stabilizing the tris-galloyl complex,
and making the ligand exchange with imidazole endothermic.
However, the tannic-driven reduction of iron(III) to iron(II) dur-
ing the coating formation decreases the charge of the metal cen-
ter to +2, destabilizing the co-location of three doubly negatively
(Tan) ligands and reducing the stability of the tris-galloyl com-
plex. This fact makes the exchange of one of the (Tan) ligands
by neutral imidazole thermodynamically competitive (exother-
mic). Consequently, upon iron reduction, tris-galloyl complexes
can interact with two imidazole groups from a His-tag, releas-
ing one galloyl ligand (which in turn transforms to its fully pro-
tonated state, TanH2), and forming a [Fe(Tan)2Im2]

2 − complex
(Figure 1e; Figure S12, Supporting Information). The selectivity
of this interaction is supported by the fact that untaggedmCherry
is not able to be immobilized on the surface of the artificial
spores as red fluorescence was not detected at the surface of
[TAFe]2@E.coli overexpressing GFP (Figure S11, Supporting In-
formation). Thus, the presence and the oxidation state of iron
together with the genetic fusion of a His-tag to the N-terminus of
the protein sequence enable the immobilization and display of
His-mCherry on these artificial spores. In this case, the function-
alization of [TAFe]2 layer with other divalent metals (i.e., Co2+)
was unnecessary as reported elsewhere,[42] and demonstrates that
galloyl-Fe2+ complexes are mandatory to immobilize His-tagged
proteins.

2.2. Artificial Spores Provide Cytoprotection to E.coli Cells

Once the artificial spores were assembled, we next studied their
reversibility and cytoprotective role under relevant conditions for
industrial bioprocesses. To that aim, we first assayed the de-
sporulation of [TAFe]2@E.coli cells overexpressing GFP where
the polymer coating is broken due to cell division forces. Un-
coated and coated cells were grown and induced with isopropil-
𝛽-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) in either buffer or Lysogeny
Broth (LB) media to monitor cell density (OD600nm) and GFP
overexpression (Figure S13, Supporting Information). Figure 2a
shows that bacteria cannot be grown in phosphate buffer as
would be expected due to the absence of a carbon source. How-
ever, when a rich media (LB) is used, [TAFe]2@E.coli cells reach
higher cell density but at a slower growth rate than uncoated
ones (Figure 2a; Figure S13, Supporting Information). Further-
more, [TAFe]2@E.coli harboring an IPTG-inducible plasmid en-
coding GFP overexpresses this fluorescence protein intracellu-
larly when cultured in LB media dopped with IPTG (Figure S13,
Supporting Information). According to the growth curves shown
in Figure 2a, flow cytometry analysis supports the cytoprotective
properties of [TAFe]2 as we found a larger population of green flu-
orescent bacteria when we inoculated coated bacteria than when
we inoculated uncoated ones (Figure S13, Supporting Informa-
tion). To assess the presence of the coating after de-sporulation,
[TAFe]2@E.coli cells were incubated with His-tagged mCherry
and then cultured in either phosphate buffer or LB media. After
72 h of growth, samples were collected and analyzed by CLSM
(Figure S13, Supporting Information). During bacterial growth,
the polymeric coating was lost as no red fluorescence was de-
tected at the surface of bacteria that were able to express GFP
(Figure S13, Supporting Information). By tracking the red flu-
orescence underlying the His-tagged mCherry displayed at the
bacteria surface, we prove the reversibility of the artificial sporu-
lation process.Hence, the polymeric coating allows bacteria repli-
cation, suggesting a spontaneous dismantling of [TAFe]2 layers
likely caused by the physical forces exerted by this cell division.
This result is supported by the similar stiffness of [TAFe]2@E.coli
and uncoated E.coli (Figure S9, Supporting Information). This
de-sporulation process of artificially coated cells has also been
achieved with other polymeric shells (i.e., dopamine).[29] The or-
ganic polymeric shell is spontaneously broken unlike artificial
spores based on inorganic shells where an external stimulus (i.e.,
EDTA) must be applied to dissolve the artificial coating.[21]

Encouraged by the superior survival of E.coli cells when coated
with [TAFe]2, we submitted these artificial spores to a thermal
shock (70 °C for 1 h), organic solvent incubation (20% DMSO
for 16 h at 25 °C) and acidic (pH 4 for 3 h at 25° C) and alka-
line (pH 10 for 3 h at 25° C) conditions. After these incubations,
we assessed the live cell fraction by fluorescence spectroscopy
(see materials and methods). After the thermal shock, artificial
spores lost 27% of their initial viability, in comparison to un-
coated cells, which lost 50% of their initial viability (Figure 2b). In
contrast, the [TAFe]2-based artificial spores resisted DMSO sim-
ilarly to the uncoated cells (Figure 2c) maintaining more than
half of the cells alive after the incubation period. Unlike, poly-
dopamine coatings that stabilize cells against organic–aqueous
interfaces,[29] [TAFe]2 coating negligibly increases the cell sta-
bility against organic solvents such as DMSO. Remarkably, the

