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RESUMEN

Gluconobacter oxydans es una bacteria Gram negativa capaz de transformar el glicerol
en dihidroxiacetona (DHA), un compuesto de gran valor agregado usado como materia
prima en la industria farmacéutica. Con el propdésito de aprovechar un producto de
desecho de la sintesis de biocombustibles como el glicerol, se establecieron las
condiciones iniciales para la biotransformacion de éste en DHA. Se siguié como
objetivo establecer una colonia permanente usando medios de cultivo adecuados y
verificar la produccién de DHA en el medio de fermentacion suplementado con
glicerol. Se elaboraron tres medios distintos: uno para crecimiento, otro para
mantenimiento de la bacteria y finalmente uno para la fermentacion del glicerol y su
transformacion en DHA obteniéndose excelentes resultados en cuanto al crecimiento de
la bacteria bajo todas las condiciones de cultivo probadas. Se utilizd la reaccion de
derivatizacion con el reactivo de Brady para determinar la produccion de DHA en el
medio GYP para fermentacion, dandose la formacion de un precipitado naranja
caracteristico de compuestos con cetona como grupo funcional, al cual se le determino
descomposicion a los 300°C. Mediante una cromatografia de capa fina se separé el
compuesto de interés de los demas componentes del medio GYP, se purificd por
recristalizacion y se obtuvieron 16,9mg de un compuesto con las macropropiedades
caracteristicas de la DHA. Debido a que la sustancia aislada se hidratd es
indispensable la realizacion de una prueba de espectroscopia infrarroja para poder
identificarla correctamente y asegurar que la sustancia producida por G. oxydans en el
medio GYP corresponde a DHA.

Palabras Clave:
Dihidroxiacetona  (DHA), 2,4-dinitrofenilhidrazina  (2,4-DNFH), glicerina,
fermentacion, cromatografia, recristalizacion.
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INTRODUCCION

En las Gltimas dos décadas el Biodiesel ha surgido como una fuente alternativa de
energia dado que presenta una serie de ventajas en comparacion con los combustibles
tradicionales; entre ellas se denota una considerable disminucién de los gases de efecto
invernadero, menor contaminacién del ambiente y una potenciacién del sector agricola a
través de la expansion y aprovechamiento de los terrenos para cultivo (International
Energy Agency, 2004). La produccion de Biodiesel tiene como principal sub-producto
la glicerina, compuesto que no ha recibido la atencion adecuada pues cantidades muy
bajas han sido utilizadas en la industria de jabdn y otros productos cosméticos, mientras
que la vasta mayoria del compuesto ha sido almacenado sin reconocer su verdadero
potencial.

Es importante recalcar los mdaltiples beneficios que presentan los bioprocesos
industriales. Se prefiere los procesos microbianos frente a los tradicionales (sintesis
quimica) gracias a su naturaleza altamente especifica, asi como la relativa seguridad
ambiental ya que los procesos quimicos de formacion de productos requieren medidas
de seguridad mas estrictas, dado que las reacciones involucradas son notablemente mas
peligrosas (Hekmat et al., 2003). Un bioproceso de importancia para poder potenciar el
uso del glicerol es la bioconverison en aras de iniciar con un producto de poco valor y
facil obtencion (glicerina o glicerol) para luego transformarlo en otro compuesto con
caracteristicas valorables en el mercado (DHA), logrando un incremento considerable
en su precio (Apéndice 1).

La propuesta planteada busca aprovechar la oxidacion del carbono central de la
glicerina mediante la bacteria Gluconobacter oxydans, cuyo producto es la cetona 1,3—
dihidroxipropan-2-ona, conocida en el mercado como DHA. En su forma pura, este
compuesto quimico se usa como un agente bronceador en lociones y su regulacion no
requiere de certificacion (FDA, 2008); otra cualidad muy valiosa de la DHA radica en
gue esta sirve como base para la sintesis de varios compuesto de interés farmacéutico
(Apéndice 2) como por ejemplo el metotrexato, el cual es empleado como un
antimetabolito en el tratamiento contra el cancer, asi como para tratar la psoriasis y la
artritis reumatoide (Medline Plus, 2009).

El microorganismo Gluconobacter oxydans (Apéndice 6) es una bacteria aerobia
obligada Gram negativa (Gatgens et al., 2007), que cuenta en su membrana con una
enzima glicerol-deshidrogenasa (Gupta et al., 2001). G. oxydans generalmente se
encuentra aislada, en pares o rara vez formando cadenas, posee forma elipsoidal. Se ha
reportado que esta bacteria no es patdgena para los seres humanos o los animales; sin
embargo, si se reporta patogenicidad para algunas especies de plantas (Gatgens et al.,
2007).

