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Resumen

Los soforolipidos son moléculas tensoactivas producidas por Starmerella bombicola
y otros microorganismos emparentados. La notable actividad surfactante de estas
sustancias naturales es de gran interés debido a su uso potencial en diversas
aplicaciones de la vida diaria en donde actualmente los surfactantes sintéticos y
semisintéticos son los protagonistas, ofreciendo una alternativa mas amigable con

el ambiente, ademas de provenir de fuentes renovables.

En este trabajo se explora la produccion de soforolipidos en cultivo en medio sélido
(CMS); un proceso diferente al habitual cultivo en medio liquido (CML), ampliamente
extendido en la industria y en la academia. Ambos difieren en la cantidad de agua
presente en el sistema, lo cual tiene notables repercusiones en el proceso y
posiblemente en el microorganismo, ya que las condiciones del CMS se asemejan

mas a las que éste enfrenta en su habitat natural.

En la primera etapa de este trabajo se estudio la produccion de los soforolipidos por
Starmerella bombicola en CMS utilizando columnas de vidrio como biorreactores. El
soporte elegido para este fin fue el aserrin de madera de pino, un residuo de la
industria maderera de bajo costo, gran retencion de humedad y resistencia
mecénica. En esta misma etapa, se obtuvieron los datos necesarios para
caracterizar la cinética de produccion del biosurfactante, asi como el consumo de
los sustratos. La produccién de soforolipidos promedio fue de 0.198 g gms™, con un
rendimiento respecto a las fuentes de carbono de 0.465 gp gs*. El crecimiento
microbiano se siguid mediante el monitoreo de la producciéon de CO2 con un
metabolimetro acoplado al sistema y los datos fueron ajustados a un modelo de
crecimiento logistico. Con fines de comparacion en términos cinéticos, de
rendimiento, productividad y composicion del producto, se llevaron a cabo
experimentos de CML en matraces Erlenmeyer, obteniéndose un rendimiento de
0.239 gp gst. De igual manera se realizaron los ajustes con el mismo modelo

matematico.
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En una segunda etapa se caracterizaron los productos de ambas fermentaciones,
midiendo su efecto en la reduccion de la tension superficial del agua con ayuda de
un tensiometro con el método del anillo de Du Nouy. También se compararon
mediante cromatografia liquida en fase reversa RP-HPLC, observandose ligeras
diferencias en cuanto a su composicion, pero con al menos un producto mayoritario
en comun. Mediante cromatografia preparativa en columna fue posible purificar esta
sustancia, la cual fue caracterizada mediante espectroscopia de infrarrojo
(FTIR/ATR), espectrometria de masas (ESI-ToF) y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), de esta forma fue posible elucidar su estructura

molecular y determinar que se trata de un soforolipido lactonico diacetilado.

Abstract

Sophorolipids are tensoactive molecules produced by Starmerella bombicola and
other related microorganisms. The remarkable surface activity shown by those
natural substances has great interest due their potential use on a wide variety of
daily life applications where currently the synthetic and semi synthetic surfactants
are protagonists, offering an ecofriendly alternative that comes from renovable

sources.

In this work the sophorolipids production through Solid State Fermentation (SSF) is
explored, as an alternative to conventional Submerged Fermentation (SF) widely
used in industry and academy. Both differ in the water content of the system, which
has important repercussions in the process and possibly on the microorganism

because conditions of SSF mimics its natural environment.

The first part of this work was focused on production of sophorolipids by Starmerella
bombicola in glass columns as bioreactors. Pine sawdust was used as support for
the culture. This by-product of the wood industry is a low cost option that has good
water retention and mechanical resistance. In this stage of the study the required

data for Kinetic characterization for biosurfactant production and substrate
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consumption was obtained. The average sophorolipids production was 0.198 g gms-
1, with a yield of 0.465 gp gs™ considering the carbon sources. The microbial growth
was followed by CO:2 production and this data was used to fit a mathematical model.
Furthermore, submerged fermentation experiments were made using Erlenmeyer
flasks as bioreactors. Data from those systems (kinetics, product yield and
composition) were used for a comparison with SSF. For submerged fermentation the

yield, considering only carbon sources, was 0.239 gp gs™.

The second part of this work was focused on chemical and physicochemical
characterization of products from both fermentation systems. The surface tension of
aquous solutions of crude sophorolipids was measured by Du Noly ring method.
Also, chromatograpic analysis was made by RP-HPLC/ELSD/PDA noticing
differences between SSF and SF product composition. Preparative chromatography
was used for purifiying the main substance present in crude sophorolipids. This
substance was analyzed by infrared spectroscopy (FTIR), mass spectrometry (ESI-
ToF) and nuclear magnetic resonance (NMR -1H, 13C, COSY, HSQC and HMBC-).
Using this information the substance was identified as a lactonic diacetilated

sophorolipid and its structure was elucidated.
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Abreviaciones

ATR: Attenuated Total Reflection

COSY: Correlated Spectroscopy

CMC: Concentracion micelar critica

CML.: Cultivo en medio liquido

CMS: Cultivo en medio sélido

FTIR: Fourier Transform Infrared

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HPLC: High-Performance Liquid Chromatography
HSQC: Heteronuclear Single-Quantum Correlation
PM: Peso molecular

RMN: Resonancia magnética nuclear

TGA: Thermogravimetric Analysis

TLC: Thin-Layer Chromatography

UFC: Unidades formadoras de colonias

Op gs': gramo de producto por gramo de sustrato (rendimiento)

mgCO2 gms™: miligramo de diéxido de carbono por gramo de materia seca
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1. Introduccion

Los surfactantes son compuestos quimicos ampliamente utilizados en la vida diaria,
su demanda esta en constante crecimiento y las aplicaciones en donde hallan lugar
van desde la higiene personal, el cuidado del hogar hasta la industria alimentaria y
farmacéutica, por lo que su presencia en el medio ambiente y el contacto con el ser
humano son hechos inevitables. Sin embargo, muchas de estas sustancias, en su
mayoria derivadas del petréleo, no son facilmente biodegradables y pueden ser
toxicas para los organismos en agua y suelos. Esto conlleva un fuerte impacto
ambiental (Lechuga et al. 2016). Este efecto nocivo derivado del uso de ciertos
surfactantes quimicos urge a enfocarse en alternativas mas respetuosas con el

ambiente tal como los biosurfactantes.

Los biosurfactantes son sustancias que por su origen y composicion representan
una alternativa ambientalmente mas amigable, ya que su biodegradabilidad y menor
impacto a la flora y fauna han sido estudiados y confirmados (Freitas et al. 2016;
Singh et al. 2018; Vieira-Santos et al. 2019). Al provenir de fuentes renovables los
biosurfactantes son una opcién sustentable a los productos derivados del petréleo.
Su diversidad estructural aumenta sus posibles aplicaciones: se ha implementado
0 propuesto su uso en biorremediacion, industria alimentaria, cosmética, de limpieza
e incluso farmacéutica. Otro punto para tomar en cuenta es que permiten la
valorizacion de subproductos agroindustriales que pueden usarse como materia
prima para su produccion (Das y Kumar 2018; Jadhav et al. 2019; Maass et al.
2015).

Los soforolipidos son biosurfactantes comunmente producidos por la levadura
Starmerella bombicola. No hay evidencia que indique que esta levadura pudiera ser
patdgena para el ser humano y al ofrecer la posibilidad de alcanzar altas
productividades y rendimientos posiciona a los soforolipidos como uno de los
biosurfactantes més prometedores a nivel comercial (Wang et al. 2019; Jiménez-
Pefalver 2017).



El cultivo en medio solido (CMS) y el cultivo en medio liquido (CML) son dos
sistemas que permiten el crecimiento de S. bombicola y la produccion de
soforolipidos, siendo el CML el mas estudiado. Aunque ambas técnicas de cultivo
utilicen el mismo microorganismo y los mismos sustratos, los resultados pueden ser
significativamente distintos debido a las importantes diferencias inherentes a cada
una (Banat et al. 2021).

El contenido de este trabajo incluye, en el capitulo 2, una revision bibliografica que
comienza tocando de manera general los conceptos principales relativos a los
surfactantes, lo cual es de utilidad para ahondar mas adelante en tema de los
biosurfactantes y finalmente abordar a los soforolipidos, desde su origen hasta sus
aplicaciones. Los capitulos 3, 4 y 5 pertenecen a la justificacion, hipotesis y
objetivos, respectivamente, mientras que en el capitulo 6 se describe a detalle la
metodologia empleada en el desarrollo del trabajo experimental. Los resultados se
encuentran en el capitulo 7 y pueden ser divididos en dos etapas principales: en la
primera (secciones 7.1 a 7.3) se expone y analiza la produccion de soforolipidos por
Starmerella bombicola ATCC 22214 de la American Type Culture Collection en CMS
utilizando aserrin como soporte. También incluye un experimento de produccion de
soforolipidos en CML para poder comparar con el CMS a partir de las cinéticas, los
rendimientos y la caracterizacion de los productos obtenidos, analizando su
composiciéon por medio de espectroscopia de infrarrojo (FTIR/ATR), HPLC-
PDA/ELSD y el efecto en la tensidn superficial del agua. Las cinéticas de produccion
y consumo, en ambos casos, fueron ajustadas al modelo logistico, para usarse
como herramienta en la comparacion. En la segunda etapa (secciones 7.4y 7.5) se
llevé a cabo la purificacion de uno de los soforolipidos provenientes del CMS y se
elucidé la estructura de dicho compuesto con ayuda de técnicas espectroscopicas,
principalmente resonancia magnética nuclear. Finalmente, en los capitulos 8y 9 se

presentan las conclusiones generales y las perspectivas.



2. Revision bibliografica

En este capitulo se presenta una revision bibliografica que trata de forma sucinta
los temas esenciales que respectan a los surfactantes, tal como sus propiedades
fisicoquimicas y su clasificacion por origen. Posteriormente, se hace énfasis en los
biosurfactantes y se ofrecen detalles importantes, como su clasificacion por
estructura molecular y el origen microbiano. Finalmente se trata a fondo el tema de
los soforolipidos, desde su biosintesis en Starmerella bombicola hasta sus

aplicaciones actuales y potenciales.

2.1. Los surfactantes: caracteristicas y clasificacion

Un surfactante es un compuesto quimico cuya estructura molecular consta de una
parte polar y una no polar. La parte polar, también llamada hidrofilica, muestra una
fuerte afinidad a sustancias polares como el agua, mientras que su parte no polar,
también llamada hidrofébica, muestra afinidad a medios no polares tales como las

grasas y aceites (Karsa 2006; Cullum 1994).

En una solucion las moléculas del surfactante se alinean en las superficies e
interfaces, es decir, en los limites gas-liquido, liquido-liquido y sélido-liquido en las
paredes del recipiente y sélidos presentes, en donde forman capas de manera que
la interaccion de sus partes hidrofébicas y el medio polar sea la minima posible.
Esta caracteristica dota a los surfactantes de actividad superficial, son capaces de
disminuir la tension superficial e interfacial del medio en el que se encuentran
disueltos, ademéas de dar pie a la detergencia, la actividad emulsificante, la
formacion de espuma y el efecto dispersor, en funcién de su balance hidrofilico /
lipofilico. Otra manera de minimizar la interaccion de las partes hidrofébicas de los
surfactantes y el agua es formar agregados en el seno de la solucién con sus grupos
hidrofilicos orientados a la fase acuosa, dichos agregados, que pueden tener
diversas formas (esférica, cilindrica o laminar) se llaman micelas (Gecol 2006; Karsa
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2006; Schramm et al. 2003; Cullum 1994). Los surfactantes también son conocidos

como tensoactivos y ténsidos.
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Figura 2-1 Estructura del dodecil sulfato de sodio (parte hidrofébica en amarillo e hidrofilica en azul), b) Representacion
de la estructura de una micela.

2.1.1. Actividad superficial

La actividad superficial se debe a que las moléculas del surfactante se intercalan
entre las moléculas de la capa limite (superficie o interfase), disminuyendo las
fuerzas cohesivas y provocando que la tensiéon superficial disminuya. La tension
superficial (expresada como mN m? o dina cm™) es una propiedad termodinamica
definida como el exceso de energia libre por unidad de area superficial y se debe a
la diferencia entre las fuerzas que actian en las moléculas del seno del fluido y las
gue se encuentran en la superficie. Las fuerzas que actian sobre las moléculas que
estan en el seno de un fluido son uniformes en toda direccién, al contrario de lo que
sucede con las de la superficie, por lo que la fuerza neta en estas ultimas no es
cero. La tension superficial puede medirse con métodos como el del anillo de Du
Nouy o el del plato de Wilhelmy. Un ejemplo de actividad superficial es el de la
surfactina, un lipopéptido que en solucién acuosa 0.005% w/w a 20°C disminuye la

tension superficial del agua de 72.8 a 27 mN m™™,



2.1.2. Concentracion micelar critica

A concentraciones bajas el surfactante se adsorbera a las superficies e interfaces
gradualmente, disminuyendo la tension superficial e interfacial de manera continua,
conforme la concentracién aumenta. Sin embargo, la adsorcién se detendra al llegar
a la saturacién, donde no serd posible que aumente la cantidad de moléculas de
surfactante en las superficies e interfaces y la tension cesara de reducirse. En este
punto el surfactante adicional comenzara a agregarse en micelas. A esto se le llama

concentracion micelar critica (CMC).

Pendiente

CMC log [C]

Figura 2-2 Tension superficial en funcion de la concentracion de surfactante. Tomado de Gecol (2006), p. 30.

2.1.3. Clasificacion de los surfactantes

Los surfactantes quimicos se pueden clasificar segun las caracteristicas de su parte
polar, la cual puede ser o no idnica. Los i6nicos se subdividen en anidnicos,
catibnicos y anfotéricos (zwitterionicos) (Karsa 2006). Las partes hidrofébicas
también pueden constituirse por una gran variedad de estructuras quimicas, por

ejemplo, alquilbencenos, cadenas alifaticas lineales o ramificadas y polisiloxanos.



La Figura 2-3 indica como se clasifican segun su parte hidrofilica y se muestra un

ejemplo representativo de cada grupo.
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Figura 2-3 Clasificacion de los surfactantes segun su grupo polar y ejemplos representativos.

2.1.4. Impacto ambiental de los surfactantes

Los riesgos ambientales asociados a los surfactantes dependen de la concentracion
alcanzada en el medio. Aunque esta concentracion se reduce debido a la
biodegradacion, los productos de esta transformacion también son en ocasiones
potencialmente téxicos y pueden bioacumularse. Ademas, la degradacién depende
en gran medida de las condiciones en las que ocurre: por ejemplo, en condiciones
aerobias los alquilbencensulfonatos, los alquilfenoles etoxilados, los alcoholes
grasos etoxilados y el surfactante cationico cloruro de dimetil amonio, son
degradados adecuadamente, en cambio en condiciones anaerobias no ocurre asi
(Lechuga et al. 2016). Otro factor a tomar en cuenta es el deterioro ambiental
producido por la explotacion de recursos naturales, un ejemplo de esto es el
consumo de aceite de palma para la produccion de surfactantes semisintéticos
(como el lauril sulfato de sodio o algunos ésteres derivados de acidos grasos) ya

gue los cultivos de palma ocupan el lugar de los bosques tropicales.