Adv. Funct. Mater. 2024, 2406097 © 2024 Wiley-VCH GmbH2406097 (5 of 14)

 16163028, 0, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1002/adfm

.202406097 by C
sic O

rganización C
entral O

m
 (O

ficialia M
ayor) (U

rici), W
iley O

nline L
ibrary on [27/05/2024]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense340

http://www.advancedsciencenews.com
http://www.afm-journal.de


www.advancedsciencenews.com www.afm-journal.de

Figure 2. Cytoprotective assays of [TAFe]2@E.coli (purple) and uncoated E.coli (yellow) cells. a) De-sporulation assay in different culture media, nutrient-
rich LB media, and 50 mM Tris-HCl buffer. Alive fraction after b) incubation at 70 °C for 1 h, c) incubation with 20% DMSO for 16 h at 25° C, and d)
incubation at pH 4 and pH 10 for 3 h at 25° C. Positive controls (C(+)) represent [TAFe]2@E.coli and uncoated E.coli cells without any incubation. Alive
fraction is the ratio between alive cells after incubation and alive cells in the corresponding positive controls. In panels (b–d), all data are presented as
the mean value and the standard deviation (error bars) of two independent experiments.

artificial spores exhibited an outstanding tolerance to acidic pH,
retaining their initial viability after incubation at pH 4. Unlike
the artificial spores, only 75% of the initial uncoated cells survive
the acidic conditions (Figure 2d). These results match previous
work where similar E.coli cells were encapsulated into [TAFe]2-
based coatings.[33] In contrast, alkaline pH (pH 10 for 3 h at 25°C)
was more deleterious for cell viability with both uncoated (45%)
and coated cells (19%). Viability results were confirmed by CSLM
(Figure S14, Supporting Information). The increased tolerance of
[TAFe]2@E.coli cells to acidic pH may be attributed to a shift in
the composition of the TAFe layer from tris- to mono-complexes
under these conditions.[43] This transition results in the display of
free galloyl ligands (with a pKa1 = 3.3 and pKa2 = 8.5),[39] which
are readily protonated, capturing protons from themedia.Hence,
we suggest that the TAFe layer exhibits a heightened buffer ca-
pacity under acidic conditions, thereby reducing the proton dif-
fusion into the bacteria, which minimizes cytosol acidification,
ultimately increasing cell survival. This buffer effect is less plau-
sible at alkaline pH, where most gallolyl ligands are coordinated
with iron-forming tris-complexes.

2.3. Artificial Spores Offer a Larger Surface Area to Display
His-Tagged Proteins

Determining the capacity of artificial spores to display high sur-
face protein load is key to manufacturing highly competent co-

operative biocatalysts. To do so, we first quantitatively evaluated
two different approaches for the post-translational display of pro-
teins on the surface of artificial spores using two linkers of dif-
ferent lengths. On one hand, we investigated the direct immobi-
lization of His-tagged proteins on the polymeric layer functional-
ized with galloyl-iron(II) complexes. On the other hand, we im-
mobilized a His-tagged type II cohesin (His-Coh) from Clostrid-
ium thermocellum as an anchor domain to ultimately immobi-
lize a protein fused with its cognate dockerin (Dock) domain
(Figure 3a). While the first approach only relies on the iron-
histidine coordination bonds through a short linker (His-tag),
the second one relies on a dual interaction; the iron-histidine co-
ordination for displaying a His–Coh and the calcium-mediated
biomolecular cohesin/dockerin recognition. Herein, the Dock-
fused protein is bound to the surface through a larger spacer arm
than the His-tagged proteins. This latter interaction has already
been applied for the nanometric assembly of enzyme cascades on
yeast surfaces[44,45] as well as on porous agarose beads function-
alized with cobalt chelates.[46]

To assess the maximum protein loading admitted by the sur-
face of [TAFe]2@E.coli cells without overexpressing any recombi-
nant protein, we compared the one-step immobilization of His-
GFP on naked spores and the two-step immobilization of Dock-
GFP on spores displaying His–Coh. First, we incubated these
artificial spores with different concentrations of His-GFP to as-
sess the direct binding between the His-tagged protein and the
[TAFe]2 layer. To this aim, we quantified the unbound protein
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Figure 3. Protein binding capacity of [TAFe]2@E.coli. Scheme of immobilization via histidine tag and cohesin-dockerin interaction a). Immobilization
yield and mass bound protein per cell mass as a function of the offered protein per cell mass of His-GFP b) and Dock-GFP c) to [TAFe]2@E.coli and
[TAFe]2@E.coli functionalized with His-Coh, respectively. Scheme of His-tagged proteins immobilized on polystyrene microparticles (PS) functionalized
with nitrotriacetic acid-Ni2+ chelates (NTA-Ni2+) and on the surface of the artificial spores d). Average fluorescence intensity per cell (determined by
flow cytometry) as a function of the offered His-GFP (from panel b) and Dock-GFP (from panel c) per [TAFe]2@E.coli and [TAFe]2@E.coli functionalized
with His–Coh, respectively e). Raw data from panel e is provided in Table S4 (Supporting Information). Immobilization yield and recovered activity of
His-PfATA per cell mass as a function of the enzyme activity per cell mass of His-PfATA f). Panel a and d were created with Biorender.com. His-driven
immobilization is carried out in 25 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl while Dock/Coh driven immobilization is carried out in 25 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2.