Debido a la presencia de la enzima glicerol-deshidrogenasa en su membrana (Gupta et
al., 2001) (Anexo 1), esta bacteria es capaz de oxidar el carbono central de la glicerina.
La glicerina o glicerol es un compuesto organico cuyo nombre IUPAC es propan-1,2,3-
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triol, este compuesto constituye el principal subproducto del proceso de sintesis de
Biodiesel. El producto de esta oxidacion es la DHA (Hekmat et al., 2003).

Ademas de la produccion de DHA, G. oxydans presenta gran importancia
biotecnolégica debido a que es capaz de transformar D-sorbitol en L-sorbosa y acido D-
glucénico, acido 5-ceto- y 2-cetogluconico a partir de D-glucosa ya que la bacteria se
adapta bien a medios con azucar y alcohol (Gatgens et al., 2007).

Es importante mencionar que para la identificacion de presencia de cetonas y aldehidos
en un medio, es posible emplear el reactivo de Brady (2,4-dinitrofenilhidrazina). Este
compuesto reacciona formando una mezcla coloreada segin el compuesto presente sea
una cetona o un aldehido (Anexo 2). Lo anterior hace posible dejar en evidencia la
presencia de DHA (compuesto cetdnico) en el medio de cultivo. La reaccion de
derivatizacion lograda con la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (formacién de
hidroxipiruvaldehido-bis-2,4-dinitrofenilhidrazona y piruvaldehido-bis-2,4-
dinitrofenilhidrazona) genera una coloracién naranja (Ferioli et al., 1995).

Dentro de un marco juridico-ambiental, se plantea que debido a la utilizacion de un
bioproceso en el que tanto los reactantes como el microorganismo (inocuo al ser
humano) no representan una amenaza a la salud pablica ni del ambiente, el proyecto
propuesto no es antagonico a la normativa estipulada en el bloque de constitucionalidad
pro ambiente. Este blogue contempla el derecho a un ambiente sano (derecho
fundamental) derivado de los articulos 21, 50 y 89 de la Carta Magna de la Republica de
Costa Rica (Ben Amar, 2002).

La creciente alza en el precio internacional del petréleo y las consecuencias ambientales
que produce su uso, plantean la posibilidad de que en Costa Rica se sustituyan, aunque
sea en forma parcial, estas importaciones.

Los biocombustibles se generan a partir de la biomasa (toda la materia animal y vegetal
disponible y la mayoria de los desechos del agro); ademéas se producen desechos que
pueden ser transformados en energia a muy bajo costo. La experiencia ha demostrado
que el uso de los biocombustibles promueve el desarrollo local de un combustible
renovable que disminuye el uso del petréleo por medio de un sistema de produccion
sustentable. Lo anterior es benéfico para el ambiente dado que reduce la contaminacién
sin necesitar cambios costosos en los sistemas de transporte; es favorable para la
economia ya que genera nuevas oportunidades comerciales para los productores y sus
comunidades (International Energy Agency, 2004). Aunado a lo anterior, su contenido
caldrico es muy similar al de los combustibles fosiles (Roa, 2009), su rendimiento es
similar, no posee azufre y puede mezclarse en cualquier proporcién con el derivado del
petréleo.

En Costa Rica importantes cantidades de glicerina son generadas como subproducto de
la sintesis del Biodiesel, por lo tanto se cuenta con la materia prima para el proyecto a
un precio accesible. Es claro que los beneficios econdmicos que conlleva la
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biotransformacién de la glicerina a DHA son considerables, puesto que se utiliza un
supuesto producto de desecho para la produccidn de una sustancia que posee un precio
varias veces superior.

Costa Rica tiene el potencial para producir biodiesel y de esta manera disminuir las
importaciones de los derivados del petroleo. Si conjuntamente se desarrollan proyectos
como el de la produccién de DHA, en donde se pretende aprovechar y producir
utilidades de mayor valor a partir de productos de desecho, los multiples beneficios
serian tanto para varios sectores de la industria como para el pais en general.

Por otro lado, uno de los objetivos del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica es el de
promover el espiritu emprendedor tanto en la comunidad nacional como estudiantil y
fomentar la creacion de nuevas empresas. Mediante la presente propuesta se pretende
impulsar a varios estudiantes de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia al desarrollo
de un proyecto que busca producir beneficios econémicos y ambientales. Asimismo, al
lograr el avance de esta iniciativa se podria fomentar la creacién de una empresa
dedicada a la biotransformacion de diferentes productos, promoviendo asi el uso de
energias y tecnologias mas limpias que beneficien al pais.

El proyecto planteado se ejecutd dividiendo la metodologia en tres partes: i)
establecimiento de la colonia de trabajo; ii) fermentacion del medio rico en glicerol y
evaluacion del crecimiento vy iii) verificacion cualitativa de la produccion de DHA. Este
esquema ldgico se selecciond por la simpleza de su ejecucién, el tiempo disponible de
los autores (dado que aun son estudiantes) y la disponibilidad de materiales y equipo.