2.2. Los biosurfactantes: caracteristicas y clasificaciéon

Los biosurfactantes son sustancias tensoactivas producidas por algunas especies
de microorganismos. Estos compuestos tienen el propdsito de facilitar la adaptacion
del microorganismo a su entorno. Se reporta que su principal utilidad podria ser
incrementar la solubilidad y disponibilidad de distintos sustratos no miscibles en
agua, ademas de otras funciones tales como auxiliar en la movilidad o actuar como
microbicidas para eliminar competidores (Chrzanowski et al. 2012; Hausmann y
Syldatk 2015; Jezierska et al. 2018). Estan clasificados principalmente por su
estructura quimica y su origen microbiano (Banat et al. 2010). Una de sus partes es
hidrofilica, y puede tratarse de un mono-, di-, 0 polisacarido o péptidos. La otra parte
corresponde a una estructura hidrofébica, por ejemplo, una cadena alifatica de un
acido graso. Estas estructuras les confieren una amplia variedad de propiedades,
incluyendo la habilidad de disminuir la tension superficial e interfacial en liquidos o
formar micelas y emulsiones (Banat et al. 2010). Algunos de los géneros de
microorganismos comunmente asociados a la produccion de biosurfactantes son
Pseudomonas, Bacillus, Rhodococcus y Candida (Oliveira et al. 2015; Shenkar et
al. 2015; Luna et al. 2016; Varjani y Upasani 2017).

Los primeros trabajos sobre biosurfactantes, que aparecieron desde finales de la
década de los 60, en su mayoria se enfocaban en las propiedades, biosintesis y
guimica de estas sustancias, posteriormente comenzo0 a realizarse investigacion en
torno a las posibles aplicaciones comerciales, la produccién y genética de los
microrganismos (Desai y Banat 1997). En la actualidad también se investigan
estrategias para poder desarrollar procesos mas eficientes y menos costosos que
logren consolidar y diversificar las aplicaciones de los biosurfactantes en el mercado
(Singh et al. 2018), tales como el cultivo en medio solido (Jiménez-Pefalver et al.
2018); el uso de materias primas baratas y accesibles, como residuos de la industria
agroalimentaria, entre los que se puede mencionar a los desechos de la refinacién
0 extraccion de aceites vegetales (Das y Kumar 2018; Jadhav et al. 2019; Maass et
al. 2015); la modificacion genética de las cepas (Van Bogaert et al. 2016); la

optimizacion del medio de cultivo con adicion diversas sustancias, por ejemplo



nanoparticulas de Fe y Fe-silice (Kiran et al. 2014; Sahebnazar et al. 2018); y
coproduccion con otra sustancia de importancia econémica, como enzimas lipasas
y pectinasas (Colla et al. 2010; Kavuthodi et al. 2015).

Los biosurfactantes presentan ventajas sobre sus contrapartes sintéticos, como una
menor toxicidad y mayor biodegradabilidad (Singh et al. 2018) lo cual los hace
buenos candidatos para su uso en la agricultura (Sachdev y Cameotra 2013), la
industria alimentaria (Nitschke y Silva 2018), remediacion de suelo y agua (Ashraf
et al. 2017; Mahanti et al. 2017; Mulligan 2017), recuperacion del petrdleo (Geetha
et al. 2018), la industria cosmética (Bezerra et al. 2018), o como detergentes y
limpiadores (Kourmentza et al. 2017). También pueden mencionarse sus efectos
antibioticos y bioactivos, asi como su gran diversidad estructural (Hausmann vy
Syldatk 2015).

El interés por los biosurfactantes en los ultimos afios se ha visto reflejado en la
industria, credndose y comercializandose nuevos productos que los incluyen en sus
formulaciones. Entre las compafiias que destacan en el pequefio mercado de los
biosurfactantes se encuentran Croda (Reino Unido), Evonik Industries (Alemania),
Biotensidon (Alemania), Ecover (Bélgica), Jeneil Biotech (Estados Unidos), Saraya

(Japdn), AGAE Technologies (Estados Unidos) y Holiferm (Inglaterra).

2.2.1. Clasificaciéon de los biosurfactantes

A diferencia de los surfactantes de origen sintético, que son clasificados de acuerdo
con la naturaleza de su extremo polar, los biosurfactantes principalmente se
agrupan segun su origen microbiano y su estructura molecular. De forma general
también se pueden clasificar como biosurfactantes de bajo peso y de alto peso
molecular (Banat et al. 2010), como se muestra en la Figura 2-4. Los primeros se
caracterizan por su efecto tensoactivo al reducir la tension superficial e interfacial,
los segundos no tienen una actividad superficial tan importante, pero se destacan
por su eficiencia emulsionante, por lo que también son llamados bioemulsificantes.

Los principales subgrupos de biosurfactantes de bajo peso molecular son los



glicolipidos y los lipopéptidos; de alto peso molecular, los bioemulsificantes, que
engloban moléculas poliméricas tales como lipopolisacaridos y lipoproteinas (Desai
y Banat 1997; Banat et al. 2010; Hausmann y Syldatk 2015).

Biosurfactantes

Bajo peso Alto peso
molecular molecular
Lipopéptidos Glicolipidos Bioemulsificantes

Figura 2-4 Clasificacion de los biosurfactantes de acuerdo con su peso molecular (Banat et al. 2010).

2.2.2. Glicolipidos

Los glicolipidos son los biosurfactantes de mayor importancia comercial, asi como
los méas estudiados (Jezierska et al. 2018). Se trata de compuestos de bajo peso
molecular, cuya parte hidrofilica puede ser glucosa, manosa, galactosa, acido
glucurénico o ramnosa. La parte lipidica puede estar constituida por &cidos o
alcoholes grasos. Entre los glicolipidos mas estudiados se puede mencionar a los
soforolipidos, los ramnolipidos, los lipidos de trehalosa, y los lipidos de
manosileritritol (Banat et al. 2010; Hausmann y Syldatk 2015). Los ramnolipidos son
producidos por Pseudmonas aeruginosa (Soberén-Chéavez et al, 2021) y el resto de

los que se mencionan son producidos por diversas especies de levaduras.



Figura 2-5 Ejemplos de glicolipidos. Derecha: a-L-ramnopiranosil-a-L-ramnopiranosil-3-hidroxidecanoil-3-
hidroxidecanoato, ramnolipido caracteristico de P. aeruginosa. Izquierda: Lipido de manosil eritritol tipico de
Pseudozyma sp. (n =6, 8, 10 0 12). Tomado de Hausmann y Syldatk (2015), p.6 y 7

2.2.3. Lipopéptidos

Estos compuestos microbianos con actividad superficial son producidos por una
amplia variedad de bacterias y hongos, entre los que se destaca Bacillus subtilis
productor de surfactina, iturina y fengicina. Por sus propiedades emulsificantes y
desemulsificantes encuentran posible aplicacion en la industria alimentaria y
cosmética; también en la biorremediacion gracias a que logran solubilizar
hidrocarburos. Su capacidad de desestabilizar membranas biolégicas los hace

potenciales candidatos para aplicaciones antimicrobianas y antivirales.

Su estructura consta de acidos grasos como parte hidrofobica y péptidos como parte
hidrofilica. Se clasifican en tres familias dependiendo de la secuencia de
aminoacidos, las antes mencionadas surfactinas, iturinas y fengicinas. El lipopéptido
mas conocido es la surfactina (Mnif y Ghribi 2015; Hausmann y Sildtak 2015). Esta
sustancia es capaz de reducir la tensién superficial del agua, a 20°C, de 72.8 hasta
27 mN/m a una concentracién tan baja como 0.005% w/w (Mnif y Ghribi 2015;
Hausmann y Sildatk 2015).

Figura 2-6 Representacion de la Surfactina, biosurfactante producido por Bacillus subtilis. Tomado de Hausmann y Sildatk
(2015).



2.2.4. Bioemulsificantes

Los bioemulsificantes son mezclas complejas de heteropolisacaridos,
lipopolisacéridos, lipoproteinas y proteinas. También se conocen como
biopolimeros de alto peso molecular. Estas sustancias no son tan efectivas como
los biosurfactantes para reducir la tension superficial, sin embargo, son eficientes
para emulsificar dos liquidos inmiscibles y estabilizar las emulsiones en sistemas
o/w (oil in water). Su capacidad de formar emulsiones estables se atribuye al gran
namero de grupos polares expuestos en sus estructuras (Banat et al. 2010; Uzoigwe
et al. 2015).

El emulsan es uno de los biosufactantes mas estudiados, se trata de un
lipopolisacéarido con un peso molecular aproximadamente de 1000 kDa, producido
por Acinetobacter calcoaceticus, que muestra actividad emulsionante a
concentraciones tan bajas como 0.01 — 0.001% w/w. Fue el primer bioemulsificante

gue estuvo disponible comercialmente (Banat et al. 2010; Uzoigwe et al. 2015).
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Figura 2-7 RAG-1 emulsan de Acinetobacter sp. ATCC 31012. Tomado de Hausmann y Sildatk (2015), p.12

2.3. Soforolipidos

Se trata de uno de los biosurfactantes mas ampliamente estudiados y ademas el
principal en cuanto a produccion a escala industrial. Este tipo de glicolipidos es

comercializado por compafias como Soliance® (Francia), Ecover® (Francia) y
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Evonik® (Alemania). Comunmente se asocian a la levadura Starmerella bombicola,
aungque también son generados por otros organismos como Candida apicola o
Rhodotorula bogoriensis.

El interés en estos biosurfactantes ha crecido en la Gltima década, la busqueda de
la palabra sophorolipids en Web of Science (consultado el 20/08/2021) arroja un
total de 471 publicaciones en el lapso que comprende del afio 2000 al 2021 de los

cuales 374, cerca del 80%, aparecieron en los ultimos diez afios.
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Figura 2-8 Numero de publicaciones referentes a soforolipidos en los ultimos 20 afios

Los soforolipidos estan formados por un disacarido constituido por dos unidades de
glucosa enlazadas B-(1,2), llamado soforosa, y una cadena lipofilica proveniente de
un acido graso de 18 o 16 carbonos que puede o no estar insaturado, tipicamente
un acido 17-L-hidroxi-octadec-9-enoico unido a la soforosa mediante un enlace
glicosidico. Pueden presentarse en dos conformaciones distintas: lactonica y
acidica, esto es debido a la cadena del acido graso que puede o no enlazarse con
el oxigeno del carbono 4” de la soforosa formando asi un anillo lactonico
(Hausmann y Syldatk 2015), ambas conformaciones se muestran en la Figura 2-9.
La capacidad de formacion de espuma, el efecto en la tension superficial y los

efectos antimicrobianos estan fuertemente influenciados por esta caracteristica. Los
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soforolipidos lacténicos disminuyen mas la tensién superficial y tienen mayor
actividad antimicrobiana, mientras que los acidicos tienen mayor capacidad de
formacion de espuma y son mas solubles en agua (Van Bogaert et al. 2007; Elshafie
et al. 2015).

Figura 2-9 Soforolipidos en forma lactonica a) y acidica b)

Los soforolipidos fueron descritos por primera vez en la década de los sesenta. En
1961 Gorin et al. aislaron glicolipidos producidos por una levadura que inicialmente
identificaron como Torulopsis magnoliae, la cual fue aislada de una flor de una
planta del género Sonchus. Sin embargo, tiempo después los autores rectificaron la
identidad del microorganismo confirmando que se trataba de Torulopsis apicola,
actualmente llamada Candida apicola. Los componentes mayoritarios de esta
mezcla de glicolipidos fueron unidades de 2-O-B-D-glucopiranosil-D-glucopiranosa,
parcialmente acetiladas, con enlaces B-glicosidicos a acido 17-L-hidroxi-A9-
octadecenoico y a 4&cido 17-L-hidroxioctadecanoico, es decir soforolipidos
acetilados de cadenas hidrofobicas de 18 carbonos con o sin insaturaciones. En
1970, Spencer et al. describen por primera vez a una levadura que identifican como
Torulopsis bombicola la cual, afirmaron, producia soforolipidos. La clasificacién de
esta levadura méas tarde cambiaria para llamarse Candida bombicola y

posteriormente a Starmerella bombicola.

En cuanto a sus propiedades fisicoquimicas se puede mencionar su efecto
tensoactivo: cuando se encuentran en solucién acuosa los soforolipidos reducen la
tension superficial del agua de 72.8 hasta 40 — 30 mN/m, con una concentracion

micelar critica de 40 — 100 mg/I. El balance lipofilico-hidrofilico (HLB) se encuentra
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entre 10 y 13, lo que hace a los soforolipidos potencialmente utiles como
detergentes y estabilizadores de emulsiones aceite en agua (Van Bogaert et al.
2007).

2.3.1. Biosintesis de soforolipidos en Starmerella bombicola

En el afio 2013 fue secuenciado el genoma completo de S. bombicola, gracias a
ello ese mismo afio fue identificado el cluster biosintético de los soforolipidos (Van
Bogaert et al. 2013) mostrado en la Figura 2-10, posteriormente, derivado de
analisis protedmicos fue posible identificar a todas las enzimas involucradas en su
biosintesis. Para 2014 solo restaba localizar a una enzima, la responsable de la
conversion de las formas lactonicas a acidicas. Finalmente, dicha enzima fue
identificada por Ciesielska et al. (2014). De esta manera se completd el
descubrimiento del proceso de biosintesis de ese valioso metabolito. A partir de
entonces aparecieron publicaciones que avanzaron hacia la optimizacion de la
produccion de soforolipidos o a la generacion de soforolipidos modificados a partir
de ingenieria genética, sobreexpresando o inhibiendo los genes involucrados
(Roelants et al. 2016; Van Bogaert et al. 2016).

sble ugtB1 Transportador de SL at ugtA1 cyp52M1 P — .
- - - - - - ———)— ) —(——a——))— — Telomero |
® ® ® ® & © " |

Figura 2-10 Cluster biosintético de los soforolipidos en Starmerella bombicola. Adaptado de Van Bogaert et al. (2013)

Las proteinas del cluster biosintético incluyen cinco enzimas y un transportador. La
biosintesis, Figura 2-11, inicia con la hidroxilacion de un acido graso catalizada por
una monooxigenasa (cyp52M1). Posteriormente una glucosiltransferasa (ugtAl)
cataliza la formacién del enlace entre el acido graso hidroxilado y una unidad de
glucosa. El producto de la reaccion anterior es utilizado como sustrato por una
segunda glucosiltransferasa (ugtB1) que adiciona una segunda unidad de glucosa
formando un soforolipido. Posteriormente, una acetiltransferasa (at) cataliza la
adicién de acetilos al soforolipidos en las posiciones 6’ y 6”, ya sea en ambas o solo

en una de ellas. Los soforolipidos alcanzan el espacio extracelular gracias a un
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transportador codificado en el cluster. Finalmente, la enzima lactona esterasa (sble)
cataliza la esterificacion intramolecular fuera de la célula, la lactonizacion, de los
soforolipidos acidicos en un entorno acuoso. Esta reaccion es inusual, debido a que
en este ambiente la deshidratacidbn no es favorable, esta caracteristica podria
otorgar un gran potencial a la enzima para su uso en aplicaciones en quimica verde
(Waele et al. 2018).
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Figura 2-11 Biosintesis de soforolipidos en Starmerella bombicola. Elaboracion propia, basado en Van Bogaert et al. (2013)
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2.3.2. Aplicaciones de los soforolipidos

Actualmente existen formulaciones de diversos productos que incluyen
soforolipidos como uno de sus componentes principales, entre estos se pueden
mencionar algunos productos de limpieza y de uso cosmético, desarrollados por
empresas principalmente europeas y estadounidenses. La empresa francesa
Soliance, perteneciente a la suiza Givaudan, formula y comercializa productos a
base de soforolipidos, entre los que se encuentra el agente antibacterial y de control
de sebo Sopholiance® S. Su aplicacién se enfoca en el control de las bacterias que
producen el acné y el mal olor corporal, asi como en la disminucién del sebo en la
piel. Otro ejemplo es el Rewoferm® SL de Evonik, un producto a base de
soforolipidos el cual, segun la compaifiia, cumple con los requerimientos de la OECD
301F y EN ISO 11734 en cuanto a biodegradabilidad en condiciones aerobias y
anaerobias. También sefialan que cumple con los estandares de la OECD 211y
202 referente a ecotoxicidad. Su aplicacion se enfoca en el cuidado del hogar para

limpieza de superficies.