concentration in the supernatant and calculated the mass bal-
ance regarding different offered protein concentrations (0.02–
0.27 mgHis-GFP mgDCW

−1). Figure 3b shows that the surface
of [TAFe]2@E.coli is saturated when offered > 0.20 mgHis-GFP
mgDCW

−1, reaching a maximumGFPmass load of 0.19 mgHis-GFP
mgDCW

−1, which means an immobilization yield of 95%. Next,
we studied the binding efficiency of Dock-GFP to [TAFe]2@E.coli
functionalized with His–Coh. To this aim, we first optimized the
maximum mass load of His-Coh per DCW on the surface of
the artificial spores by offering 0.07–0.21 mgHis-Coh mgDCW

−1. We

found that a maximum of 0.07 mgHis-Coh mgDCW
−1 is bound to

the artificial spore´s surface regardless of the protein concentra-
tion offered (Figure S15, Supporting Information). Thus, we se-
lected these Coh-functionalized spores for the surface display of
Dock-GFP fusion protein and compared this one with direct im-
mobilization of His-GFP on [TAFe]2-coated E.coli cells. Figure 3c
shows that a saturation binding plateau was not reached under
the studied conditions, and higher concentrations of Dock-GFP
needed to be offered to reach a similar loading as that achieved
with the direct immobilization of His-GFP. Hence, offering
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0.23 mgGFP mgDCW
−1, we could load 18% more GFP through

imidazole-[TAFe]2 complexes than through the biomolecular in-
teraction between type II cohesin-dockerin domains. The lower
protein loading observed with the latter approach may rely on
steric hindrances caused by the excessive density or the wrong
orientation of the His-Coh domains displayed at the [TAFe]2
layer. Similar crowding-based limitations were reported in the
binding of cellulases fused to dockerin domains in type I/II
cohesin/dockerin-mediated display at the surface of an engi-
neered yeast,[44,45] and in the solid-phase assembly of bi-enzyme
systems through type II cohesin/dockerin interactions.[46]

As TEM images revealed the hair-like extension in the [TAFe]2
layer coating the E.coli surfaces (Figure 1b´), we hypothesize that
the surface area of the artificial spores is larger, and thus can load
more protein per cell, than uncoated E.coli. To demonstrate this
hypothesis, we used nonporous 1 μm poly(styrene) (PS) particles
functionalized with the nickel(II)-nitrilotriacetic acid complex
(Ni-NTA) on their surface to selectively bind His-tagged proteins
as mimics of uncoated E.coli cells able to display His-proteins
(Figure 3d). First, we incubated the PS particles with different
His-GFP concentrations to find a saturation plateau where the
immobilization yield was lower than 50% (Figure S16, Support-
ing Information). Based on the offered protein concentration and
the particle density, we calculated how many GFP molecules we
offer either per particle or artificial spore (see Supporting Infor-
mation, Figure S18 and Table S4, Supporting Information). For
comparison purposes, we also calculated the offered theoretical
density of GFP per spore using the data reported in Figure 3b,c.
Then, PS particles and artificial spores with different GFP loads
were analyzed by flow cytometry (FACS) (Figure S17 and Table
S4, Supporting Information). Figure 3e evidences a 20-fold in-
crease in the mean fluorescence intensity per [TAFe]2@E.coli cell
compared to that determined per PS particle. The mean fluo-
rescence intensity per count (either PS particle or spore) deter-
mined by FACS correlates with GFP density at the surface of
the analyzed particles (or cells). This experiment supports that
[TAFe]2@E.coli cells displayed a similarmolecular density of GFP
at the spore surface regardless of the binding mode, however,
GFP density is significantly higher than that determined for
non-porous PS microparticles. This proves our initial hypothe-
sis meaning that spores offer a higher surface area for the im-
mobilization of proteins than microparticles of the same size.
Considering an E.coli cell with a rod shape of 1 μm wide, a sur-
face area of 7.85 μm2 is estimated.[47] If the surface area of one
molecule of His-GFP is equal to 4 nm2, we estimate that the sur-
face of an E.coli cell can display a maximum of 1.96 × 106 His-
GFP molecules per cell. This density is similar to that estimated
for PSmicroparticles (1.57× 106 molecules particle−1), validating
the latter as a mimic of uncoated E.coli cells.
In contrast, the mass balance between the protein concen-

tration before and after incubating 0.2 mg mL−1 His-GFP with
the artificial spores indicates that 95% immobilization yield is
achieved (Figure 3b), giving rise to a protein density of 2.65 × 109
molecules per spore. These data confirm that the area avail-
able for protein immobilization in the E.coli surface has been
increased by three orders of magnitude upon the coating with
[TAFe]2. All in all, these results point out that [TAFe]2@E.coli
cells exhibit a larger surface available to immobilize His-tagged
protein than that estimated for 1 μm-size uncoated E.coli cells.