Objetivo General

Establecer las condiciones para la produccion de dihidroxiacetona (DHA) a partir de
glicerina por medio de la bacteria G. oxydans con el fin de aprovechar un producto de
desecho.

Objetivos Especificos
i) Establecer una colonia permanente usando medio de cultivo MYP.

i) Verificar la produccion de DHA en el medio de cultivo MYP suplementado con
glicerol.



METODOLOGIA

Equipo Utilizado
Durante el desarrollo del experimento se utilizaron los siguientes equipos:

e Centrifuga Eppendorf 5810R (Version de 15 amp)

e Shaker Precision Scientific 360

e Cabina de flujo laminar (Esco Smart Control y Esco Class Il Tipo A2)
e Incubadora (Barnstead Lab Line 159 e Imperial 111 Lab Line 564510)
e Congelador -70°C SANYO U5386SC

Medios de cultivo
Para la realizacion del presente proyecto se determiné la necesidad de contar con tres
medios distintos:

1. Mantenimiento de la colonia (ATCC, 2010).
2. Crecimiento de la cepa en placa (Claret et al., 1992).
3. Proceso de fermentacion (GYP).

Cada uno con funciones diferentes segun la etapa del proyecto de acuerdo con lo
estudiado en la literatura (Claret et al., 1992; Claret et al., 1994; Gupta et al., 2001;
Hekmat et al., 2003 y Gétgens et al., 2007). Los componentes de cada medio estan
disponibles en el Apéndice 3. Estos medios se prepararon con agua bidestilada, y
posteriormente se autoclavaron a 121°C por 15 minutos en ciclo himedo.

Una vez preparados, se almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta su uso y por un tiempo
no mayor a los 3 meses.

Condiciones de cultivo en placa

Se mantuvo los cultivos a una temperatura entre 27°C y 32°C segun el laboratorio en
que se dispusiera de espacio (Laboratorio de Biologia Molecular, Centro de
Investigacion en Biotecnologia y Laboratorio de Microbiologia, Escuela de Biologia)

Condiciones de conservacion a largo plazo

Se tomaron varias asadas de los cultivos en placa, se re-suspendieron en un volumen de
10mL de cultivo de fermentacion (GYP) y se dejé en agitacion over-night. Pasado este
tiempo, se suplemento el medio de fermentacion hasta lograr una relacién 20% glicerol
(agregando 155¢/L) y se distribuy6 en crioviales de 1mL para su conservacion a -70°C.

Condiciones de fermentacion

Erlenmeyers de 500mL con un volumen final de fermentacién de 50mL. El in6culo se
prepard en un Erlenmeyer de 50mL con 20mL del medio de fermentacion y una asada
del cultivo fresco proveniente de placa con medio de crecimiento, para posteriormente
tomar 10mL como indculo de fermentacion para realizar los ensayos por duplicado.



Las mejores condiciones tanto de preparacion del indculo como de fermentacion de la
bacteria son una temperatura de 27°C, un pH de 6 y agitacion constante (Claret et al.,
1992; Wethmar y Decker, 1999 y Gupta et al., 2001).

Cada cultivo se realizd, por duplicado, un total de tres veces con el fin de asegurar
repetibilidad y se realizaron cultivos en Caldo Nutritivo (CN) para obtener una
comparacion de crecimiento y poder probar el derivatizante. Los conteos se hicieron en
un hematocitometro Bright-Line.

Evaluacion de la produccion de DHA por derivatizacion

Una vez concluida la fermentacion, se trasvasé la totalidad del medio de cultivo de
ambos erlenmeyers (sin mezclarlos) a 4 tubos conicos para centrifuga, cada uno con un
volumen final de 25 mL. Estos tubos se centrifugaron a 5°C y 4000 rpm por 15 minutos.
Se tomé el sobrenadante en cada caso y se guard6 en tubos conicos para centrifuga
limpios.

La primer derivatizacién se efectu6 como sigue: se coloc6 en un frasco transparente de
tamano adecuado debidamente procesado y se le afiadié 0.1% v/v del reactivo de Brady.
Se mezcld bien y se dejo reposar por 15 minutos. De igual forma se hizo con un blanco
(medio de cultivo pre-fermentacion) y con agua destilada para tener puntos de
referencia en cuanto a cambios de coloracion.

La segunda derivatizacion se efectud por triplicado siguiendo el protocolo de Brady
(diluir el medio de cultivo en una razon 1:1 de etanol al 95% Yy agregar reactivo en
acceso segun el calculo de molaridad) (Apéndice 4).

El precipitado solido obtenido se filtrd del medio y se empled para determinar el punto
de fusion en el aparato de Fisher Johns.