Existen diversos estudios publicados en los que se evalla el desempefio de los
biosurfactantes en una amplia gama de aplicaciones, de esta manera se han
generado propuestas para su uso como sustitutos de surfactantes sintéticos o en

nuevos productos con aplicaciones innovadoras:

Lydon et al. (2017) reportaron la actividad de los soforolipidos contra la formacion
de biofilms y como antibiotico en la curacion de heridas. También probaron que no
interfieren con la reparacion de los tejidos en modelos animales. Esto apoya su
posible aplicacion como componentes en formulas terapéuticas enfocadas a la

curacion de heridas con infecciones crénicas o agudas.

Otra posible aplicacion de estos biosurfactantes, en este caso en la agricultura, fue
propuesta por Vaughn et al. (2014), quienes probaron los soforolipidos de
Starmerella bombicola y Candida kuoi en una formulacién de un herbicida,
usandolos como emulsificantes y adyuvantes para la adhesion y la penetracion del

compuesto activo en los tejidos de las plantas. Los surfactantes utilizados para esta
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aplicacién son comunmente las aminas polietoxiladas, cuya toxicidad en animales
ha sido comprobada (Brausch y Smith 2007), por lo que es primordial sustituirlas

con una opcién mas amigable con el ambiente como son los soforolipidos.

Farias et al. (2019) probaron la efectividad microbicida de tres biosurfactantes
obtenidos de Candida bombicola (S. bombicola), Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus en una formulacién de un enjuague bucal. Los microorganismos
para los cuales se probaron las formulaciones fueron C. albicans, S. aureus, E. coli,
L. acidophilus, S. salivarius y S. mutans. Los resultados demostraron el potencial de
los biosurfactantes en esta aplicacion, ya que ademas de ser efectivos para inhibir
el crecimiento de los microorganismos evaluados, se probd que presentan una

menor citotoxicidad en comparacion con un enjuague bucal comercial.

Entre las aplicaciones en la industria petroquimica se pueden mencionar estudios
como el de Elshafie et al. (2015), que evaluaron el desempefio de los soforolipidos
en la recuperacién mejorada del petréleo. Es de destacar que el biosurfactante fue
estable a condiciones de 13 — 15% de salinidad, un rango de pH de 2 a 12 y
temperatura de hasta 100°C. Los soforolipidos redujeron la tensién superficial hasta
28.56 + 0.42 mN my la interfacial hasta 2.13 + 0.09 mN m-%, generaron emulsiones
estables con petroleo crudo pesado y ligero, ademas de pentano, hexano, heptano
y otros hidrocarburos. El potencial de los soforolipidos en la recuperacion mejorada
de petréleo se probd en experimentos de nucleo inundado, en donde se recuperé
un 27.27% adicional de petréleo residual, lo que confirma el potencial de los
soforolipidos para esta aplicacion. Este resultado es similar al reportado por Bera et
al. (2017) que lograron recuperar un 26% adicional usando Tergitol 15-S-12, un
surfactante no iénico sintético; también se asemeja al resultado obtenido por Ko et
al. (2014), que usando dodecil sulfato de sodio, un surfactante sintético anionico,

reportan una recuperacion del 26.6 % de petrdleo residual.

Algunas de las aplicaciones mas atractivas se encuentran en el area ambiental.
Freitas et al. (2016) estudiaron la viabilidad de la produccion industrial y uso de los
soforolipidos para tratar derrames de hidrocarburos en el mar. La accion dispersante
favorece la rapida biodegradacion del contaminante y disminuye sus impactos
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inmediatos, tales como el bloqueo de la luz y de la transferencia gaseosa entre el
agua y la atmdsfera. Se evalud la estabilidad de los soforolipidos libres de células,
sin purificar. Se analiz6 también su capacidad dispersante, y se hizo una
comparacion con estimaciones de precios de venta de los soforolipidos y Corexit,
un surfactante comunmente usado en casos de derrame de hidrocarburos, en donde
el precio final de los soforolipidos incluso resultaria ser mas competitivo si se
comercializa sin pasar por una etapa de purificacion y optimizando el proceso de
produccion. Hay que recalcar que el costo inherente a la purificacion eleva de forma
notable el precio de venta, Elshafie et al. (2015) mencionan que los biosurfactantes
podrian ser aplicados sin una excelente purificacion en biorremediacion vy
recuperacion mejorada del petroleo, lo que reduciria el costo final y los haria una

opcién mas atractiva.

Entre las posibles aplicaciones de los soforolipidos también se contempla su
actividad anticancerosa que ha sido estudiada, entre otros, por Li et al. (2017)
guienes hallaron que los soforolipidos lacténicos diacetilados provocan una
disminucién en la proliferacion de células cervicales cancerigenas en estudios in
vitro y actividad antitumoral induciendo apoptosis de células cancerigenas en
estudios in vivo en ratones. Esta actividad contra células cancerosas también la
estudiaron Ribeiro et al. (2015) que hallaron resultados similares en células

mamarias en un estudio in vitro.

Tabla 2.1 Algunas aplicaciones de los soforolipidos

Adyuvante
. Starm_erella para adhesion . Vaughn et
Agricultura bombicola, > Herbicida
Candida kuoi y penetracion. al. 2014
Emulsificante.
Dispersante para
. Starmerella . derrames de Freitas et
Ambiental bombicola Dispersante hidrocarburos en al. 2016
el mar
Componente
Biomédica Starm_erella Antimicrobiana | antimicrobiano en Lydon et al.
bombicola 2017
cremas para
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prevenir
infecciones
durante la
cicatrizacion de
heridas
Enjuague bucal,
- Starmerella I , en conjunto con | Farias et al.
Cosmética ; Antimicrobiana . .
bombicola quitosano y aceite 2019
esencial de menta

Reductor de la

tension Recuperacion ,
- Starmerella . : . Elshafie et
Petroquimica . interfacial y mejorada del
bombicola o . al. 2015
superficial. petroleo

Emulsificante.

2.4.  Produccién de soforolipidos con Starmerella bombicola en cultivo en
medio solido y medio liquido

La mayoria de las publicaciones que describen la produccion de soforolipidos por
Starmerella bombicola se basan en sistemas liquidos y abordan temas como la
optimizacion del medio de cultivo, el uso de desperdicios agroindustriales como
sustratos o el uso de cepas de S. bombicola genéticamente modificadas. Los
estudios en sistemas solidos son relativamente recientes, apareciendo el primero
de ellos en el afio 2012, estos no son muy numerosos y se han enfocado
principalmente en la utilizacion de residuos agroindustriales como sustratos. La
Figura 2-12 resume el proceso de produccién de soforolipidos ya sea en CMS o
CML. En un primer paso se lleva a cabo el cultivo microbiano o fermentacion y
posteriormente se procede a recuperar los soforolipidos, separandolos del medio
de cultivo, después de lo cual se puede realizar algun proceso de purificacion para
obtener cierto grado de pureza en funcion de los requerimientos de la aplicacion

final.
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Control de variables de proceso
(temperatura, aireacion, humedad, etc.)

l

. Material Aislamiento Mezcla de Purificacion
Sustratos Cultivo fermentado : - Soforolipidos

primarioc .

. o (Cromatografia

Inéculo (Solido o liquido) Biomasa (Extraccion, _ preparativa,

Iixiviacion) cristalizacion, etc.)
Variables de estado Rendimiento (geroa. gsus")
([biomasa], [productos], [sustratos]) Productividad (gprea. L' b°T)

Soforolipidos

Cinéticas de crecimiento, produccién y consumo Purificados

Figura 2-12 Proceso de produccion de soforolipidos. Elaboracion propia.

Existen dos publicaciones en las que se realizé a la par el proceso en los dos tipos
de sistema, sin embargo, la comparacion no es el objetivo principal de estos trabajos
(Parekh et al., 2012; Rashad et al., 2014). En el primero el problema se centra en la
obtencién y uso de acidos grasos de la semilla del mango para usarse como sustrato
hidréfobo en la produccion de soforolipidos. Los autores obtuvieron un rendimiento
(g sustrato/g soforolipidos, g g*) de 0.17 en el caso de la fermentacién en fase
sélida, y 0.06 en el caso del cultivo en medio liquido. En el segundo, Rashad et al.
(2014) estudiaron la produccion de soforolipidos en medio sélido con Starmerella
bombicola, utilizando aceite de soya y torta comprimida de semillas de girasol como
fuentes lipidicas de carbono. Obtuvieron un rendimiento en el CMS de 0.22 g g* al
realizar la extraccion con acetato de etilo, sin embargo, también probaron un nuevo
método de extraccion en dos pasos, utilizando en una primera extraccion metanol y
en una segunda acetato de etilo, de esta manera obtuvieron un rendimiento de 0.49
g gt En el caso del CML con un medio de cultivo formulado con los mismos

sustratos, los autores reportaron un rendimiento de 0.21 g g*.

Entre los estudios realizados en sistemas liquidos se pueden encontrar
comparativos entre medios formulados con fuentes de carbono de alto costo
(medios sintéticos que contienen fuentes de carbono como glucosa y &cido oleico)
y de bajo costo (medios formulados con desechos agroindustriales como melaza,
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suero de leche y residuos de aceites vegetales). En estos se comparan las fuentes
baratas de carbono, frente a medios considerados estandar, de alto costo pero que
han probado tener los mejores rendimientos. Un ejemplo de ello es el trabajo
realizado por Daverey y Pakshirajan (2009), quienes realizaron un estudio en el que
utilizaron un medio de cultivo de bajo costo basado en melaza de cafa de azucar y
tres tipos de aceite vegetal (soya, girasol y oliva), ademas de un medio formulado
con glucosa, una fuente de carbono considerada de alto costo. Los experimentos
se llevaron a cabo en medio liquido en matraces Erlenmeyer, y con una duracion de
cinco dias. El rendimiento maximo entre los de bajo costo se obtuvo con melaza y
aceite de soya, siendo de 23.25 +1.07 g L1 (0.12 g g1), sin embargo, el rendimiento
maximo global fue de 29.37 + 1.11 g L* (0.14 g g%) y se obtuvo con el medio
formulado con glucosa y aceite de soya. El proceso lo desarrollaron por lote, y al
concluir sugieren gue la produccién de soforolipidos podria mejorar optimizando los

parametros del proceso y usando un cultivo tipo lote alimentado.

Al respecto de esta ultima conclusién, se puede citar como ejemplo de proceso de
lote alimentado, fed-batch, el trabajo publicado por Kim et al. (2009) quienes
utilizaron aceite de colza y glucosa, manteniendo a esta ultima en una concentracion
de 30 g L con adiciones periddicas; en el caso del aceite la tasa de alimentacion
fue controlada mediante un modelo que tomaba en cuenta el NaOH adicionado para
mantener el pH en 3.5. De esta forma lograron alcanzar una concentracion de 365

g L' de soforolipidos en 8 dias, es decir una productividad de 1.9 g LthL.

Otro ejemplo es el trabajo de Dolman et al. (2017) en donde, ademas de utilizar un
cultivo lote alimentado, se explora un arreglo que permite la separacion de los
soforolipidos por gravedad mediante una columna conectada al fermentador. La
residencia de la mezcla en la columna permite la separacion de dos fases, una rica
en soforolipidos y otra conformada por el medio y la biomasa, esto permite el
aislamiento del biosurfactante debido a la diferencia de densidades de este con el
resto de los componentes, separandolos y recirculando estos ultimos al biorreactor.
En los diferentes experimentos la alimentacion del sustrato (aceite de colza y

glucosa) se controlé en su composicion para ajustar la densidad del medio y permitir
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la separacion de los soforolipidos en la parte superior o inferior de la columna. Un
punto importante es que mediante la separacion integrada de los soforolipidos se
logré extender la fermentacion hasta las 1023 h, un lapso aproximadamente cinco
veces mayor a los que se logran en procesos en lote, lo que permitié la recuperaciéon
de 623 g de soforolipidos de un volumen inicial de un litro. La productividad de esta

fermentacion extendida fue de 0.61 g L*h%, y el rendimiento de 0.47 gg.

En cuanto a los sistemas de CMS se puede mencionar el trabajo publicado por
Jiménez-Pefnalver et al. (2018) quienes estudiaron la produccion de soforolipidos
usando acido estearico (C18:0) como fuente de carbono hidrofébica. Ellos sefialan
gue este compuesto es una fuente de carbono de bajo costo, pero dificil de trabajar
en sistemas liquidos debido a su alta temperatura de fusién. El rendimiento maximo
gue obtuvieron fue de 0.211 g soforolipido g* sustrato. En la Tabla 2.2 se resumen
algunos de los estudios dedicados a la produccién de soforolipidos con Starmerella

bombicola en medio liquido y sdlido.

Tabla 2.2 Resumen de estudios de produccion de soforolipidos con Starmerella bombicola en medio liquido y sélido.

o Lote Glucosa, aceite (Dolman et
Liquida alimentado de colza 047 0.61 al. 2017)
Bagazo de
sorgo, rastrojo
Liquida Lote de maiz, aceite | 0.56 0.12 (Samad et
) al. 2017)
residual de
cocina
Glucosa,
Liquida Lote petréleo, aceite | 0.13 0.22 (Z%T;;I etal
de palma
Glucosa, melaza (Daverey y
- de cafa, aceite e
Liquida Lote de soya. de olivo 0.14 0.24 ;glgghlrajan
y girasol )
Suero (Daverey y
Liquida Lote desprotelplgado, 0.17 0.17 Pakshirajan
glucosa, acido 2010)
oleico
- Glucosa, acidos (Parekh et
Liquida Lote grasos de 0.06 al. 2012)
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semilla de

mango
Glucosa, acidos
- grasos de (Parekh et
Solida Lote semilla de 0.17 al. 2012)
mango
Melaza de
remolacha, (Jiménez-
Solida Lote residuos de la 0.24 0.04 Pefalver et
refinacion de al. 2016)
aceite vegetal
Melaza de (Jiménez-
Sdlida Lote remolacha, 0.21 0.58 Pefalver et
acido estearico al. 2018)
Glucosa, &cido
. oleico, polvo de (Parekhy
Solida Lote soya, polvo de 0.18 Pandit 2012)

cacahuate
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3. Justificacion

Debido al dafio ambiental producido por el ser humano, causado por el uso y
generacion de sustancias contaminantes y el consumo de recursos no renovables,
ha crecido el interés por utilizar sustancias y procesos menos dafiinos al ambiente
gue puedan sustituir a los productos sintéticos. Los surfactantes han sido
relacionados con afectaciones ambientales (Lechuga et al. 2016), por lo que la
investigacién en torno a la obtencion y uso de biosurfactantes de origen microbiano

se ha intensificado en afios recientes (Naughton et al. 2019).