The higher surface area of our synthetic spores potentially allows
them to display up to four orders of magnitude more enzymes
at the cell surface than genetically programmed yeasts that dis-
play optimized enzyme anchoring scaffolds (3× 105 enzymes per
cell)[45]

To expand the applicability of protein display in these artifi-
cial spores and create biocatalysts with cooperative biocatalysis
(isolated enzymes plus whole cells), we immobilized His-tagged
amine transaminase from Pseudomonas fluorescence (PfATA)[48]

on the surface of [TAFe]2@E.coli cells overexpressing in their cy-
tosol the alcohol dehydrogenase from Bacillus stearothermophilus
(BsADH).[49,50] After incubating a fixed amount of DCW E.coli
cells with a range of PfATA activity, we found a plateau in the
recovered activity of the displayed enzyme when more than 6 U
of PfATA are offered per mg of DCW of [TAFe]2@E.coli, express-
ing a maximum activity of 5 U mgDCW

−1, which means a rela-
tive recovered activity[51] of 92% regarding of the free PfATA and
an immobilization efficiency of 83%[52] (Figure 3f). Moreover, we
studied the stability of the immobilized PfATA on the surface of
the E.coli artificial spores under transamination reaction condi-
tions (Figure S19a, Supporting Information). We found that the
immobilized enzyme on [TAFe]2@E.coli cells is more stable than
its free counterpart when incubated under the same conditions.
The immobilization of PfATA on [TAFe]2@E.coli cells also pro-
tected this enzyme against its inactivation in the presence of 10%
DMSO, an important solvent for biocatalytic transamination re-
actions (Figure S19b, Supporting Information). This protective
effect was lost at higher solvent concentrations. Besides, CLSM
analyses prove that the artificial spores remain stable under reac-
tionmedia conditions, keeping the displayed protein at the bacte-
ria’s surface (Figure S19c,d, Supporting Information), thus sup-
porting their use for cooperative biocatalysis.

2.4. Application of Artificial Spores in a Cascade
Biotransformation

As a model cascade reaction toward cooperative biocatalysis
where surface enzymes cooperate with cytosolic ones, we stud-
ied the immobilization of an amine transaminase bound to the
surface of [TAFe]2-based artificial spores overexpressing an oxi-
doreductase. For this purpose, we selected the oxidative amina-
tion of an aromatic diol (4-(Hydroxymethyl)phenol, 1a) to yield
the corresponding amino alcohol (4-(Aminomethyl)phenol, 1c)
(Figure 4a). This cascade has been previously investigated in
our laboratory using full-cell-free and heterogeneous biocata-
lysts combining oxidoreductases and transaminases.[46,53] How-
ever, in this work, the first NAD+-dependent oxidation of 1a
is catalyzed by an oxidoreductase recombinantly overexpressed
by [TAFe]2@E.coli cells. Then, the resulting intermediate (4-
hydroxybenzaldehyde (1b)) is subsequently aminated by His-
PfATA anchored to the [TAFe]2 layers of the artificial spores to
yield 1c, using L-alanine as an amine donor. In this cascade, the
starting materials (1a) must be internalized by [TAFe]2@E.coli
cells to be oxidized intracellularly, while the intermediate (1b)
must diffuse out the cell to be aminated at the cell surface in the
presence of an extracellular excess of amine donor (L-alanine).
To optimize this bi-enzyme cascade with this coopera-

tive biocatalyst based on artificial spores, we evaluated two
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Figure 4. One-pot two-step cascade for the oxidative amination of 4-
(Hydroxymethyl)phenol (1a) to 4-(Aminomethyl)phenol (1c). Reaction
scheme where two oxidoreductases are employed: alcohol dehydroge-
nase (BsADH) and oxidase (PcAOX), in combination with one amine
transaminase (PfATA) a). Titer of 4-hydroxybenzaldehyde (1b) and prod-
uct (1c) achieved with different biocatalytic systems b) using 50 mm 1a
and 100 mm L-Ala in 100 mm phosphate buffer at pH 7 after 16 h reac-
tion at 25 °C with 0.40 DCW mL−1 cell density. Relative titer determined
in consecutive batch reaction cycles catalyzed by artificial spores (purple)
and resting cells plus free PfATA (yellow) in the reaction mix described
above (d). The relative titer is defined as the percentage of titer achieved
in the n cycle regarding the titer in the first cycle (100%). All data are pre-
sented as the mean value and the standard deviation (error bars) of two
independent experiments.