Verificacion de la produccion de DHA por cromatografia de capa fina

Se tom6 una muestra de 2mL del medio de cultivo GYP fermentado por G. oxydans y se
colocd en tres placas cromatograficas de silice con dimensiones de 9,5 x 7,5cm
mediante la técnica de carga en linea con una pipeta Pasteur de punta cortada. Las
placas se dejaron secar y fueron colocadas en una camara cromatografica (fase movil:
acetato de etilo y fase movil: 1-propanol) hasta que el frente de elucion estuviese a 1cm
de distancia del extremo superior de la placa.

Posterior a la cromatografia, las placas se extrajeron de la cAmara cromatogréafica y se
dejo6 evaporar el eluyente, se cortd un extremo de la placa paralelo al frente de la corrida
y se sumergié en el agente derivatizante para determinar el desplazamiento del
compuesto ceténico.

Purificacion de la DHA mediante recristalizacion
Localizado el desplazamiento de la cetona, se procedid a cortar la seccion de la placa
correspondiente para la purificacion de la DHA. Las secciones obtenidas de la placa
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cromatografica fueron cortadas en segmentos menores y depositados en un recipiente al
cual se le agregé 15mL de acetato de etilo, se agité con vigorosidad y se filtr6 con
embudo y papel Whatman para uso general (este proceso de efectud por triplicado). Los
45mL totales del filtrado fueron expuestos a un flujo de aire para la evaporacion del
compuesto volatil (acetato de etilo) y obtencion del recristalizado correspondiente para
efectuarle pruebas de identificacion (espectroscopia infrarroja).
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RESULTADOS

Establecimiento de la colonia

Se logrd establecer una colonia de Gluconobacter oxydans en crecimiento activo en
todos los medios de cultivo propuestos. Se verifico que en el medio de placas de la
ATCC la cepa en uso alcanza un desarrollo satisfactorio (Figura 1) en un periodo de 2
dias (48 horas); en el medio propuesto para mantenimiento Claret et al. (2001) el
crecimiento fue mas lento, tardando aproximadamente 5 dias en alcanzar un desarrollo
optimo (Figura 1).

Figura 1. Crecimiento de las colonias bacterianas en los medios de cultivo propuestos.
A: ATCC a las 48 horas; B: Mantenimiento a los 5 dias

Fermentacion

El crecimiento en el medio liquido rico en glicerol (GYP) fue muy satisfactorio,
logrando que en 12 horas de agitacién el medio pasara de trasparente a turbio (Figura 2),
con una densidad bacteriana de bacteriana de 1,89x10® P/ Luego de una
fermentacién de 14 dfas, se obtuvo una densidad de 5,38x10® "2®/  en GYP; en
cuanto al Caldo Nutritivo (CN), se obtuvo una densidad microbiana de 2,44x10°
bacterias . a partir del mismo indculo que el GYP en el mismo periodo de tiempo.
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Figura 2. Erlenmeyer con medio GYP luego de 14 dias de fermentacion.

Cabe destacar que de las tres fermentaciones realizadas, se presentod contaminacion en
la segunda prueba (Figura 3). Para determinar el agente causal, se procedi a re-aislar en
placas (Agar Recuento Estandar, Agar Papa-Dextrosa, Medio ATCC y Medio de
Crecimiento) y se determind que se trataba de un hongo.

Figura 3. Erlenmeyer con medio de fermentacion contaminado con un hongo.

Derivatizacion

A través de la prueba cualitativa realizada se obtuvo una identificacion preliminar del
compuesto DHA mediante la derivatizacion dada la coloracion naranja (indicador de la
presencia de cetonas) y la no precipitacion inmediata del derivatizado. Esta no
precipitacion indica una cetona de muy bajo peso molecular pues la totalidad del
compuesto formado permanecia en suspension. Como prueba de verificacion o control
negativo, se prepard de la misma forma el caldo nutritivo (CN) luego de 14 dias de
crecimiento bacteriano, y qued6 en evidencia la ausencia de reaccién derivatizante
(Figura 4).
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Figura 4. Comparacion de la adicién de agente derivatizante a dos caldos de cultivo
distintos luego de 14 dias de crecimiento bacteriano en condiciones idénticas. A: Tubo de
ensayo con medio GYP; B: Tubo de ensayo con CN.

Lo mismo se efectué al medio GYP antes de su fermentacion, con el resultado de no
derivatizacion evidente (en la Figura 5 se compara con el medio fermentado para
efectos visuales).

Figura 5. Derivatizacion de GYP post-fermentacion (A) y pre-fermentacion (B).