Los soforolipidos se han posicionado como los biosurfactantes con mayor potencial
para su uso a gran escala, ya que son producidos en cantidades importantes por
organismos no patégenos al ser humano (Van Bogaert et al. 2011) entre los que
destaca Starmerella bombicola, una levadura que presenta una alta productividad y
en CML alcanza concentraciones de soforolipidos superiores a 300 g L. Se ha
propuesto el uso de soforolipidos en aplicaciones que incluyen la recuperaciéon
mejorada del petrdleo (Elshafie et al. 2015), como emulsificante cosmético (Farias
et al. 2019), antimicrobiano de uso tépico (Lydon et al. 2017), adyuvante para
herbicidas (Vaughn et al. 2014), dispersante de derrames de petréleo en el mar
(Freitas et al. 2016), aditivo para detergentes (Joshi-Navare et al. 2013) e incluso
se ha demostrado su actividad anticancerosa (Li et al. 2017; Ribeiro et al. 2015). Sin
embargo, el costo de produccion es un obstaculo que ha frenado su produccién
industrial (Singh et al. 2018). Para superar este obstaculo es preciso, entre otras
cosas, optimizar el cultivo, los procesos de recuperacion y utilizar materia prima
accesible de bajo costo. Uno de los puntos que es prometedor para lograrlo es la
eleccion del sistema de cultivo, ya sea este en medio sdlido o liquido. Debido a que
ambos sistemas tienen ventajas y desventajas inherentes a su naturaleza, mismas
gue tienen impacto en la economia y practicidad del proceso, es necesario realizar
un estudio que permita obtener datos cuantitativos que demuestren el impacto de
estos factores en los resultados, tomando en cuenta variables clave como la

productividad y el rendimiento. Una primera aproximacion es el estudio a nivel

23



laboratorio, que puede ofrecer informacion relevante para poder llevar a cabo un

futuro escalamiento a nivel piloto e industrial.
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4. Hipotesis

Existen diferencias significativas en las condiciones en que se llevan a cabo el CMS
y CML en la produccién de soforolipidos con S. bombicola, lo que tendra impacto
en la seleccion del sistema al comparar rendimientos, productividades, cinéticas y

composicion del producto y el proceso de recuperacion.

25



5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Comparar el cultivo en medio sdlido con el cultivo en medio liquido de la levadura
Starmerella bombicola ATCC 22214 para la obtencién de soforolipidos y determinar

las diferencias en rendimientos, cinética y composicion del producto.

5.2. Objetivos particulares

1. Cultivar Starmerella bombicola en medio sélido, caracterizar la cinética y

determinar la productividad y rendimiento de soforolipidos.

2. Cultivar Starmerella bombicola en medio liquido, caracterizar la cinética, y

determinar la productividad y rendimiento de soforolipidos.

3. Caracterizar los productos de la fermentacion y evaluar su desempefio como

biosurfactantes.

4. Purificar uno de los productos mayoritarios del CMS y elucidar su estructura

molecular mediante analisis espectroscopico por RMN, FTIR y MS.

26



6. Materiales y métodos

En este apartado se describen los materiales y métodos empleados en este trabajo.
Los resultados de cada uno de los pasos experimentales se describen y discuten
mas adelante en el capitulo correspondiente.

6.1. Microorganismo

Se utilizé la cepa de Starmerella bombicola ATCC 22214 de la American Type

Culture Collection.

6.2. Conservacién de la cepa

6.2.1. A corto plazo
La cepa se conservo sembrada en estrias en tubos inclinados con agar nutritivo

(YPD) (g/L: glucosa, 20; peptona de carne, 20; extracto de levadura, 10; agar, 15.
Los tubos fueron incubados por 48 horas y posteriormente conservados a 4°C por

un periodo maximo de dos semanas.

6.2.2. A mediano plazo
A largo plazo la cepa se conservo en viales con medio nutritivo (YPD) y glicerol

como crioprotector a -20°C.

6.3.  Medios de cultivo

6.3.1. Medio para la produccion de indculo

Se utiliz6 un medio YPD (g/L: extracto de levadura, 10; peptona de carne 20;
dextrosa; 20) preparado con insumos de la marca MCD LAB, Bioxon y J.T. Baker

respectivamente.
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El inéculo se preparé tomando una azada del tubo inclinado e inoculando con ella 5
mL del medio YPD, el cual se dejé en incubacion por 24 horas. Posteriormente el
contenido del tubo se us6 para inocular un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50

mL del mismo medio, el cual se incubé por 24 horas mas.

6.3.2. Medio para cultivo sdlido

Se utilizé con la siguiente composicion (g/L): aceite de cartamo (Oléico®), 150; y
glucosa (J.T. Baker), 150; MgSO4, 0.5; (NH4)2S04, 2; KH2PO4, 1.2; K2HPO4, 2.8;
FeS0a4, 0.05; MnSO4, 0.05; CuSO4, 0.05; y acido citrico, 1.5; todo de la marca J.T.
Baker. La solucién con las sales fue ajustada a un pH de 6.5 utilizando una solucién
de KOH 0.5 M. La glucosa, el aceite y la solucion de sales se esterilizaron por

separado en una autoclave a 121°C por 20 minutos.

El soporte, aserrin de pino o agrolita, fue lavado con agua desionizada a 60 - 70°C,
después con agua fria, y posteriormente fue secado hasta alcanzar una humedad

<5%, seqguido de la esterilizacion en autoclave a 121°C por 40 minutos.

El medio, asi como el inéculo del punto 6.3.1., se incorporaron al soporte

previamente esterilizado para ser luego homogeneizado dentro de una bolsa estéril.

6.3.3. Medio para cultivo liquido

Se formulé un medio de cultivo basado en el anteriormente descrito para el CMS.
El medio se compone por (g L?): aceite de cartamo, 100; glucosa, 100; MgSOs, 0.5;
(NH4)2S0a4, 2; KH2PO4, 1.2; K2HPO4, 2.8; FeS04, 0.05; MnSO4, 0.05; CuSO4, 0.05;
y acido citrico, 1.5. La solucién de sales fue ajustada a un pH de 6.5 utilizando KOH
0.5 M.

La glucosa, el aceite y la solucién de sales se esterilizaron por separado en una

autoclave a 121°C por 20 minutos.
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6.4. Produccion de soforolipidos en CMS

El proceso se llevd a cabo en dos tipos de biorreactores a escala laboratorio: a)
frascos de vidrio de un litro de capacidad, con tapas adaptadas con dos orificios
para la conexion de las lineas de entrada y salida de gases y b) en columnas de

vidrio de 17 x 5 cm (aproximadamente 334 mL). Los sistemas se muestran en la
Figura 6-1.

E 44— Salida de gases. a metabolimetro ﬁ

NN r ‘]
8 ( )
‘}*‘
lﬁé Material en f i %‘& Yol
— Material en fermentacion N -
W:‘ R ;,‘;1*, \
s W T
A ’?§‘~L R\
]
4—— Entrada de aire filtrado ——— J'_‘_r_$ i
MM }S
4—— Agua .". L .

Figura 6-1 Sistemas utilizados para el CMS

En todos los casos, el soporte impregnado con el medio de cultivo e inoculado, como
se explica en el punto anterior, se introdujo en los biorreactores sin oprimirlo y en
cantidades iguales para cada caso (columnas o frascos). Posteriormente se
incubaron a 30°C y fueron conectados a las lineas de entrada y salida de gases. El
aire de entrada para cada unidad experimental se filtr6 (Pall 2 um), y cada salida
hacia el metabolimetro se conect6 a una columna rellena de silica gel para eliminar
la humedad antes de llegar al equipo.

Se utiliz6 un metabolimetro descrito en la patente 336733 desarrollada por
Saucedo-Castafieda, et al. (2013). Este equipo registré mediciones de CO2zy Oz del

gas de salida y entrada en intervalos de 40 minutos para cada unidad experimental.
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6.5. Produccion de soforolipidos en CML

El CML se llevé a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con bafles y con tapones
de algodon y gasa, mismos que fueron hechos cuidando que tuvieran el mismo peso
+0.1 g. El volumen de llenado final se fij6 en 55 mL. Se utilizé una agitacion orbital
de 180 rpm.

El medio de cultivo fue preparado como se indica en el punto 6.3.3. y se adicion6
un 10% v/v del inéculo mencionado en el punto 6.3.1., posteriormente se incubo a

30°C. El proceso se llevo a cabo por 10 dias.

6.6. Recuperacion de los soforolipidos a nivel laboratorio

La recuperacion de la mezcla cruda de soforolipidos se realiz6 mediante
extracciones con acetato de etilo, el cual posteriormente fue removido usando un
evaporador rotatorio (Rotavapor Bichi, modelo R-100), y finalmente se lavd con
hexano, el cual fue descartado.

En el caso del CMS el material fermentado fue secado con ayuda de una estufa y
la recuperacion se llevd a cabo una extraccién sélido-liquido en tres etapas
utilizando una proporcién masa volumen de 1:5, es decir por cada 20 gramos de
material fermentado seco inicial (humedad <5%) se utilizaron 100 mL de solvente.
En la primera etapa el material fermentado se colocé en un matraz Erlenmeyer de
500 mL, se adicioné el solvente, se tap6 y se coloco en agitacion orbital a 200 rpm
por una hora a temperatura ambiente. Una vez finalizada la agitacion, el solvente
fue recuperado y se reemplaz6 con mas solvente fresco, reiniciandose el proceso
de agitacion por una hora mas. La tercera etapa se llevo a cabo de la misma manera.
El disolvente recuperado de las tres etapas sucesivas de extraccion fue combinado
y filtrado usando papel filtro Whatman grado 2. El filtrado se coloc6 en un matraz
bola y se acoplé al Rotavapor, con un bafio de temperatura a 60°C y aplicando vacio

(gradualmente hasta llegar a los 280 mbar), hasta conseguir remover el acetato de
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etilo. Posteriormente se llevo peso constante a 60°C y se registré su masa (en una
balanza analitica con sensibilidad de 0.1 mg). El producto fue una pasta muy viscosa
color ambar que se lavé dentro del mismo matraz con hexano para eliminar el aceite

residual el cual fue desechado. Finalmente, el producto se llevo a peso constante.

En el caso del CML, la recuperacion se realiz6 mediante una extraccién liquido-
liqguido. La proporcion de medio de cultivo fermentado-acetato de etilo utilizada fue
de 1:5 (v/v), homologando asi la extraccién del CMS. Se realizaron tres extracciones
consecutivas utilizando para cada una de ellas un embudo de separacion de 500
mililitros en donde se colocaron ambos liquidos, el medio de cultivo proveniente de
la fermentacién fue colocado sin tratamiento previo. En seguida se procedio a agitar
manualmente por tres minutos, después de lo cual se colocé en un soporte para
permitir la separacion de fases. La fase organica fue recuperada y la fase acuosa
se someti6 a dos extracciones mas. Las fases organicas recuperadas de las tres
etapas de extraccion fueron combinadas, se mezclaron con 1 g de Na>SO4 anhidro
por cada 100 mL y posteriormente se filtraron utilizando papel filtro Whatman grado
2. La remocion del acetato de etilo con ayuda del Rotavapor se realizé de la misma

manera que para el CMS.

6.7. Cuantificacion de biomasa

La biomasa se recuper6 y cuantificé Unicamente en el caso del estudio del in6culo
y del CML para la produccién de soforolipidos, a partir de la fase acuosa separada
del punto 6.6. En el caso del indculo, se tomaron muestras de un mililitro de medio
de cultivo cada hora por 24 horas, estas muestras fueron centrifugadas a 1500 rpm,
y el pellet de células fue resuspendido con agua destilada para ser nuevamente
centrifugado. El contenido de biomasa se cuantificoO gravimétricamente con el peso
seco y los resultados fueron expresados como g L de medio de cultivo. Una
segunda forma de cuantificacion fue realizada por conteo de UFC, al tomar un
mililitro de medio de cultivo cada hora por 24 horas y realizando diluciones

consecutivas de 1:10. Se utilizaron las diluciones quinta y sexta. Finalmente, el
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contenido celular también fue evaluado realizando mediciones de turbidez en un
espectrofotometro Perkin Elmer. Lambda 24 a 600 nm, de una disolucion 1:10 de

una muestra tomada del medio de cultivo cada hora por 24 horas

La cuantificacion de biomasa del CML la fase acuosa del punto 6.6 fue centrifugada
a 3000 rpm en una centrifuga Beckman Coulter modelo Allegra X-12R, el
sobrenadante fue reservado para la medicion de glucosa y el pellet fue
resuspendido en agua destilada y centrifugado nuevamente, se eliminé el segundo
sobrenadante y el pellet fue llevado a peso constante a 60 °C. Los resultados de la
cuantificacion de la biomasa se reportaron como g de biomasa/l de medio de cultivo.
En el caso del CMS no se cuantificd la biomasa, en lugar de ello se monitoreé la

produccion de COz, la cual puede ser relacionada con el crecimiento celular.

6.8. Purificacién de los soforolipidos

La purificacion de las diferentes especies de soforolipidos a partir de la mezcla
cruda, obtenida segun el punto 6.6., se llevd a cabo utilizando cromatografia
preparativa. Se utilizé una columna preparativa de vidrio de 30 cm de longitud y 2
cm de diametro, empacada con silica gel 60 A, 2-25 um de tamario de poro, marca
Sigma-Aldrich previamente suspendida en cloroformo.

Se diluyeron 1.5 gramos de la mezcla cruda de soforolipidos en cloroformo, y esta
solucién se introdujo en la columna una vez empacada. Para la elucion se utilizaron
soluciones de cloroformo y metanol 95:5, 90:10, 85:15 y 80:20 (% v/v). Se
recolectaron las fracciones y la separacion se confirmo mediante cromatografia en

capa fina, como se sefiala en el punto 6.9.8.

Adicional a la purificacion con cromatografia preparativa, se realiz6 una
recristalizacion de los soforolipidos obtenidos de esta. Para este fin, el polvo
blanquecino resultante se diluyé en metanol grado HPLC y se introdujo en un
congelador a -5°C. El resultado fueron cristales blancos y una solucion madre

ligeramente amarilla de la que fueron separados.
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6.9. Métodos analiticos

6.9.1. Cuantificacion de soforolipidos y lipidos residuales

Se cuantific6 como producto el total del material resultante de la extraccion descrita
en el punto 6.6., para ello se utilizé el método gravimétrico descrito a continuacion.
El material resultante de la eliminacion parcial del acetato de etilo se coloc6 en un
matraz bola de 50 mililitros cuyo peso habia sido previamente registrado,
posteriormente se elimind el restd del acetato usando nuevamente el rotavapor.
Enseguida se realiz6 el lavado con 30 mililitros de hexano, el cual fue descartado y
finalmente el matraz con el producto se llevd nuevamente a peso constante. La
masa final se consider6 como soforolipidos recuperados y la diferencia entre esta

masa y la anterior fue registrada como lipidos residuales.