[TAFe]2@E.coli mutants transformed with two different oxi-
doreductases; the NAD+-dependent alcohol dehydrogenase from
Bacillus stearothermophilus (BsADH) that requires intracellular
NAD+ regeneration (PfATA@[TAFe]2@E.coli(BsADH)), and the
F101S mutant of alcohol oxidase from Phanerochaete chrysospo-
rium (PcAOX)[54] that generates hydrogen peroxide intracellu-
larly (PfATA@[TAFe]2@E.coli(PcAOX)). In the case of BsADH,
the host strain was E.coli (BL21 DE3), while PcAOX was overex-
pressed in E.coli ArcticExpress (DE3). Artificial spores were pre-

pared with these two E.coli strains. Using 50mM1a and 2 equiva-
lents of L-Ala in 100mMphosphate buffer at pH 8, we performed
the reactions and analyzed the product profile by HPLC after
16 h. As a reference, we performed the oxidative amination cas-
cade with an equivalent mass of resting E.coli cells overexpress-
ing the corresponding oxidoreductase and free PfATA under the
same reaction conditions (E.coli(Oxidoreductase)+PfATA) using
the same enzyme loads. Figure 4b shows that all biocatalytic sys-
tems yield a similar product titer of roughly 4 mM, accumulat-
ing negligible amounts of intermediate (1b). This result suggests
that the immobilization of the transaminase at the surface of the
whole cell has no effect on the mass transfer of intermediates
between the two cooperating biocatalysts. However, the titers ob-
tained with this cooperative biocatalytic system are only 8% of the
aromatic diol (1a) that is converted to the desired aminoalcohol
(1c) regardless of the microbial formulation. Similar low yields
were also reported for the bio-oxidation of para-substituted ben-
zyl alcohols using Janibacter terrae resting whole cells.[55] When
we increase the loading of the biocatalytic artificial spores in re-
action, we negligibly see an increase in the product titer (Figure
S20, Supporting Information), suggesting that there are other is-
sues beyond the cooperation between the intracellular and extra-
cellular enzymes.We discard issues related to endogenousNAD+

recycling because we observed similar low substrate conversion
with the systems using the NAD+-independent oxidase PcAOX.
Therefore, 1a might face uptake limitations to reach the E.coli
cytosol. This issue is not a consequence of the artificial coating
since similarly low conversions are also found with the uncoated
resting cells.
Finally, to assess the superior operational stability of coated co-

operative biocatalysts (PfATA@[TAFe]2@E.coli(BsADH)), we car-
ried out consecutive batch cascade reactions to transform 1a into
1c. Figure 4c shows the relative product (1c) titers along consecu-
tive batch reaction cycles. Resting whole cells lost their ability to
perform this reaction after the second cycle, whereas the artificial
spores kept 70% of their performance at cycle one after three con-
secutive cycles, proving the enhanced operational stability of the
biocatalytic artificial spores. This superior operational stability is
supported by the enhanced thermal stability reported above (see
Figure 2b).

2.5. Expanding the Manufacturing of Biocatalytic Artificial Spores
to Other Bacteria

To expand the artificial sporulation to other Gram-negative bacte-
ria, we investigated if different strains of theGluconobacter genus
can tolerate the [TAFe]2 coatings. We selected Gluconobacter
oxydans (G.ox) due to their capacity to catalyze the oxidation
of sugars and alcohols such as glycerol as resting whole-cell
biocatalysts.[56–58] This bio-oxidation is governed by amembrane-
bound PQQ-dehydrogenase whose recombinant expression and
isolation are challenging. For this reason, engineering these
strains with polymeric coatings to anchor enzymes to their sur-
face opens new avenues for cascade reactions without genetically
manipulating them.
Upon encapsulating these bacteria following the same pro-

tocol we used for E.coli, we characterized the single-cell
coating of this microorganism by TEM and CLSM analysis
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(Figure 5a,b). Likewise in E.coli, Gluconobacter strains showed
hair-like structures at their surfaces as a result of the [TAFe]2
coatings ([TAFe]2@G.ox) (Figure 5a, a´). To further prove the
single-cell encapsulation, we used an engineered G.ox that over-
expresses mCherry[58] to be coated with [TAFe]2 as a chas-
sis to immobilize and display His-tagged GFP. CLSM analy-
ses reveal how both fluorescent proteins are compartmental-
ized, being mCherry and His-GFP in the cytosol and surface of
[TAFe]2@G.ox, respectively (Figure 5b, b´).
To demonstrate the performance of this cooperative whole-