Se logro filtrar el derivatizado y obtener un sélido color naranja caracteristico de una
derivatizacion de cetona. Se realiz6 una prueba de punto de fusion pero el compuesto se
descompuso al llegar a los 300°C (Figura 6).
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Figura 6. Solido filtrado (izquierda) y proceso de determinacion del punto de fusién en
aparato de Fisher Johns (derecha)

Purificacion

En la prueba cromatogréfica, la placa de silice permiti6 la separacion de un compuesto
cetonico tanto en fase movil de acetato de etilo como en 1-propanol. Se dio una mejor
resolucion en acetato de etilo, pero el desplazamiento del compuesto resultd ser mayor
en 1-propanol. La extraccion organica (intentada en una relacion de volumen 1:1 del
medio de cultivo y acetato de etilo) fue poco eficiente en la cromatografia, por lo que se
determiné como mejor forma de extraccion la aplicacién en fase acuosa directa. Como
prueba de verificacion, se realiz6 el mismo procedimiento con CN luego de 14 dias de
crecimiento bacteriano, y no se present6 ninguna indicacion de reaccion (Figura 7).

Q

(A C D

. A

Figura 7. Pruebas cromatograficas con dos fases maviles distintas en distintos medios de
extraccion. A: Extraccion de fase organica de GYP con fase moévil de acetato de etilo; B:
Fase acuosa de GYP con fase movil de acetato de etilo; C: CN con fase movil de acetato de
etilo; D: GYP con fase movil de 1-propanol.

Para la purificacion, se procedio con 1-propanol y placas cromatograficas de mayor

tamafno. Una vez efectuada la elucién en placa, se determind la presencia del compuesto
y se procedio con la purificacion descrita en la metodologia (Figura 8).
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Figura 8. Placa cromatografica empleada para la purificacion. ElI ssgmento naranja a la
derecha corresponde a la seccion cortada y sumergida en el derivatizante; el rectangulo
rojo indica la seccién cortada y empleada en la recristalizacién del compuesto.

Mediante la técnica de purificacion por recristalizacion, se logrd obtener 16,9mg de un
compuesto con las macropropiedades caracteristicas de la DHA (Figura 9), sin embargo
al momento de realizar un andlisis de espectroscopia infrarroja para confirmar que el
compuesto aislado efectivamente se tratara de DHA (24 horas luego de la extraccion)
este habia sufrido hidratacion (ver Apéndice 5 para resultados obtenidos)
imposibilitando su analisis final.

Figura 9. Recristalizado obtenido
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DISCUSION y CONCLUSIONES

El establecimiento de Gluconobacter oxydans tanto en el medio de cultivo de
crecimiento como en el medio de mantenimiento fue logrado gracias a la composicién
adecuada de ambos medios (Apéndice 3), los cuales al ser fuente de los nutrientes
basicos para el crecimiento bacteriano (carbono, nitrogeno, fosforo y minerales)
demuestran ser efectivos para lograr el crecimiento y sobrevivencia de la bacteria bajo
las condiciones de laboratorio empleadas. Si bien es cierto, tanto en el medio de
crecimiento como en el del mantenimiento se logro el establecimiento de la bacteria,
esta presentd diferencias en cuanto al tamafio de las colonias, intensidad y tiempo de
crecimiento debido a las variaciones en los componentes de ambos tipos de medio.

Las principales variantes en ambos medios son la fuente de carbono (manitol en el
medio de crecimiento y extracto de levadura en el de mantenimiento), la
presencia/ausencia de peptona y la adicion de glicerol al medio de crecimiento. Aunque
la bacteria, segun los resultados obtenidos, muestra afinidad tanto hacia el uso de
manitol como al extracto de levadura. Una razén de la diferencia del comportamiento de
la bacteria en ambos medios se debe a que el medio de crecimiento posee peptona como
fuente de nitrdgeno y amino&cidos, nutriente ausente en el medio de mantenimiento,
esto podria ser motivo del lento crecimiento en este Ultimo medio dado que la bacteria
tiene menor disposicion de uno de los nutrientes esenciales para la sintesis de proteinas
y otras moléculas de importancia biologica.

A pesar de las diferencias en cuanto al crecimiento de la bacteria obtenidas, los
resultados se hayan dentro de lo reportado anteriormente por otros autores ya que Claret
et al. (1992) utilizaron el mismo medio de mantenimiento empleado en esta
investigacion para G. oxydans, mientras que Gupta et al. (2001) y Gatgens et al. (2007)
usaron medios liquidos para el mantenimiento cuya fuente de carbono era el manitol.