6.9.2. Cuantificacién de glucosa

En el caso del CMS, la glucosa se cuantifico realizando una extraccion solido-liquido
del material fermentado y seco (humedad <5%) utilizando agua destilada en una
proporcion 1:50 m/v, seguido del uso de un kit Glucose-LQ GOD POD (Spinreact)
de determinacion cuantitativa de glucosa con el cual es posible determinar la
concentracion a través de la colorimetria, para este fin se utilizd un
espectrofotometro UV-VIS. El proceso se describe a continuacion. En un matraz
Erlenmeyer de 125 mL se coloc6 una muestra de material seco de 0.5 gy 25 mL de
agua destilada, a continuacion, se tap6 el matraz y se colocé en agitacion orbital a
150 rpm por 30 minutos a 30°C. Posteriormente el liquido fue recuperado y filtrado
con papel Whatman grado 2. Se tomaron alicuotas de 10 yL de cada muestra y se
adicionaron en un mL de la solucion reactiva, tal como indica el manual de uso del
kit, en el caso de las muestras mas concentradas se realiz6 una dilucién 1:5 para
gue la concentracion medida se encontrara dentro de la curva de calibracion. Para

la medicion se utilizdé un espectréometro UV-VIS Lambda 24 (Perkin Elmer). Para el
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caso de la cuantificacion en el CML se tomd una alicuota del extracto acuoso
después de la extraccion con acetato de etilo y se diluy6é con agua destilada en una
proporcién 1:200, llevdndose a cabo entonces el mismo procedimiento antes
descrito con el kit Glucose-LQ GOD POD (Spinreact).

6.9.3. Medicion de pH en los cultivos

El potencial de hidrégeno fue determinado utilizando un potenciometro marca
Metrohm modelo 827, tomando mediciones a 25°C. Para el caso de la medicion del
pH en las muestras del CMS se realizaron extracciones al material fermentado
hamedo utilizando agua destilada en una proporcién 1:5 w/v, la extraccion se llevo
a cabo con agitacion, 250 rpm, por 30 minutos a temperatura ambiente, después la

solucion fue filtrada para después determinar el pH.

6.9.4. Monitoreo de la produccién de CO; y consumo de O3

La concentracion de CO2 y Oz en la corriente gaseosa de entrada y salida de los
biorreactores fueron registradas utilizando un metabolimetro descrito en la patente
336733 (Saucedo-Castafeda et al., 2013). La medicion de los gases de salida se
utilizé para monitorear la actividad metabdlica, misma que puede relacionarse con
el crecimiento microbiano. Se obtuvieron 140 mediciones en el lapso entre el inicio
y el fin del CMS.

6.9.5. Resonancia magnética nuclear

Se utilizé un espectrometro Bruker Avance Ill de 500 MHz a 20°C. La muestra se
disolvié en CDCIlz y se adquirieron los espectros de 'H, 13C, COSY, HSQC y HMBC.
Adicionalmente se obtuvo un espectro de 'H con CDCIls + D2O agregando unas

gotas de D20 a la primera disolucién. Se usé TMS como referencia. Los espectros
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fueron procesados con el software TopSpin 3.6.2 de Bruker. Los angulos diedros
entre los nucleos fueron obtenidos con el software MestReJ de Mestrelab usando
las constantes de acoplamiento. El desplazamiento quimico (&) se expresa en ppm

y la constante de acoplamiento (J) en Hz.

6.9.6. Espectrometria de masas

Se utiliz6 un espectrometro Micro-TOF 1l (Bruker) con la técnica ESI-TOF
(lonizacidn por electrospray — Tiempo de vuelo) en modo de ionizacion positiva. La
muestra, previamente purificada, fue diluida en metanol e inyectada directamente.
Las sefales reportadas son las de mayor intensidad relativa y se identifican por su

relacion masa/carga (m/z).

6.9.7. Andlisis infrarrojo FTIR

Los espectros de infrarrojo fueron adquiridos con un espectrometro de infrarrojo de
transformada de Fourier Tracer-100 (Shimadzu), mediante la técnica de reflexion
total atenuada (ATR). Los datos obtenidos son procesados utilizando el software
LabSolutions IR y estan expresados en transmitancia (%) contra nimero de onda

(cm?). Las bandas se reportan en maxima absorbancia/nimero de onda (Vmax/cm-

1,

6.9.8. Humedad

Las determinaciones de humedad se realizaron gravimétricamente con dos
métodos: llevando a peso constante las muestras en una estufa a 60 °C y
posteriormente pesando en una balanza analitica. El segundo utilizando una
termobalanza Ohaus MB45. Para el primer caso se determind el peso constante

después de registrar el valor en al menos dos ocasiones siendo el resultado
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definitivo aquel que no varié en méas de 5 g después de dos horas de calentamiento

en estufa y posterior enfriamiento en desecador.

6.9.9. HPLC

Se utiliz6 HPLC para la comparacion y caracterizacion de los productos de
fermentacion en CMS y CML, crudos y semipurificados. Se utilizé un equipo marca
Shimadzu modelo Prominence, acoplado a un detectore de arreglo de diodos (SPD-
M20A) y un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD-LTII). La columna
cromatografica de fase reversa utilizada fue una Kromasil, C18, 250 x 4.6 mm, 5
um, 100 A. La temperatura del horno se fijé a 40°C durante todo el andlisis. La fase
moévile utilizada fue MeOH 100%. Se usoé un flujo isocratico. El detector ELSD se
configuré a una ganancia de 6 y a una temperatura de 40°C.

6.9.10.Cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas de 5 cm de largo con silica gel 60 marca Sigma Aldrich, con
indicador fluorescente. Para la elucion se utiliz6 una fase maovil conformada por
cloroformo, metanol y agua (65:15:2 Vol.), como lo reportan Cooper y Paddock
(1984) y Asmer et al. (1988). El revelado se realiz6 con p-anisaldehido (solucién
preparada con 5 mL de p-anisaldehido, 5 mL de H2SO4 concentrado, 90 mL de

etanol 96% y un mililitro de &cido acético glacial), luz UV y yodo.

6.9.11.Tension superficial

Se utilizé un tensiometro Dataphysics modelo DCAT 11 equipado con un anillo de
Du Noty. En un matraz aforado se prepar6 una solucion acuosa de 0.5 g/L de cada
muestra y a partir de esta se prepararon las soluciones de menor concentracion.

Las mediciones se realizaron a 20°C. Cada determinacion se realizé por triplicado.
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6.9.12.Analisis termogravimétrico

Se utilizé un analizador termogravimétrico de TA Instruments modelo Q50. Se
coloco en la charola la cantidad de 10 mg de muestra. El método consistio en una
rampa de temperatura de 20°C/min de 30 a 1000°C.

6.10. Analisis estadistico
Se trabaj6 con triplicados para cada determinacién. En el caso de la comparacién

entre dos medias se utilizd la prueba de t-Student para determinar deferencias

significativas, considerando un p < 0.05.

6.10.1. Ajuste de modelos matematicos a las cinéticas de crecimiento,
produccion y consumo

El crecimiento microbiano (CML) y la produccion acumulada de CO2 (CMS) fueron

ajustados al modelo logistico:

ax X
= WmaxX (1 - X >

dt max

Para el caso del ajuste de la produccion de soforolipidos se utilizé un modelo (Soto-

Cruz et al., 2002) derivado de la ecuacion de Luedeking-Piret y la ecuacion 1:

Xz Xpan — X
P(X)=P0+a(X—X0)+ﬁ maan( max 0)

max X max — X

Por otra parte, el consumo de sustratos se ajusté al modelo (Soto-Cruz et al., 2002)
derivado de la ecuacion de Pirt para el consumo de lactato y la ecuacion 1:

(Xméx - XO)

1 mX,,;
LOO = Lo — 57— (X = Xo) + " o (22—
max

X/L Hmax

Para llevar a cabo los ajustes se utilizo el software IBM SPSS ® Statics 25 y Excel
®.
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7. Resultados

En este capitulo se exponen los resultados de los cultivos S. bombicola en medio
liquido y sodlido a escala laboratorio. Cabe sefialar que para el presente trabajo se
tomaron como base algunos resultados obtenidos con el proyecto CONACyYT PEI-
PROINNOVA 250609, en donde colaboraron la Universidad Autonoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa, la empresa Polioles y la Universidad
Iberoamericana, en el marco del Programa de estimulos a la innovacion de
CONACYyT. Tal es el caso de las condiciones optimizadas del CMS a partir de las
cuales se prepararon los experimentos para la produccion del biosurfactante en
medio sélido, y que sirvieron como base para el disefio de los experimentos del
CML. A continuacién, se muestran los resultados de los experimentos realizados en

ambos sistemas.

7.1. Estudio del cultivo de Starmerella bombicola para la produccion de
inéculo

En una primera etapa se realiz6é un estudio del desarrollo de la cepa en el medio de
cultivo utilizado para generar el inéculo, con el fin de determinar el momento de
iniciar el proceso de fermentacion, para ello se utilizé un medio de cultivo compuesto
por, g/l. extracto de levadura 10, peptona de carne 20 y glucosa 20. Este medio
contiene una alta concentracion de nitrégeno, lo cual favorece a que el in6culo tenga
una gran densidad celular, un factor fundamental para el proceso, ya que durante el
cultivo para la produccion de soforolipidos el medio estara restringido en nitrégeno
para limitar el crecimiento celular y de esta manera conducir rapidamente a
metabolismo secundario, esto sera ideal para obtener buenos rendimientos de
soforolipidos, al ser estos metabolitos secundarios que se producen
mayoritariamente al concluir la fase exponencial de crecimiento. En conclusion, el
estudio cinético del crecimiento celular en el medio YPD es util para establecer el

momento en el que la densidad celular es mayor y la levadura se encuentra ain en
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crecimiento. La Figura 7-1, qgue muestra el crecimiento de S. bombicola con respecto
al tiempo, utilizando para ello mediciones de peso seco, densidad 6ptica a 600 nm
y UFC/mL.
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Figura 7-1 Cinética de crecimiento de S. bombicola en medio YPD. (o) log (UFC/ml), (e) Peso seco g/l, (x) Densidad dptica
a 600 nm.

A partir de los resultados se puede afirmar que la fase de crecimiento concluye entre
las 20 y 24 horas. Esta informacion es de utilidad para la generacion de inoGculos
con la méaxima densidad de células viables posible. A partir de estos resultados la
edad del in6culo utilizado para el CMS y el CML se fij6é en 24 horas.

7.2.  Cultivo en medio sélido (CMS)

Para llevar a cabo el CMS se eligio al aserrin como soporte y como medio de cultivo
una formulacion previamente optimizada por un grupo de trabajo asignado al
proyecto CONACyYT PEI-PROINNOVA antes mencionado. Inicialmente, para la
seleccion del soporte se tomaron en cuenta dos opciones, agrolitay aserrin. Se llevo

a cabo un experimento para comparar la produccion del biosurfactante en CMS en
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ambos sistemas de lo cual se concluy6é que la produccion del soforolipido en el
aserrin es significativamente mayor, logrando un rendimiento Yp;s de 0.220 + 0.016
(gramos de producto/gramos de sustrato, gp gs*) en comparacion con el obtenido con
agrolita de 0.122 + 0.006 g, gs™.

CMS CMS
Rendimientos
Agrolita Aserrin
gsoforoll’pidos 0.122 +
0.006 0.220 + 0.016

gsustratos

Tabla 7.1 Rendimiento en el CMS utilizando aserrin y agrolita

Ademas de ofrecer mayores rendimientos, el aserrin posee una gran resistencia
mecanica, lo que puede facilitar, el posterior escalamiento del proceso permitiendo
la agitaciéon del sistema sin modificar el tamafio de las particulas. Otro punto a su
favor es la gran retencion de humedad que evita escurrimientos y favorece la
homogeneidad del medio, finalmente, es importante sefalar que se trata de un

residuo de la industria maderera que de esta forma puede ser valorizado.

Con el fin de comparar los productos obtenidos en el CMS con agrolita y aserrin, se
obtuvieron los espectros de infrarrojo (FTIR/ATR) de ambos extractos, mismos que
corresponden a la Figura 7-2. Se observa que los espectros son practicamente
idénticos incluso en la zona de la “huella dactilar” (<1400 cm?). De esta evidencia
se concluye que el producto obtenido por ambos sistemas tiene un alto grado de
similitud a pesar de la diferencia en el soporte. En ambos espectros se aprecia la
banda ancha caracteristica de tension O-H en hidroxilos, con un méximo en 3360
cml; inmediatamente a la derecha aparece una pequefia banda en 3005 cm™, que
corresponde a la tensién carbono-hidrégeno en C=C-H, evidenciando la presencia
de insaturaciones; la banda en 1739 cm™ es generada por la tensién C=0 en
carbonilos, en este caso se encuentra en una posicion que corresponde a ésteres
(O-C=0); enseguida, la banda en 1651 cm podria indicar tensién entre carbonos
sp2 C=C, finalmente, las bandas en 1076 y 1036 cm™ son caracteristicas de

estiramientos C-O.
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Figura 7-2 Espectros de FTIR de los productos de fermentacion del CMS de S. bombicola en aserrin (rojo) y agrolita (azul)

Al ser el aserrin un material de origen vegetal se esperaria que pudiera contener
sustancias naturales extraibles con el acetato de etilo junto con el producto. Para
conocer la cantidad y caracteristicas del extracto de la madera se realizaron pruebas
de extraccion al aserrin con acetato de etilo después de ser lavado con agua,
hallando que este contiene cerca del 2% m/m de resina y demas especies extraibles
(1.99+ 0.05¢g por cada 100 g de aserrin). El proceso se realiz6 con tres extracciones
sucesivas con acetato de etilo en una relacién 1:5 m/v, el mismo proceso que se
realiza para la recuperacion de los soforolipidos. El porcentaje promedio de resina

retirada en cada extraccion se muestra en la Figura 7-3.

5.98

26.54

Figura 7-3 Resina recuperada (%) en cada extraccion con acetato de etilo.

Se obtuvo el espectro de infrarrojo (FTIR, ATR) de la resina extraida del aserrin,

Figura 7-4, el cual ofrece informacion relevante sobre sus caracteristicas quimicas.
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La banda mas intensa, en 1700 cm, corresponde al estiramiento C=0 de un
carbonilo, por su posicion puede tratarse de un acido carboxilico o una cetona (un
aldehido se descarta al no presentarse la banda caracteristica de la tension C-H
entre 2700-2800 cm?). Sin embargo, la absorciéon ancha que se traslapa con las
bandas de tension de metilos y metilenos, 2924 y 2854 cm, es decir en las
frecuencias comprendidas entre 2700 y 3500 cm! sugiere la presencia de tensién
O-H que podria corresponder a un acido carboxilico. Otra sefial de gran importancia
es la que aparece en 1639 cm? que, al tratarse del estiramiento C=C, indica la

presencia de insaturaciones.
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Figura 7-4 Espectro del extracto recuperado del aserrin, utilizando acetato de etilo como disolvente.

Es probable que el extracto del aserrin de pino, obtenido con acetato de etilo, sea
una mezcla de acidos resinicos, entre los cuales se encuentre el acido abiético, un
diterpeno presente en resina de coniferas. El espectro de FTIR/KBr del &cido
abiético obtenido de la literatura y su estructura molecularse presentan en la Figura
7-5. En el espectro, aparecen bandas intensas en 2927, 2860 y 1693 cm™, asi como
una banda ancha entre 2400 y 3600 cm™ que se traslapa con las dos primeras, esto

conincide con la descripcion anteriormente realizada al extracto del aserrin.
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Figura 7-5 Molécula y espectro de FTIR/KBr (absorbancia) del dcido abiético. Obtenido de
https.//spectrabase.com/spectrum/U80Q6NXqt. John Wiley & Sons.