cell biocatalyst, we chose the oxidative amination of glycerol to
serinol (Figure 5c) we previously reported with G.ox and immo-
bilized PfATA entrapped into macroscopic alginate beads.[59] To
that aim [TAFe]2@G.ox cells were incubatedwithHis-PfATA. The
resulting artificial spores were mixed with 500 mM glycerol (2a)
and 0.5 M L-Ala at pH 8 for 20 h, and the product outcome was
analyzed by GC-FID and GC-MS (Figures S21 and S22). In this
cascade, glycerol is oxidized by G.ox to dihydroxyacetone (DHA,
2b), which is further aminated by the surface displayed PfATA
to serinol (2c). We found out that artificial spores achieved a
serinol titer of 1.4 mM similar to that found with resting G.ox
cells and free PfATA under these reaction conditions. Hence, the
[TAFe]2 coating is biocompatible with G.ox as well as with E.coli
and serves as a chassis to display extracellular active enzymes.
When [TAFe]2@G.ox cells were recycled in consecutive batch re-
actions, we observed that [TAFe]2 coatings enhanced the opera-
tional stability of these biocatalysts toward the oxidation of glyc-
erol, improving their reusability when compared with uncoated
cells (Figure 5e). While uncoated cells were 10 times less efficient
in the fourth cycle than in the first cycle, artificial spores kept 75%
of the overall catalytic performance compared to the performance
in the first cycle.

3. Conclusion

In this study, we have successfully developed and optimized a
novel methodology for the fabrication of biocatalytic artificial
spores as cooperative biocatalysts combining isolated extracellu-
lar enzymes with endogenous or engineered metabolism of rest-
ing whole-cells. To that aim, we exploit tannic acid complexed
with iron ([TAFe]2) to encapsulate Gram-negative bacteria. This
coating not only provides stability to the cells but also allows func-
tionalization of the cell surface with iron(II) complexes for sub-
sequent enzyme immobilization (display). As far as we know this
work is the first evidence of using themetal complexes of [TAFe]2
as polymeric layers to site-selectively immobilize His-tagged pro-
teins through iron-imidazol coordination complexes, enabling ef-
ficient enzyme display.Moreover, the polymeric coating increases
the surface area of bacteria to anchor a higher density of displayed
enzyme per cell.
Through enzyme display on the surface of the artificial spores,

we fabricated a hybrid biocatalyst where an amine transaminase
is immobilized on the surface of cells expressing either recombi-
nant or endogenous dehydrogenase activities. This allowed us to
perform model cascade biotransformations, showcasing the po-
tential of these artificial spores in synthetic biology applications.
The cooperative biocatalysts displayed superior operational sta-
bility compared to uncoated whole-cell biocatalysts in combina-
tion with free enzymes. Besides, we envision that the reversibility

of the artificial spores herein proven may facilitate the regener-
ation of the hybrid biocatalyst once it is exhausted. By their se-
quential desporulation in rich media, the newly grown cells can
be coated again to immobilize a fresh batch of extracellular en-
zymes displayed at their surface. Hence, we can advance in more
circular loops for the fabrication of this new biocatalyst architec-
ture.
In our view, this study presents a robust methodology for the

fabrication of artificial spores with tailored properties, paving
the way for their widespread application in applied biocatalysis.
Remarkably, the single-encapsulation process only relies on the
chemistry of spontaneous polymerization rather than on the ge-
neticmodification of the host. Hence, we foresee new avenues for
the enzyme display in microorganisms for which genetic engi-
neering tools are scarce. Thus, these artificial biocatalytic spores
can contribute to developing novel biotechnological processes, of-
fering enhanced stability, productivity, and versatility compared
to traditional biocatalytic systems.

4. Experimental Section
Cell Growth: Single colonies of E.coli BL21/ ArcticExpress (DE3) har-

boring different plasmids encoding separate proteins (Table S6) were
expressed and purified by metal affinity chromatography (IMAC) as ex-
plained in the supporting information. To normalize the cell mass per vol-
ume, the cell density was calibrated by plotting the optical density (y,OD
600 nm) as a function of the dried cell weight (x, gDCW/L). From this cali-
bration, the following equation was obtained:

y (OD600nm) = 3.900 x (gDCW∕L) (1)

The G.oxydans recombinantly expressing mCherry (G.ox mCherry) was
generated in a previous work.[58] The strain was maintained in glucose-
agar medium (5 g L−1 peptone, 5 g L−1 yeast extract, D-glucose g L−1,
MgSO4.7H2O 1 g L−1, agar 15 g L−1, pH 6.5) plates supplemented with
50 μg mL−1 kanamycin.

To generate G.oxydans mCherry biomass for the microscopy experi-
ments 3mL precultures of glucose liquidmedium (5 g L−1 peptone, 5 g L−1

yeast extract, D-glucose g L−1, MgSO4.7H2O 1 g L−1, agar 15 g L−1, pH
6.5) supplemented with 50 μg mL−1 kanamycin were prepared from a
single colony. The precultures were incubated at 30 °C and 200 rpm for
16 h. Cultures of 250 mL were inoculated with 6 mL of G.oxydansmCherry
preculture and incubated at 30 °C and 200 rpm in 1 L flasks containing
glycerol growth medium (glycerol 100 g L−1, peptone 9 g L−1, yeast ex-
tract 1 g L−1, KH2PO4 0.9 g L

−1, K2HPO4 0.1 g L
−1, MgSO4.7H2O 1 g L−1,

pH 6.0). At an OD600nm value of 1, a volume corresponding to 20 mg dry
cell weight (DCW) was centrifuged for 15 min at 4800 g and 4 °C. As for
E.coli cells, the cell density regarding DCW was calibrated and the follow-
ing equation was obtained:

y (OD600nm) = 4.375 x (gDCW∕L) (2)

The bacterial pellet was washed with distilled water and finally cen-
trifuged at 4800 g at 4 °C for 15 min again, discarding the supernatant.