En cuanto al tercer medio de cultivo elaborado (GYP), los resultados muestran un
crecimiento bacteriano abundante, esto debido a la presencia de todos los nutrientes
esenciales para el crecimiento celular. Lo anterior queda confirmado con la aparicion de
turbidez en el medio a las 12 horas de fermentacidn y con los conteos efectuados, que
muestran una mayor cantidad de bacterias por mL de medio GYP en comparacion con
el CN. A pesar de que se obtuvo una densidad celular de 5,38x10° "/, en el medio
de fermentacion a los 14 dias, este valor representa Unicamente la cantidad total de
células en suspension, sin hacer diferencia entre células metabdlicamente activas, en
fase de latencia o en fase de muerte. Lo anterior se debe a la técnica de conteo
empleada, en particular por el no uso de una tincion diferencial. Debido a la importancia
para la investigacion de contar con células vivas y viables capaces de transformar el
glicerol en DHA, es imperativo para futuras investigaciones acudir a otro tipo de
técnicas para conteo celular y para verificar la viabilidad de las células bacterianas
(tinciones 0 microscopia de fluorescencia).
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Las razones de la muerte celular durante la fermentacion podrian atribuirse, a parte del
proceso natural de deterioro en un cultivo, a una muerte acelerada por el sustrato
(muerte provocada por la adaptacion celular a nuevas condiciones de cultivo producto
de un estrés metabolico) o a una inhibiciéon de su crecimiento por la acumulacion de
elevadas concentraciones de DHA. Esto Gltimo ya que Claret et al. (1994) y Hekmat et
al. (2003), mencionan que altas cantidades de este compuesto ejercen un efecto
inhibidor sobre el crecimiento de la bacteria provocando un dafo irreversible, que
posteriormente ocasiona que el desarrollo celular y la oxidacion del glicerol cesen por
completo.

Hekmat et al. (2003), determinaron que los valores umbrales de concentracion de DHA
presente en el medio adecuados para seguir asegurando la supervivencia de la bacteria,
no deben de sobrepasar los 60 kg.m™®y que G. oxydans presenta tolerancia temporal a
concentraciones entre 80 y 120 kg.m™ de DHA antes de ser dafiadas irreversiblemente,
no se puede asegurar que la causa de la muerte en las fermentaciones realizadas se deba
exclusivamente a esta razon, ya que el volumen de fermentacion empleado en todos los
casos (50ml) hace poco probable sobrepasar el valor umbral de tolerancia.

En cuanto a las condiciones experimentales establecidas para lograr el crecimiento de la
bacteria en los medios sélidos, siempre se mantuvo una temperatura cercana a los 27°C,
y en el caso del medio liquido de fermentacién a pesar que Claret et al. (1992);
Wethmar y Decker (1999) y Gupta et al. (2001) establecian las mejores condiciones de
cultivo de la bacteria a una temperatura de 27°C y agitacién constante de 150rpm,
debido a las condiciones del agitador-calentador disponible, se pudo cumplir sélo con la
temperatura pues la agitacion no se indicaba en una unidad de medida sino por
intensidad, por lo que se us6 un criterio arbitrario de “intermedio”.

La manipulacién de todos los medios de cultivo, asi como de los in6culos de G. oxydans
se efectuaron siempre bajo las mas estrictas normas de trabajo aséptico que permitieron
las instalaciones del Laboratorio de Biologia Molecular del CIB y del Laboratorio de
Microbiologia de la Escuela de Biologia; la contaminacion de un medio GYP de
fermentacion con un hongo pudo haberse debido a una mala manipulacién de los
erlenmeyers fuera de la camara de transferencia o en el mismo agitador orbital, el cual
se compartié durante algunas semanas con otros cultivos pertenecientes a otras
investigaciones y proyectos efectuados por estudiantes y profesores de Biotecnologia.

En lo que atafie a determinar la formacion de DHA, es necesario primero hacer una
separacion del medio de cultivo y las células de la bacteria por simple centrifugacion, lo
que genera el precipitando las bacterias y permite que en el sobrenadante permanezca la
DHA disuelta. La identificacion de la DHA en el medio de cultivo fermentado requiere
ser efectuada mediante la formacion de un derivado la cual es técnica que, por facilidad
de analisis y/o identificacion, transforma el compuesto de interés en otro distinto del
compuesto original mediante una reaccion estequiométrica conocida (Apéndice 4). Para
que esto se lleve a cabo generalmente se da un cambio de estado del derivado con
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respecto a la sustancia inicial, siendo en el caso de la DHA disuelta en el medio GYP la
formacion de un sélido insoluble en suspensién o un precipitado de color naranja,
indicador de la presencia de compuestos con grupos funcionales cetona.

La derivatizacion efectuada en esta investigacion se basé en una reaccion quimica
conocida dada por la adicion del reactivo de Brady al medio fermentado, este reactivo
es 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) disuelta en acido sulfurico concentrado, etanol
95% y agua.

Asi, al lograr la identificacion del derivatizado con DNPH se determina que esta ha sido
originada por la presencia de DHA en el medio fermentado por G. oxydans debido a que
la DNPH ante DHA reacciona originando la formacion de hidroxipiruvaldehido-bis-2,4-
dinitrofenilhidrazona y piruvaldehido-bis-2,4-dinitrofenilhidrazona (ver reaccién
quimica en Anexo 2), por lo que el medio se torna color naranja.