Se ha estudiado el efecto de los compuestos presentes en la resina de las plantas
de la familia de las pinaceas, entre ellos el acido abiético, demostrandose su efecto
microbicida y fungistatico sobre algunos microorganismos (Feio et al. 1999) por este
motivo se realizd un experimento para comprobar el posible efecto de la resina del
aserrin usado como soporte, comparando el perfil de la respiracion en dos grupos:
aserrin lavado con agua y aserrin sometido a extraccién previa con acetato de etilo
y posteriormente lavado con agua. La extracciéon de la resina en el segundo grupo
se realizo de la misma forma en que se describe la extraccion de los soforolipidos;
posteriormente se dejé secar en una campana de extraccion y después al aire libre
cubierto por un pafio por tres dias para eliminar los residuos de acetato de etilo.
Finalmente, aserrin se lavé con agua caliente y después se colocé en una estufa a
50°C para secarlo hasta llegar a una humedad menor al 5% wt. A continuacion, se
muestran las graficas de la tasa de produccion de COq, Figura 7-6, y la produccion

total de COz, Figura 7-7, para los dos casos.

43



Tasa de produccién de CO, (mgCO, gms'1 h'1)
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Figura 7-6 Tasa de produccion de CO, del CMS de S. bombicola en aserrin con resina (negro) y sin resina (rojo)
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Figura 7-7 Produccion acumulada de CO2 del CMS de S. bombicola en aserrin con resina (negro) y sin resina (rojo)

La produccion total de CO2 en los cultivos con el aserrin con resina fue de 140.3 +
13.2 mgCO2 gms? (miligramos de CO2 sobre gramo de material base seca),

mientras que con el aserrin sin resina fue de 122.1 + 15.4 mgCO2 gms™, aunque el
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promedio de este Ultimo es menor no son significativamente diferentes segun la
comparacion de medias (a = 0.05) por prueba t de dos muestras. Mediante la
comparacion de los perfiles de produccién de CO2 como herramienta para evaluar
el desarrollo de S. bombicola en ambas condiciones no se demostrd que la resina
tuviera algun efecto que causara la inhibicion en su crecimiento o una modificacion
en su metabolismo, por lo que los experimentos posteriores fueron realizados en

aserrin con resina.

Una vez definido el soporte se procedid a ejecutar un experimento para la
caracterizacion de la cinética de produccién de soforolipidos, consumo de sustratos
y crecimiento de S. bombicola en CMS. Se utilizaron columnas de vidrio como
biorreactores debido a que permiten la aplicacion de aireacion forzada, lo cual
favorece la disponibilidad de oxigeno en el sistema. El diametro pequefio de las
columnas (5 cm) reduce la acumulacion de calor metabdlico, factor de importancia
al considerar la baja conductividad térmica del soporte. Las columnas se muestran

en la Figura 7-8.

Figura 7-8 Columnas de vidrio de 17 x 5 cm (333.8 mL) utilizadas como biorreactores en CMS

Los resultados de las determinaciones cinéticas del CMS se muestran en la Figura
7-9, los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se observan la produccion
de soforolipidos, consumo de glucosa y consumo de aceite. Los resultados indican
gue la glucosa es la fuente de carbono mas utilizada en la primera etapa de

crecimiento, consumiéndose cerca del 95% en las primeras 72 horas. Por otra parte,
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el aceite se consume en la misma proporcion en que los soforolipidos son
generados, llegando a consumirse aproximadamente el 98% al llegar a las 240

horas.
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Figura 7-9 Cinéticas del CMS de S. bombicola. Se muestran las curvas de la produccion de soforolipidos (e), el consumo de
aceite (0), el consumo de glucosa (A) y la produccion acumulada de CO,

Los datos de la produccion total de CO2, mgCO2 gms™, fueron ajustados al modelo
logistico, ecuacion 8.1, obteniéndose un coeficiente de determinaciéon R? = 0.992.
Los coeficientes de la ecuacion (con un intervalo de confianza de 95%) fueron los
siguientes: Xmax = 152.7 + 2.0 g gms™?, Xo =13.3+ 1.0 ggms?ty p=0.030 + 0.001
ht.

dX
dt

X
= Umax X (1 - )

Xméx

Ecuacion 7-1 Modelo logistico
Posteriormente, la produccion de soforolipidos fue ajustada al modelo descrito por
Soto-Cruz et al. (2002), ecuaciéon 7-2, el cual esta basado en el modelo logistico de

crecimiento, ecuacion 7-1, y el modelo de Luedeking y Piret (1959) para la
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produccion de metabolitos, ecuacion 7-3. Este ultimo contiene dos parametros, a 'y
B, los cuales estan relacionados con la produccion asociada y la no asociada al
crecimiento, respectivamente. El modelo se ajustd sin la constante (Po) con un
coeficiente de correlaciéon R? = 0.983. Los parametros de la ecuaciéon obtenidos
fueron: a = 0.001 y B = 30.235.

Xmax  (Xmax — X
P =Pyt alX—Xo)+2 maan( T °)

HUmax Xméx -X

Ecuacion 7-2 Modelo de Soto-Cruz et al. (2002) ajustado a la produccion de soforolipidos por S. bombicola en CML.

Ecuacion 7-3 Modelo de Luedeking y Piret (1959)

El rendimiento obtenido en el CMS fue de 0.46 + 0.01 gp gs* a las 240 horas,
momento en el cual fue detenido el proceso. La produccion de soforolipidos
promedio fue de 0.198 + 0.006 g gms™. Finalmente, considerando un volumen de
reactor de 333.8 mL, la productividad fue de 0.089 + 0.003 g L*h,

Jiménez-Penalver (2017) sefiala que la eficiencia de la extraccion de los
soforolipidos en la lixiviacion del material sélido fermentado esta influenciada por la
presencia de lipidos residuales, siendo el proceso mas eficiente al existir una menor
cantidad de lipidos. La Figura 7-10 muestra el porcentaje extraido de soforolipidos
gue el autor obtuvo en distintos momentos de la fermentacién usando tres
extracciones consecutivas con acetato de etilo. Al avanzar el tiempo la cantidad de
lipidos disminuye debido al consumo de estos por el microorganismo, por lo que en
etapas avanzadas de la fermentacién la eficiencia en la extraccibn se ve

incrementada.
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Fraccion recuperada de soforolipidos
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Figura 7-10 Fraccion de soforolipidos recuperados en seis muestras a diferentes tiempos, cada una de las tres

extracciones aplicadas al material. Primera extraccion (negro), sequnda (gris) y tercera (blanco). Adaptado de Jiménez-
Pefalver (2017).

Para la optimizacion de la extraccion de la mezcla de los soforolipidos se debe tomar
en cuenta la cantidad de lipidos residuales. Segun los datos representados en la
Figura 7-9, los lipidos son practicamente consumidos a las 240 horas, momento en
el cual también se alcanza un maximo en la produccion de soforolipidos, por lo que
a partir de ese momento seria recomendable llevar a cabo la recuperacion de
soforolipidos.

En la Figura 7-11, se muestra la evolucion del pH del CMS. Un incremento
pronunciado en la acidez se observa en las primeras 24 horas del proceso, este
lapso corresponde a la etapa de crecimiento microbiano exponencial. Se observa

gue el pH se mantiene entre 3.2y 3.5.
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Figura 7-11 Evolucion del pH en el CMS de S. bombicola
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7.3.  Cultivo en medio liquido (CML)

En la Figura 7-12 se presentan los resultados del crecimiento microbiano,

produccion de soforolipidos, consumo de aceite y consumo de glucosa en CML.
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Figura 7-12 Cinética del CML de S. bombicola. Se muestra: el crecimiento microbiano (x), produccion de soforolipidos (e),
consumo de aceite (A )y consumo de glucosa (4)

El crecimiento celular de S. bombicola medido, mediante peso seco (g/L), fue
ajustado al modelo logistico, obteniéndose un coeficiente de correlacién r? = 0.994.
Los parametros de la ecuacién obtenidos (con un intervalo de confianza de 95%)
fueron los siguientes: Xmax = 10.64 + 0.35 g L%, Xo =0.79 £ 0.27 L'y p = 0.088 +
0.014 h?,

La produccion de soforolipidos fue ajustada al modelo descrito por Soto-Cruz et al.
(2002), ecuacion 7-2, el cual estad basado en el modelo logistico de crecimiento,

ecuacion 7-1, y el modelo de Luedeking y Piret (1959) para la produccion de
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metabolitos, ecuacién 7-3. Este ultimo contiene dos parametros, a y B, los cuales
estan relacionados, respectivamente, con la produccion asociada y la no asociada
al crecimiento. El modelo se ajust6 considerado Po=0 y se obtuvo un coeficiente de
correlacion R? = 0.968. Los parametros de la ecuacion obtenidos fueron (con un
intervalo de confianza de 95%): a = -0.649 £ 0.590y B = 421.967 £ 76.15.

Derivado de estos ajustes es posible deducir un punto importante. En el modelo
ajustado a la produccion de soforolipidos se observa la diferencia de magnitudes de
los coeficientes a y B, siendo el segundo 650 veces mas grande que el primero (|3
|/la | = 650.18). De esta forma se puede considerar que a, el coeficiente de
produccién asociada al crecimiento es despreciable frente a B, el coeficiente de
produccion no asociada al crecimiento. Gaden (1959) clasifica los procesos de
fermentacion tres grupos: |. Procesos en los que el producto principal aparece como
resultado del metabolismo energético primario, Il. Procesos en los que el producto
principal se genera indirectamente de reacciones del metabolismo energético y lll.
Procesos en los que el producto principal no se genera a partir del metabolismo
primario, sino que es elaborado de forma independiente por las células. La
extrapolacion de lo sefialado por Gaden al modelo de Luedeking y Piret seria: Tipo
La#0,B8=0;Tipoll:a#0,B#0;yTipo lll: a=0, B #0. Por lo que la produccion
de soforolipidos por Starmerella bombicola en CML estaria incluido en el tipo lll, es
decir una produccion no asociada al crecimiento. Esto concuerda con lo observado
por Davila et al. (1992) quienes sefalaron, a partir de sistemas de CML, que la

produccion de soforolipidos no estaba asociada al crecimiento.

Segun Gilmanov et al. (2002) la produccion de soforolipidos es altamente
dependiente de la disponibilidad de oxigeno y en el caso del cultivo en medio liquido,
derivado de la baja solubilidad de Oz en agua, facilmente se puede llegar a
concentraciones debajo del umbral necesario para obtener rendimientos altos del
biosurfactante si no se cuenta con una aireacion y/o agitacion adecuadas. Es
probable que esta situacion se presente al usar matraces, incluso aquellos que
cuenten con deflectores, tal como los bafleados, como biorreactores, sin embargo,

su utilizacion es justificada por la cantidad de unidades experimentales requeridas
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por el disefio experimental, asi como la indisponibilidad de sistemas mas eficientes
para el CML, ya que permiten tener muchas unidades experimentales sin una

inversiéon de recursos mayor.

A pesar del probable inconveniente de obtener bajas productividades por un nivel
suboptimo de oxigeno, es posible observar claramente el comportamiento de la
levadura en el CML. La produccién de los soforolipidos comienza a la par de la fase
estacionaria del crecimiento del microorganismo, como es caracteristico en la
apariciéon de metabolitos secundarios. La produccion del biosurfactante parece no
estar asociada con el crecimiento. Otro punto a destacar es el agotamiento de la
glucosa, que se observa préximo en el tiempo final, mientras que el aceite continda
presente en altas cantidades en el medio. Este hecho es comprensible, ya que el
consumo de este monosacarido generalmente esta favorecido por su pronta
incorporacion al metabolismo y la presencia de transportadores de glucosa en las
membranas de diversos microorganismos, sin embargo, es importante resaltarlo
para considerar la adicion de glucosa al medio en un tiempo estimado por el estudio
cinético en caso de que se deseé configurar un proceso tipo lote alimentado que
pudiera ser mas eficiente, tal como lo sefialan diversos autores tales como Dolman
et al. (2017) o Kim et al. (2009). Para optimizar el proceso, ademas de considerar la
adicién de la(s) fuente(s) de carbono hidrofilica(s) en diferentes etapas de la
fermentacion tipo lote alimentado, también debe considerarse la adicion de la(s)
fuente(s) de carbono hidrofobica(s) y la remocion de los soforolipidos ya que estos,
sefiala Dolman et al. (2017), inhiben la produccion al incrementar la viscosidad del

medio y disminuir considerablemente la oxigenacion.

La Figura 7-13 muestra la comparacion de los modelos de produccién de
soforolipidos, basados en este trabajo, en CMS y CML en un lapso de 192 horas.
Se puede observar que la produccion exponencial del biosurfactante inicié primero
en el CMS, dentro de las primeras 24 horas de fermentacion, y la produccion
continu6 hasta las ultimas horas con una tendencia asintética debido a la
desaceleracion que responde al agotamiento de las fuentes de carbono en el cultivo,

esto también se puede apreciar en la Figura 7-9. Por otra parte, la produccion en el
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CML se aprecia hasta las 48 horas. En la Figura 7-12, del CML, se puede observar
gue las fuentes de carbono no se habian agotado al finalizar el experimento, esta
diferencia entre los dos sistemas puede responder a la disponibilidad de oxigeno, el
cual es de suma importancia para el aprovechamiento de los sustratos para la
produccion de los soforolipidos. De esta manera la comparacion entre los dos tipos
de cultivo indica que con el CMS se obtienen rendimientos mas altos y un proceso

mas eficiente en las condiciones estudiadas.
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Figura 7-13 Comparacion de las cinéticas de produccion de soforolipidos ajustadas con el modelo de Soto-Cruz et al. (2002)
para CML (rojo) y CMS (azul). La linea sélida representa produccion de soforolipidos y la punteada biomasa en CML y
produccion de CO, en CMS.

Un comparativo con los resultados de rendimiento hallados en la literatura se
muestra en la Figura 7-14, los casos de CML fueron seleccionados con base en la
similitud de los sustratos utilizados con los de este trabajo (aceite vegetal con
glucosa). Los casos de CMS se seleccionaron al ser los que reportan claramente
los rendimientos y representan casi el total de publicaciones de CMS con S.
bombicola. Los rendimientos se calcularon como la relacién entre los gramos de
soforolipidos obtenidos con los gramos de sustratos utilizados (hidrofilico +

hidrofébico) al tiempo final. Al comparar los rendimientos de este trabajo, el CMS
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(0.465 gp gs!) destaca sobre el CML (0.239 gp gs!). Como ya se ha mencionado,
esto puede derivarse de un nivel de oxigeno suboptimo en el CML, aun cuando en
este caso se utilizaron matraces con agitacion orbital como biorreactores con 20%
de llenado. Al analizar los resultados de CML de la literatura, en la Figura 7-14, se
puede ver que los rendimientos son mayores que los obtenidos en el CML de este
trabajo, un ejemplo es el resultado de Zhou et al. (1992) quienes con un CML
obtuvieron el rendimiento mas alto reportado (0.683 gp gs?), Las condiciones de
proceso fueron muy diferentes al utilizar un biorreactor de 20 L (con un volumen de
trabajo de 15 L) y aireacioén (15 L min't), en donde se tuvo control de la oxigenacién
del medio, en ese caso la concentracién final de soforolipidos alcanzé los 140 g L-
1, uno de los valores mas altos reportados. Sin embargo, el rendimiento del CMS
reportado en este trabajo es comparable o superior al resto de los resultados del
CML de la literatura mostrados en la Figura 7-14, es importante mencionar que el
resultado de Cooper y Paddock (1984) de 0.344 gp gs2, el de Daverey y Pakshijaran
(2010) de 0.167 gp gs* y el de Maddikeri et al. (2015) de 0.463 gp gs?, fueron
obtenidos con cultivos en biorreactores agitados con aireacion, mientras que el de
Parekh et al. (2012), con un rendimiento de 0.300 gp gs?, se llevd a cabo en

matraces con agitacion orbital, similares a los usados en este trabajo.