Single-Cell Encapsulation: This protocol was based on and optimized
from Park et al.7 Tannic acid (5 μL, 40 mg mL−1) was added to 490 μL of
cells at an OD600 nm of 1.8 and vortexed for 10 s. Then, 5 μL of FeCl3.6H2O
10 mg mL−1 were added and vortexed for 10 s. 500 μL of the buffer
20 mM MOPS was added (water was used in the case of G.ox) the so-
lution was centrifuged (4800 g × 5 min × 4 °C) and the supernatant was
removed. The resulting pellet was resuspended in 490 μL of elix H2O and
the previous procedure was performed again up to four consecutive times.
The resulting purple powder was washed with 1 mL of water three times
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Figure 5. Manufacturing and evaluation of artificial spores composed of Gluconobacter oxydans (G.ox) coated with [TAFe]2 and displaying PfATA. TEM
images of representative uncoated a) and [TAFe]2 coated (a’)G.ox cells. CLSM images ofG.ox overexpressingmCherry b) and coatedG.ox overexpressing
mCherry and displaying His-GFP at its surface (b’). Scheme of one-pot two-step oxidative amination of glycerol (2a) to serinol (2c) through dihydrox-
yacetone (2b) as intermediate c). Serinol (2c) titer achieved by the oxidative amination of 500 mM glycerol catalyzed by uncoated G.ox plus free PfATA
(yellow) and PfATA@[TAFe]2@G.ox (purple) in the presence of 500 mm L-alanine, 0.1 mm PLP in 100 mmHEPES at pH 8 d). Relative titer after consecu-
tive batch cycles using uncoated G.ox (yellow) and [TAFe]2@G.ox (purple) as biocatalysts toward the oxidation of 500 mm glycerol under the conditions
above described. The relative titer is defined as the percentage of titer achieved in the n cycle regarding the titer in the first cycle (100%) e). All data are
presented as the mean value and the standard deviation (error bars) of two independent experiments.
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discarding the supernatant each time. The final pellet was resuspended in
1 mL of elix H2O and 1% BSA 1 mg mL−1 was added.

GFP Immobilization on [TAFe]2@E.coli/Bead—His-GFP: After the pure
protein was obtained, the concentration of the protein was measured
by Bradford assay. Sequential dilutions were performed and 100 μL of
protein dissolved in 25 mM Tris-HCl, and 50 mM NaCl buffer were of-
fered to a pellet (0.40 mg DCW) of [TAFe]2@E.coli or 20 μL of beads.
One micrometer polystyrene (PS) Ni-NTA microparticles (50 mg ×mL–1)
from CD Bioparticles were used as control. The suspensions were incu-
bated for 1 h at 4 °C on a rotary shaker. After incubation, three washes
were carried out with 1 mL of 25 mm Tris-HCl pH 7. Each time the sus-
pension was centrifuged at 4800 g for 2 min and the supernatant was
discarded. The immobilization yield was assessed by the concentration
difference of offered and recovered protein by Bradford protein assay,
fluorescence measurement (𝜆ex = 488 nm, 𝜆em = 508 nm), and flow
cytometry.

His-Coh: One hundred microliters of three sequential dilutions of a
known concentration of pure His-Coh (0.75, 0.50, and 0.25 mg mL−1)
dissolved in 25 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2 pH 7 were offered to a pellet
(0.40 mg DCW) of [TAFe]2@E.coli. The suspensions were incubated for
1 h at 4 °C on a rotary shaker. The immobilization yield was assessed by
the concentration difference of offered and recovered protein by Bradford
protein assay.

Dock-GFP: One hundred microliters of sequential dilutions of a
known concentration of pure Dock-GFP 25 mM Tris-HCl, 1 mM CaCl2 pH
7 were offered to a pellet (0.40 mg DCW) of Coh-His-[TAFe]2 displaying
0.07 mgHis-Coh mgDCW

−1in the previous buffer with the addition of 1 mm
of CaCl2. The suspensions were incubated for 1 h at 4 °C on a rotary
shaker.[46] After incubation, three washes were carried out with 1 mL of
25mM Tris-HCl pH 7. Each time the suspension was centrifuged at 4800 g
for 2 min and the supernatant was discarded. The immobilization yield
was assessed by the concentration difference of offered and recovered pro-
tein by Bradford protein assay, fluorescence measurement (𝜆ex = 488 nm,
𝜆em = 508 nm), and flow cytometry.