Como se menciona en la seccion correspondiente a Resultados, para una identificacién
preliminar de la presencia de DHA, se procedi6 a comparar la reaccion de
derivatizacion entre el 2,4-DNPH y los medios GYP y CN una vez fermentados
(utilizando el segundo como control negativo). Se evidencié cualitativamente esta
reaccion, ya que la coloracién obtenida en el medio GYP fue contrastante con la
ausencia de formacion de derivatizado en el medio CN (Figura 4), esto debido a que a
pesar del crecimiento abundante de la bacteria en este medio, al carecer de glicerol no se
dio la oxidacion a DHA propia del metabolismo de G. oxydans. De forma similar, se
aprovecho este contraste en el medio GYP sin fermentar el cual, aunque si tenia
glicerol, al no haber sido inoculado ain no presentaba formacion de algin compuesto
cetdnico.

Una vez obtenido el derivatizado (filtrado por vacio) se procedid a intentar determinar
su punto de fusidén, como una de las pruebas tipicas de identificacion de compuestos
organicos. Al emplear el aparato de Fisher Johns se determind que el compuesto se
descompone a 300°C. No se encontro en la literatura un valor de fusion reportado para
el derivatizado de DNPH con el compuesto cetdnico presente en el medio contra el cual
comparar, por lo que a partir de los resultados obtenidos se determind que el
derivatizado pierde sus propiedades fisicas iniciales ya que al descomponerse cambio su
coloracion naranja a una color café oscuro.

Mediante la realizacion de una cromatografia de capa fina fue posible determinar la
produccion de un compuesto cetonico (posiblemente DHA) en el medio GYP
fermentado. Al aplicar a una placa cromatografica una pequefia muestra del medio y
eluirla en dos fases moviles diferentes se observé un mayor desplazamiento del
compuesto en la cromatografia con fase movil de 1-propanol debido a que este
compuesto es mas polar que el acetato de etilo, presentando mayor afinidad por el
compuesto cetonico. La ausencia de corrida de algin compuesto derivatizable con
DNPH en la cromatografia aplicada a la muestra de caldo nutritivo confirma que G.

oxydans no produjo DHA ni ningun otro compuesto cetonico en el CN, esto debido a la
18



ausencia de glicerol en el medio corroborando los resultados discutidos anteriormente al
aplicar agente derivatizante directamente sobre una muestra del CN fermentado por 14
dias por la bacteria. Aunado a lo anterior, se realizo una extraccion organica con acetato
de etilo, sin embargo dada la alta solubilidad de la DHA (compuesto tedricamente
presente en el medio) en agua (TAOS Chemical, 2010) resultdé poco eficiente emplear
este metodo.

Debido a la mayor afinidad del 1-propanol por el compuesto cetonico derivatizado se
selecciond este eluyente para la purificacion. Se extrajo el compuesto de interés de las
placas con acetato de etilo, logrando la purificacion por recristalizacién obteniéndose
16,9mg de un compuesto con las mismas macrocaracteristicas de la DHA. Este
recristalizado resulté ser higroscopico y, se especula que, también sufrié una posible
descomposicion debido a las condiciones de almacenaje y ambientales a las que se
expuso durante las 24 horas posteriores a la extraccion de las placas cromatogréaficas. Lo
anterior derivd en la peérdida de sus propiedades fisico-quimicas iniciales,
imposibilitando la confirmacion del compuesto por espectroscopia infrarroja.

A partir de las pruebas microbiol6gicas efectuadas en esta investigacion se logro
establecer un cultivo de Gluconobacter oxydans en todos los medios probados siendo el
medio de crecimiento ATCC el mas efectivo para lograr un buen desarrollo microbiano
en placa debido a sus caracteristicas nutricionales. EI medio liquido GYP mostrd
excelentes resultados como sustrato de fermentacion de la bacteria ya que al contar con
glicerol permitié la bioconversion de este producto de desecho en un compuesto
cetdnico (teéricamente DHA). La utilizacion de DNPH como agente derivatizante
permitié la confirmacion de la produccion de una cetona en el medio fermentado, la
cual se logré separar de los demas componentes del medio GYP mediante una
cromatografia de placa fina con 1-propanol como el eluyente més afin con el compuesto
analizado. Los analisis quimicos hechos permitieron la purificacion de 16,9mg de un
compuesto macropropiedades fisicas correspondientes con la DHA, no obstante es
indispensable la realizacion de una prueba analitica de espectroscopia infrarroja para
corroborar que el compuesto producido por G. oxydans en el medio GYP se trata
efectivamente de DHA.
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APENDICES

Apeéendice 1

Cuadro 1. Proveedores de reactivos en distintos paises y su respectiva oferta en el

precio para la DHA 'y la glicerina.