El rendimiento del CMS de este trabajo es comparable al obtenido por Jiménez-
Pefalver et al. en 2016, en ese estudio los autores utilizaron residuos de la
extraccion del aceite de girasol y melaza como sustratos. Cabe sefialar que el
rendimiento maximo que reportan en la publicaciéon (0.424 gp gs?, calculado con
base en sus resultados reportados) se obtuvo al implementar agitacion intermitente

en el proceso.
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Figura 7-14 Comparativo de rendimiento de cultivos en medio sdlido (rojo) y medio liquido (azul) de la literatura y este
trabajo. Los asteriscos indican la duracion del proceso de cultivo: *240, **192, ***150 h, ****312 h.

Un punto relevante que es importante considerar es la comparacion de la
composicién de los productos de ambas fermentaciones (CMS y CML), mismos que
fueron obtenidos mediante la extraccion del material fermentado con acetato de
etilo. Estos extractos se analizaron mediante HPLC, fase reversa (metanol 100%,
columna Kromasil C18 250 x 4.6 mm) acoplado a un detector UV-Vis (PDA) y a un
detector ELSD. El objetivo de este andlisis fue comparar cualitativamente ambas
mezclas, al visualizar la presencia 0 ausencia e intensidad de picos
correspondientes a las diferentes especies que las componen. Los cromatogramas

obtenidos con el detector ELSD (Figura 7-15) muestran las especies que no son
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volatiles, entre las que se incluyen los diferentes tipos de soforolipidos, mientras
gue los obtenidos mediante el detector PDA (Figura 7-16) muestran las especies
gue absorben a la longitud de onda especificada (210 nm). En los cromatogramas
se sefiala como punto de referencia al soforolipido lactonico C18:1 diacetilado que
fue caracterizado en este trabajo; asi es posible sugerir las zonas donde se
encontrarian los soforolipidos de mayor o menor polaridad con respecto a este. La
polaridad en el caso de los soforolipidos se ve afectada por la presencia de
insaturaciones, la acetilacién en la soforosa y de manera muy importante por su

conformacion acidica o lacténica.

Los soforolipidos insaturados son ligeramente mas polares que los saturados, esto
es debido a que los electrones del enlace 1 son mas polarizables, contribuyendo a
la presencia de momentos dipolares instantaneos (Wade, 2004). La acetilacion
disminuye la polaridad ya que los grupos hidroxilo son més polares que los acetilos,
por lo que en fase reversa (fase estacionaria no polar + fase movil polar) los
soforolipidos no acetilados tendran menores tiempos de retencidbn que los
acetilados. Finalmente, la configuracion acidica es mas polar que la lactonica, ya
gue el acido carboxilico y un hidroxilo se condensan para formar el éster que es
notablemente menos polar, de manera que seran los acidicos los que tendran

menores tiempos de retencion en este sistema.

250000 SL lacténico C18:1 diacetilado
Detector ELSD
Zzs000 Mas polar 4 Menos polar
e + 8L lacténico C18:1 monoacetilado ||‘)| + Slslactonicos C18:0
+ SL lactonico C18:1 no acetilado | «+ Lipidos residuales

+ SLs lactonicos C18:2 acetilados y no acetilados
+ SLs acidicos acetilados y no acetilados
+ Residuos del medio de cultivo (p.ej. azucares)

Soforolipides de CMS
Soforolipidos de CML
Soforolipide purificado

Figura 7-15 Comparacion cromatogrdfica de los productos del CMS (rojo) [muestra]: 5 mg/mL, CML (negro) [muestra]: 5
mg/mL y el Soforolipido purificado y caracterizado en este trabajo (azul) [muestra]: 1.5 mg/mL. HPLC fase reversa, detector
ELSD (30°C, ganancia: 6). Se indica como punto de referencia el soforolipido lactonico C18:1 diacetilado que se caracterizo
en este trabajo.
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Figura 7-16 Comparacion cromatogrdfica de los productos del CMS (rojo) [muestra]: 5 mg/mL, CML (negro) [muestra]: 5
mg/mL y el Soforolipido purificado y caracterizado en este trabajo (azul) [muestra]: 1.5 mg/mL. HPLC fase reversa, detector
PDA (210 nm). Se indica como punto de referencia el soforolipido lactonico diacetilado que se caracterizo en este trabajo.

Tanto el producto del CMS como el del CML presentan un pico intenso en ELSD a
3.3 min (3.2 min PDA) correspondiente al soforolipido lactonico diacetilado C18:1,
siendo mas intensa en el CMS que en CML. Considerando que ambas mezclas
fueron analizadas en la misma concentracion es posible sugerir que esta especie
se encuentra en mayor concentracion en el CMS, siendo esta especie la mayoritaria
en la mezcla. El pico que aparece en ELSD a 2.35 minutos en el CML se encuentra
en mayor proporcion que en CMS, podria tratarse de un conjunto de especies de
soforolipidos &cidos, a juzgar por su bajo tiempo de retencién y por tanto su mayor
polaridad. El pico en 2.5 minutos en el CMS en el ELSD, también con un corto

tiempo de retencion, podria tratarse también de un grupo de soforolipidos acidos.

Es preciso mencionar los tres grandes picos que aparecen en el PDA en el caso del
CMS entre 2.5 y 2.9 minutos que no parecen estar presentes en el ELSD. Se
tratarian de compuestos que son volatiles y/o se encuentran en pequefias
concentracion y que por su estructura quimica su absorbancia es alta a 210 nm,
guizd compuestos con varias insaturaciones o dobles enlaces conjugados en los

qgue se den transiciones electronicas del tipo m — 1T*.

Siguiendo a la derecha, en el ELSD aparece en 3.15 minutos un pico que es comun
a los tres cromatogramas, este podria ser un soforolipido lacténico con mas de una
insaturacion (p.ej. C18:2) a juzgar por la intensidad de su pico en el PDA en 3.05

minutos. Siguiendo en tiempos de retencibn mas altos, podemos observar otra
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especie en comun en 3.55 minutos del ELSD, esta podria ser un soforolipido

saturado C18:0 a juzgar por su baja absorbancia en el PDA (3.45 minutos).

A tiempos de retencién mas altos se encuentran las especies menos polares. En el
caso del CMS se observan algunos picos en el ELSD entre 3.9 y 4.6 minutos. En
esta zona se podrian localizar residuos de la fuente de carbono lipidica (triglicéridos,
acidos grasos, etc.) o bien residuos del soporte, en este caso aserrin. Se observa

gue estas especies se encuentran en menores proporciones en el CML.

En conclusion, se puede observar un alto grado de similitud entre los productos del
CMS y CML, sobre todo al observar los cromatogramas de ELSD que nos muestran
las especies no volatiles. Sin embargo, existen algunas diferencias que vale la pena
mencionar, como la presencia de especies que presentan alta absorbancia a 210
nm en el CMS, asi como las especies que aparecen en tiempos de retencion altos
gue no estan presenten en el CML. Asi mismo, el CMS parece tener una mayor

proporcidn del soforolipido lacténico diacetilado C18:1.

Una vez observada la similitud de los productos mediante la comparacion en HPLC
se procedi6é a comparar su efecto en la tensién superficial del agua. Este andlisis se
llevé a cabo utilizando un tensiémetro Dataphysics (DCAT 11) mediante el método
del anillo de Du Nody. La disminucion de la tension superficial del agua es una de
las principales funciones de un surfactante y esta relacionada con su desempefio
en diversas aplicaciones. La tension superficial y la interfacial tenderan a disminuir
al incrementarse la concentracion de un surfactante en la solucién, pero este
decremento se detiene al llegar a la concentracion micelar critica (CMC). En este
punto la adicion de mas surfactante solo genera la aparicion de micelas sin tener un
efecto apreciable en la tension superficial. La Figura 7-17 muestra el efecto de la
concentracion del producto de ambas fermentaciones. No se observa una diferencia
significativa entre ambas opciones. La CMC se alcanza en ambos casos alrededor
de las 100 ppm. La tensién superficial minima alcanzada con el producto del CMS
fue de 34.26+0.08 mN cm™ mientras que con el CML fue 34.14+0.29 mN cm™. En
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conclusién, el comparativo de la reduccion de la tension superficial no permite
diferenciar los productos del CMS y CML.
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Figura 7-17 Efecto del producto del CMS (rojo) y CML (negro), asi como del soforolipido lacténico purificado (azul) en la
tension superficial del agua a 20°C mediante el método del anillo de Du Noliy. Se observa que el comportamiento es

similar en los productos de CMSy CML. La TS con SL purificado unicamente se midié hasta las 100 ppm que estaba cerca
del limite de solubilidad de este compuesto en agua.
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7.4. Purificacion a partir de la mezcla cruda obtenida del CMS

Se recurri6 a la cromatografia preparativa en columna para purificar la mezcla cruda
extraida del CMS en sus diferentes componentes. La mezcla cruda esta compuesta
de soforolipidos lacténicos y acidicos, los cuales pueden o no estar acetilados, el
extremo lipidico de estas moléculas puede o no contener insaturaciones, todo esto
aunado a la presencia de residuos de sustratos, diversos metabolitos, la resina del
soporte y otras sustancias, hacen de esta una mezcla muy compleja. Sin embargo,
es sabido que uno de los compuestos principales de la fermentacion de Starmerella

bombicola son los soforolipidos lactonicos.

El proceso de purificacion se realizé con una columna preparativa de vidrio de 80
mL de capacidad. La columna fue empacada con 25 g de silica suspendida en
cloroformo y metanol 95:5 (v:v). Esta mezcla de solventes fue utilizada como fase
movil aplicando un gradiente desde 95:5 hasta 80:20. La cantidad de muestra cruda
de soforolipidos colocada en la columna fue de 1.5 g aproximadamente. Se
recolectaron 18 fracciones, 12 de las cuales (de la 5 a la 18) contenian a los
soforolipidos semipurificados, mientras que las cuatro primeras contenian aceite
residual. Las especies de soforolipidos contenidas en dichas fracciones pueden
observarse en las placas de cromatografia en capa fina mostradas en la Figura 7-
18.

e |

Figura 7-18 Fracciones provenientes de la cromatografia preparativa analizadas con cromatografia en capa fina. En rojo
se indica la especie a la que corresponde el spot, L indica lactdnico y A acidico.
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La Tabla 8.2 presenta los factores de retencion (Rr) de cada uno de los puntos del
primer carril de la Figura 7-18, que corresponde a la separacion de la mezcla cruda
del CMS. Las especies fueron identificadas como A para acidicas y L para
lacténicas. Esta aseveracién se basa en lo establecido por Asmer et al. (1988)
guienes describieron la separacidon de estas especies mediante un sistema de TLC
previamente desarrollado por Cooper y Paddock (1984) e indicaron el orden de
elucién y los respectivos Rf con el mismo sistema que fue utilizado en el presente

trabajo.

Tabla 7.2 Factor de retencidn (Rg) para cada especie en la mezcla cruda, correspondiente a la primera linea de la figura 8-
15.

Especie Rf
A3 0.09
A2 0.14
A1 0.23
L3 0.46
L2 0.60
L1 0.69

La Tabla 8.3 presenta los Rt de las especies que lograron ser separadas y
recuperadas mediante cromatografia preparativa y que se muestran en la Figura 7-
18 a partir del segundo carril. Fue posible obtener fracciones enriquecidas con 5
especies diferentes del producto extraido del CMS. Posteriormente, se optd por
caracterizar la fraccion 7, que corresponde a la especie identificada como L1, la
razén de esta eleccién fue la gran intensidad que presentaba después del revelado

con p-anisaldehido en comparacion con las demas.

Tabla 7.3 Factor de retencion (Rf) para cada especie de las fracciones obtenidas con cromatografia preparativa.

Fraccién Especie
5 L1
6 L1
7 L1
8 L1yL2
9 L2
10 L2yL3
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11 L3
12 L3
13 L3
14 L3, A1
15 A1
16 A1
17 A1
18 A2

En la Figura 7-19 se muestra el sélido obtenido de la fraccion 7. Se trata de un polvo
blanco, que contrasta con la mezcla cruda, una sustancia viscosa color ambar.
También se muestra la apariencia del sélido resultante de una recristalizacion en
metanol, llevada a cabo con el fin de incrementar la pureza del producto. Las figuras
7-15y 7-16 muestran los cromatogramas de ELSD y PDA del compuesto purificado
en esta etapa. Se observa que existe un pico predominante y al menos dos mas en

pequefias proporciones.

Producto crudo, de Fraccién de cromatografia Fraccion recristalizada de
aislamiento primario preparativa cromatografia preparativa

Figura 7-19 Comparacion de la mezcla cruda (izquierda) con los soforolipidos semipurificados usando cromatografia
preparativa (centro) y recristalizados (derecha)
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7.5. Caracterizacién del soforolipido purificado

La estructura del compuesto se elucidé utilizando espectroscopia de infrarrojo FTIR,
espectrometria de masas (EM) y resonancia magnética nuclear (RMN). Gracias a
la informacion obtenida con dichas técnicas fue posible proponer una estructura
para el soforolipido. Ademas, también fue evaluada su estabilidad térmica mediante

un analisis termogravimétrico (TGA).

7.5.1. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 7-20 se muestra el espectro de FTIR obtenido con ATR del producto
purificado en un rango de frecuencias de 500 a 4000 cm™. Se pueden observar
bandas correspondientes a hidroxilos, alquenos, alcanos, ésteres y éteres, las

cuales se listan en la Tabla 8.4.

El pico romo y ancho centrado en 3368 cm™ es caracteristico de tensiéon -O-H en
alcoholes. Su aparicion es un claro indicio de la presencia de hidroxilos, que en este
caso pertenecerian a la soforosa. Asimismo, las sefiales en torno a 1000 cm™

indican tensién -C-0O.

La sefial en 1744 cm™ se debe a la tension C=0, ademas, esta frecuencia en
particular se encuentra en una zona caracteristica de carbonilos de ésteres. Es
importante destacar que cuenta con una protuberancia, u hombro, que
posiblemente indica la presencia de carbonilos no equivalentes, los cuales podrian

corresponder a los esteres de los acetilos y del enlace lacténico.

Las bandas en 3001 y 1651 cm son resultado de la tensién carbono-hidrégeno en
C=C-H vy la tensién entre carbonos sp2 C=C, respectivamente, por lo que su

aparicion sugiere la presencia de insaturaciones.

Finalmente, las bandas en 2927 y 2854 cm™ son resultado de la tensién C-H en

metilos y metilenos.
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Figura 7-20 Espectro de FTIR (ATR) del soforolipido purificado.
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Tabla 7.4 Asignaciones del espectro de FTIR (ATR).