His-mCherry Immobilization: Five hundred microliters of 1 mg mL−1

of pure protein were offered to a pellet (0.40 mg DCW) of [TAFe]2@E.coli.
The suspensions were incubated for 1 h at 4 °C on a rotary shaker. After
incubation, three washes were carried out with 1mL of 25mm Tris-HCl pH
7. Each time, the suspension was centrifuged at 4800 g for 2 min and the
supernatant was discarded. The immobilization yield was assessed by the
fluorescence difference of offered and recovered protein (𝜆ex = 561 nm,
𝜆em = 610 nm).

His-PfATA Immobilization: Four milliliters of His-PfATA crude extract
was added to 2 mg of [TAFe]2@E.coli(BsADH)/G.ox and the suspen-
sion was incubated for 1 h at 4 °C on a rotary shaker. After incuba-
tion, three washes were carried out with 1 mL of 50 mM HEPES Buffer,
pH 8 + 0.1 mm PLP. Each time the suspension was centrifuged at
4800 g for 2 min and the supernatant was discarded. The resulting
PfATA@[TAFe]2@E.coli(BsADH)/G.ox pellet was stored on ice until further
use.

PfATA Activity Assay: The activity of the PfATA enzyme was carried out
by a colorimetric assay in a 96-well plate. The reactionmixture was 100mM
HEPES pH 8, 0.1 mm PLP, 2 mm Pyruvate, and 2 mM Phenylethylamine
(PEA). Measurements were always performed in triplicate, adding 5 μL of
sample and 200 μL of reaction mixture to each well. The measurement
was carried out for 10 min at 30 °C in an EPOCH plate reader. One unit
of enzyme (IU mL−1) was defined as the amount of enzyme that catalyzes
the conversion of 1 μmol of FEA to acetophenone per minute, per mL of
enzyme suspension.

PfATA Stability Assay: Eighty microliters of the previously expressed
and purified PfATA were offered to a pellet of [TAFe]2@E.coli and immobi-
lized for 1 h, shaking at 4 °C in 50mmTris-HCl, 100mMNaCl, 0.1mMPLP
at pH 7. The same amount of soluble enzyme was prepared in duplicate.
The samples were left at 4 °C for several days with no agitation, and the
activity of the enzyme was measured by a colorimetric assay in a 96-well
plate. In parallel, samples were submitted to a solvent resistance assay
by incubating them in 10%, 20%, and 50% DMSO in 200 μL of 50 mm
Tris-HCl, 100 mm NaCl, and 0.1 mm PLP at pH 7 for 16 h.

Viability Assays: Uncoated and coated cells were submitted to a ther-
mal shock of 70 °C for 1 h in duplicate. In parallel, some uncoated and
coated cells were left overnight with 20% DMSO in water and others were
incubated for 3 h in 100 mm sodium acetate pH 4 buffer and 100 mm
sodium bicarbonate pH 10 in duplicate. All the samples were analyzed
with the LIVE/DEADTM viability assay kit and cell viability was assessed
with the following formula:

Viability =
𝜆ex = 530 nm
𝜆ex = 630 nm

(3)

The relative viability was calculated as the coefficient between the via-
bility of each sample incubated at different conditions and the viability of
each sample before the incubation.

4-(Aminomethyl)Phenol Synthesis: PfATA@[TAFe]2@E.coli(BsADH)
were resuspended in 3 mL of the reaction medium (100 mm sodium
phosphate buffer pH 8, 0.05 m 4-(Aminomethyl)phenol, 0.1 M L-Alanine,
0.1 mm PLP). The reactions were carried out in 25 mL flasks, with shaking
at 200 rpm at 30 °C. Controls were carried out with E.coli(BsADH) in
the same conditions. Samples were taken periodically and analyzed by
HPLC-UV/Vis.

To perform consecutive batch cycles and assess the operational stabil-
ity of the biocatalysts, after a 24 h cycle, reaction media was centrifuged
(4800 g x 5 min x 4 °C), the supernatant was discarded, and the pellet was
recovered. The pellet was resuspended in the new reaction media. In the
case of the whole cells, fresh enzyme was added to the media.

Glycerol Conversion by PfATA@[TAFe]2@G.ox: Two miligrams of
PfATA@[TAFe]2@G.ox were resuspended in 3 mL of the reaction medium
(100mMHEPES pH 8, 0.5M L-Alanine, 0.1 mMPLP). The reactions were
carried out in 25mL flasks, with shaking at 200 rpm at 30 °C. Controls were
carried out with G.ox in the same conditions. Samples were taken period-
ically and analyzed by GC-FID.

Characterization: Characterization of the artificial spores was per-
formed by the following techniques: CLSM, TEM, AFM, ICP-MS, and XPS.
The methodology can be found in the Supporting Information.

Analytical Methods: HPLC-UV/VIS, GC-FID, and GC-MS techniques
were used for the follow-up of the reactions. The protocols are described
in the Supporting Information.

Supporting Information
Supporting Information is available from the Wiley Online Library or from
the author.
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