Compaiiia Producto Pureza Precio  Cantidad
ABCR (Germany) DHA 96%, dimero 204.00 € 1 kg
http://www.abcr.de/ Glicerina 99% 61.40 € 25L
Alfa Aesar (USA) DHA 97%, dimero  $224.00 1 kg
http://www.alfa.com/ Glicerina 99+% $70.00 1L

Cole — Palmer (USA) DHA 98%, dimero  $125.00  0.500 kg
http://www.coleparmer.com/ Glicerina 99+% $67.50 1L
Spectrum (USA) DHA - $337.70 1kg

http://www.spectrumchemical.com/  Glicerina -- $48.60 0.500 L

23



Apéndice 2
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Figura 1. Derivados y sub-derivados de la DHA (modificado de Hekmat et al.,

2003)
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Apéndice 3

Formulacion de los medios de cultivo empleados

1) Medio de mantenimiento (ATCC)
- 25.0 g/L de manitol - 3.0 g/L de peptona
- 5.0 g/L de levadura - 15.0 g/L de agar
2) Medio de crecimiento en placa (Claret et al., 1992)
- 20/L g de glicerina
- 10 g/L de extracto de levadura
- 20 g/L de agar
3) Medio de fermentacion (GYP)
- 25 g/L de glicerol
- 5 g/L de extracto de levadura

- 3 g/L de peptona
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Apéndice 4

Cuadro 2. Relacion estequiométrica entre DHA y 2,4-DNPH

Masa molar Masa esperada

Compuesto Moles g/mL mol/mL
(9/mol) (9)
DHA 90,07794 1,17500 0,01304 0,02350 0,00026
2,4-DNPH 198,13624 3,00000 0,01514 0,02857 0,00014
Razo6n 1,80918*
Elemento Peso atémico Atomos 2,4-DNPH Atomos DHA

C 12,0107 6 72,0642 3 36,0321
H 1,00794 6 6,0476 6 6,04764

N 14,0067 4 56,0268 0 0
@) 15,9994 4 63,9976 3 47,9982
Masa molar 198,1362 Total 90,07794

*Por lo tanto se debe agregar, a una alicuota de 2mL, un volumen de 3,61836mL de 2,4-
DNPH.
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Apendice 5

Cuadro 3. Purificacion del compuesto cetonico presente en 2 mL de medio de
cultivo fermentado.

Placa Area  Peso sin compuesto Peso con compuesto  Peso del compuesto

(cm’) (mg)* (mg) (mg)
#1 14,175 519,5 545,7 26,2
#3 13,950 511,3 535,5 24,2

*Peso de cm?/placa sin compuesto: 36,65mg.
Compuesto cetonico purificado:
Peso del vial: 21,8956¢
Peso vial + compuesto: 21,9025g
e Total compuesto cetdnico purificado:
21,9025¢ - 21, 89569 = 0,0169¢
e Cantidad de compuesto por mililitro de medio fermentado:

16,9mg compuesto/2mL medio = 8,45mg/mL
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Apéndice 6

DESCRIPCION DE LA CEPA

Cepa: Gluconobacter oxydans (Henneberg 1897) De Ley 1961 emend. Gosselé et al.
1983 emend. Mason and Claus 1989

La cepa de G. oxydans a adquirir proviene de la coleccién alemana de microorganismos
DSMZ, segun su sitio web, la cepa DSM 50049 a emplearse en el proyecto es también
conocida como Gluconobacter oxydans subsp. industrius (Henneberg 1898) De Ley and
Frateur 1974, Gluconobacter oxydans subsp. melanogenes (Beijerinck 1911) De Ley
and Frateur 1974, Gluconobacter oxydans subsp. oxydans (Henneberg 1897) De Ley
1961 y Gluconobacter oxydans subsp. suboxydans (Kluyver and de Leeuw 1924) De
Ley and Frateur 1974. ElI mismo microorganismo puede ser encontrado en otras
colecciones bajo los siguientes nimeros de accesion: ATCC 621, CIP 104737, NCIB
7069, NRRL B-72.

La DSMZ recomienda el medio 105 para su crecimiento el cual estd compuesto de la
siguiente forma: 100.0g/L de glucosa, 10.0g/L de extracto de levadura, 20.0g/L de
CaCO3y 15,0g/L de agar a pH de 6.8.

El microorganismo es suministrado como un cultivo liofilizado y pertenece al grupo de
riesgo tipo 1 (DMSZ, 2010). La ATCC (2010) reporta que los organismos que
pertenecen al grupo de riesgo 1, segin el Centro para el Control y prevencion
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés), presentan un
riesgo minimo para seres humanos adultos saludables (Center for Disease Control and
Prevention y National Institutes of Health, 2007).

Su precio a octubre de 2010 es de €50 para instituciones sin fines de lucro y de €65 para
otro tipo de instancias.
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ANEXOS

Anexo 1
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Fig. 4. Metabolic pathways used for glycerol conversion by
G. oxydans: DHA-P, dihydroxyacetone phosphate
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Anexo 2
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Figura 1. Reaccion de derivatizacion de DHA en presencia de DNPH bajo
condiciones normales y a 50°C (Ferioli et al., 1995).
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