Banda Asignacion Grupo funcional
(cm™)
3368 -OH tension Alcoholes
3001 -HC=CH- cis, C=C-H tension Alguenos
2928 CHs-, C-H tension Alcanos
2855 -CH2-, CHs-, C-H tension Alcanos
1744 -CH2-CO-0-R, C=0 tensién Carbonilo (en este
caso ésteres)
1651 -HC=CH- cis, C=C tension Alguenos
1450 -CHz-, CH3s-C, C-H torsién Alcanos
1366 -CH2-CO-0O-R, —-HC=CH- cis, Alguenos
CHs-C, C-H tension
1234 -CH2-CO-0-R, C-0 tension Carbonilo (en este
caso ésteres)
1169 -CH2-O-CH>- y —OH Eteres y alcoholes
secundario, C-O tension )
1069 -CH2-O-CHz>-, tension C-O Eteres y alcoholes
tension

7.5.2. Espectrometria de masas

En este caso se utilizé espectrometria de masas con deteccion por tiempo de vuelo
e ionizacion por electrospray (ESI/ToF) con ionizacidon en modo positivo, el resultado
del andlisis ofreci6 informacion importante para la determinacion del peso molecular
de la sustancia mayoritaria de la fraccion purificada. En la Figura 7-21 se muestran
las sefiales mas intensas, o de mayor abundancia relativa en el rango estudiado.
Se trata de las sefiales en 689.37 y 711.35 m/z. La primera de ellas se identifico
como el soforolipido ionizado protonado (M+1), por lo cual el peso molecular de la
especie sin ionizar (M) es de 688.37 Da. La segunda sefial, en 711.35 m/z se
identific6 como el aducto de sodio (M+Na). Ya que la masa del ion Na+ es de
aproximadamente 23 Da, el peso de la especie sin el sodio coincide con el sefialado

anteriormente, 688.35 Da. Esta masa corresponde al soforolipido que se encuentra
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en mayor proporcion en la fraccion purificada. Alrededor de las dos sefiales mas
intensas se pueden observar pequefios picos que corresponden a impurezas y a
moléculas del soforolipido mayoritario que contienen isotopos pesados (*3C), en

este Ultimo caso la m/z se incrementa en una unidad de manera consecutiva.

lon molecular lon molecular
protonado aducto de sodio

M+1 M+Na
m/z = 689.37 m/z=711.35

€30

Figura 7-21 Espectro de masas (ESI ToF) de la fraccion purificada de soforolipido

7.5.3. Resonancia magnética nuclear

El soforolipido purificado fue analizado en un espectrémetro de RMN (Brucker,
AVANCE IIl) de 500 MHz con el que se adquirieron los espectros de RMN
unidimensionales de H y '3C, ademas de los bidimensionales COSY, HSQC y
HMBC. Estos ultimos al mostrar interacciones homonucleares y heteronucleares a
uno, dos o tres enlaces son de gran ayuda para la elucidacion estructural del
compuesto. Para el analisis, la muestra se disolvié en CDCls. Adicionalmente, para
obtener un segundo espectro de H sin las sefiales de los -OH se agregé 6xido de

deuterio a la solucion.

Espectro de 'H
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El espectro de protdén (*H) se muestra en la Figura 7-22, las sefiales aparecen en el

intervalo que va desde 1.25 hasta 5.35 ppm y estan posicionadas en zonas

caracteristicas de alcanos, alcoholes, éteres y alquenos. Para su integracion se

utilizé el espectro obtenido de la muestra disuelta en una solucién de CDCIz con

Ooxido de deuterio (D20). La presencia de D20 provoca la desapariciéon de las

sefiales de protones intercambiables (-OH, l4biles), mismas que en el primer

espectro se traslapaban con sefiales de otros protones y hacian irregular la linea

base, de esta forma se facilité el procedimiento de integracién y analisis. El resultado

de la suma de las areas indica la presencia de 52 protones no intercambiables que

se listan en la Tabla 8.5.

Tabla 7.5 Sefiales del espectro 1H NMR (500 MHz, CDCI3 + D20, ppm)

5, ppm Multiplicidad J, Hz No. de Asignacion
protones
5.30-5.41 m (9) 6.1 2 ji i
4.93-4.99 t 9.7 1 d”
4.54-4.58 d 7.7 1 a”
4.44-4.47 d 7.8 1 a’
4.26-4.36 m - 2 f
4.09-4.20 m - 2 f
3.73-3.80 m (6) 5.9 1 Q
3.61-3.70 m - 3 c,c’, e’
3.48-3.56 m 8.6 2 b, b”
3.42-3.48 m - 1 e’
3.35-3.42 m 9.3 1 d
2.30-2.42 m (8) 7.3 2 B
2.08 s - 3 h”
2.07 s - 3 h’
1.98-2.06 m 7.0 4 h, k
1.53-1.71 m 6.9 2 C
1.43-1.53 m - 2 P
1.25-1.43 m 16 e-g, l-o
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1.21-1.25 d 6.0 3 R

La sefial que se encuentra a campo mas bajo, 6 5.30-5.41 (m (9), J = 6.1 Hz, 2H: j,
i) se localiza en una zona caracteristica de protones vinilicos, es decir de protones
enlazados a carbonos sp2. Esta sefial se asigné a un par de protones de dos

carbonos del Unico doble enlace en la molécula.

Siguiendo hacia campos altos, las sefiales que se encuentran entre 4.93-4.99 (t, J
= 9.7 Hz, 1H: d”) y 3.35-3.42 (m, J = 9.3 Hz, 1H: d’) se localizan en una zona
caracteristica de bases de oxigeno, es decir protones enlazados a carbonos sp3
gue a su vez enlazan con oxigenos. La influencia de dicho elemento es la causa del
desplazamiento de estas 13 sefales hacia campos bajos, esto se debe a la
electronegatividad que genera un efecto de desapantallamiento con respecto al

campo magnético externo al atraer a hacia él la densidad electronica.

Finalmente, el resto de las sefiales en campos altos corresponde a protones
enlazados a carbonos sp3 en alcanos con un entorno quimico similar y en algunos
casos con acoplamientos fuertes lo que hace indistinguibles algunas sefiales en un
analisis directo, particularmente las que se localizan en el multiplete 1.25-1.43 ppm
(d, e, f, g, 1, m, n, 0). Sin embargo, algunas sefales son identificables, entre estas
cabe destacar a los dos singuletes (h” y h") en 2.07 y 2.08, cada una con una integral
relativa de tres protones, las cuales pertenecen a dos metilos, y su desplazamiento
indica que se encuentran adyacentes a un carbonilo (a a carbonilo). Estas dos

sefales indican que el soforolipido se encuentra doblemente acetilado.
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Figura 7-22 Espectro de 1H del soforolipido purificado

h”
TH h
Saforalipico CMES
Disolvente: COCIT + D20 d
Tamperatura: 298 K e
AVANCE-N 500 f
g
I
m
n
o
o
i e’ p
| d” a’ a’ f f’ q c b” e d’

- o | [ed =] - =| | ||| = o E =]

1] =] =10k 1] [y P=| |=F || =D m = ] =

=] =] =5 [ o = [=1L=] b=|| | o] o = -

ol - — o - 0 Lo | =] ol i ol

T T | T T T T | T T T T I T T T
5 4 3 2 [Ppm]

69



Espectro de *3C

El espectro desacoplado de carbono se muestra en la Figura 7-23, en este se
pueden observar 34 sefales entre 20.77 y 173.35 ppm. Las sefiales que aparecen
en 173.35, 171.59 y 170.50 ppm (a, g’, g”) se localizan en una region caracteristica
de carbonos carbonilicos de ésteres y corresponden, respectivamente, al éster
lactonico formado al condensarse el acido carboxilico terminal del soforolipidos
acidico con el hidroxilo del carbono 4” de la soforosa por accion de la lactona
esterasa en el medio extracelular y a los esteres de los acetilos en los carbonos 6’
y 6”.

Los carbonos en 129.98 y 129.76 ppm (i, j) se localizan en un intervalo que
corresponde a alquenos, es decir, se trata de carbonos sp2. El doble enlace que los
une se encuentra en la cadena lipofilica de 18 carbonos que, haciendo un paralelo
con el &cido oleico usado como sustrato, permite suponer que se encuentra en el

carbono 9 del mismo.

Existen dos sefiales, 102.37 y 103.88 ppm (a’, a”) que a decir de su desplazamiento
son carbonos cada uno enlazado a dos oxigenos. Este tipo de carbonos se
encuentran doblemente desapantallados por el efecto electroatractor del oxigeno.
Su desplazamiento quimico es caracteristico y relativamente sencillo de identificar.
Corresponderian a los dos carbonos anoméricos en las dos unidades de glucosa en

la soforosa.

Las sefales que se encuentran entre 82.03 y 62.08 ppm (a excepcion de 77.25,
76.99 y 76.74 ppm debidas al solvente CDCl3) son bases de oxigeno, es decir,
carbonos que se encuentran enlazados a oxigenos. Estos se encuentran en la

estructura de la soforosa diacetilada.

Finalmente, el resto de las sefiales corresponde a carbonos sp3 que no se
encuentran bajo la influencia del oxigeno, estos se localizan en la cadena lipofilica

del soforolipido.
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Figura 7-23 Espectro de 13C del soforolipido purificado
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Espectros bidimensionales

Se obtuvieron los espectros bidimensionales COSY, HSQC y HMBC para el
compuesto purificado. Estos espectros brindan informacion muy relevante para la
elucidacién estructural. ElI primero de ellos muestra el acoplamiento de protones
vecinos, es decir, los que se encuentran en carbonos adyacentes. El segundo indica
gue protones estan enlazados a que carbonos. Finalmente, el tercero muestra

interacciones a dos o tres enlaces entre protones y carbonos.

Espectro COSY

El espectro COSY es la representacion de los acoplamientos de espines de
protones vecinos en la molécula. Es simétrico, tanto el eje X como el eje Y son los
espectros unidimensionales de 'H, en él se puede observar una diagonal que cruza
del extremo inferior izquierdo al superior derecho. Las sefiales que se encuentran
en la diagonal no son de interés ya que son el cruce de una sefial con ella misma,
por otra parte, las sefiales que se encuentran fuera de esta diagonal muestran los
acoplamientos espin-espin de nucleos distintos, indicando cuales son adyacentes
unos de otros. En la Figura 7-24 se muestra el espectro COSY del soforolipido
purificado. La sefial 1 muestra el acoplamiento de los protones vinilicos de la
insaturacion (j, i) con sus vecinos, los protones alilicos (h, k), esta involucra a cuatro
posiciones debido a que j e i asi como h y k son equivalentes, de manera que solo
aparece una sefal para los cuatro. Las sefales 2, 3y 7 pertenecen a acoplamientos
en la unidad de glucosa unida al acido graso con el enlace lacténico, mientras que
las 4, 5y 8 corresponden a la segunda unidad de glucosa enlazada al acido graso
en su posicién w-1. Las sefiales 9, 10, 11 y 12 son acoplamientos en la cadena del
acido graso. El resto de los acoplamientos en esta parte de la molécula no son
distinguibles debido a que en zonas centrales de la cadena los sistemas se
encuentran fuertemente acoplados impidiendo su identificacion individual, dichos
protones aparecen en torno a 1.25-1.43 ppm.

72



Figura 7-24 Espectro COSY. Muestra el acoplamiento de hidrégenos vecinos
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Espectro HSQC

La Figura 7-25 corresponde al espectro HSQC en donde es posible observar las
interacciones de los protones (*H) con los carbonos (*3C) a los que estos se
encuentran enlazados. El espectro bidimensional correlaciona el espectro de *H con
el 13C los cuales corresponden a los ejes X y Y respectivamente. Otra caracteristica
notable es que presenta a los carbonos de metinos (CH) y metilos (CHz) en un color
y a los carbonos de metilenos (CH2) en otro, en este caso azul los primeros y
amarillo los segundos. Los datos que ofrece son de ayuda para confirmar
informacién obtenida de los espectros *H y 13C, es til particularmente en zonas en
donde hay traslapes o acoplamientos fuertes que no permiten en primera instancia
identificar claramente sefales individuales. Por ejemplo, en 3.61-3.70 ppm del
espectro 'H aparece un multiplete con una integral relativa que corresponde a tres
protones. Gracias al espectro HSQC es sencillo observar que se trata de tres

metinos (e”, ¢’y ¢) de los carbonos 72.61, 73.93y 75.75 ppm.

Tres sefiales de particular interés son las h’, h” y r que indican la presencia de tres
metilos en la molécula. Se trata, respectivamente, de los metilos de los dos acetilos
en 6’y 6” en la soforosa y del metilo terminal (w) del acido graso. Este ultimo metilo
existe se debido a que durante la biosintesis de los soforolipidos el acido graso fue
hidroxilado por S. bombicola en la posicion (w-1). Esto se confirma con la
informacion del COSY (sefial 10) que correlaciona a g, un metino, con r, un metilo.
La sefial i, j constata el doble enlace en la cadena del 4cido graso. Las sefiales a’y
a” a su vez reafirman la existencia de dos carbonos anoméricos, correspondientes

a los carbonos 1’y 1” en las unidades de glucosa de la soforosa.

Cabe sefialar, que el eje correspondiente al espectro de 3C se interrumpe
inmediatamente después de las sefales en 129.76 y 129.98 ppm correspondientes
a los carbonos vinilicos, debido a que a campos mas bajos ya no hay carbonos
enlazados a hidrégenos. En la zona omitida solo se encuentran los carbonos

carbonilicos de los tres ésteres de la molécula.
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Figura 7-25 Espectro HSQC. Muestra enlaces carbono-hidrégeno, distinguiendo entre -CH, -CHs (amarillo) y -CH (azul).
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Espectro HMBC

Este espectro muestra los acoplamientos de carbonos e hidrégenos a dos o tres
enlaces. La informacion obtenida por esta herramienta es de gran utilidad para
confirmar aspectos estructurales clave para este tipo de compuestos. La primera
presuncion que puede ser confirmada es la conformacién ciclica de la molécula, la
sefial 5 (d’/a), en la Figura 7-26, indica que el carbono carbonilico del &cido graso
interactua con el proton del carbono 4” de la soforosa mediante enlaces covalentes,
donde se encuentra el enlace lactonico. La sefial 10 (a’/q) claramente indica el
acoplamiento del protén del carbono anomérico 1’ de la soforosa con el carbono w-
1 del acido graso, se puede asegurar que se trata del carbono w-1 usando la
informacion del COSY que muestra el acoplamiento de los protones del metilo r con
el metino g, esto también lo indica la sefial 44 del HSQC. Con esto queda confirmado

gue se trata de una molécula ciclica, un soforolipido lacténico.

La sefal 37 a su vez indica que los protones en 2.07 y 2.08 ppm en el espectro 1H,
que corresponden a dos metilos, se acoplan con carbonos 6’ y 6” de la soforosa,

corroborando que la molécula esta diacetilada en dichas posiciones.

La sefial 8 (a’/b’) también es de gran importancia al sefalar la interaccion de los
protones y carbonos de las posiciones 2’ y 1” en las dos unidades de glucosa que
forman la soforosa, en estos enlaces covalentes, mediante los cuales se acoplan

estos nucleos, se encuentra el enlace O-glucosidico del disacérido.
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Figura 7-26 Espectro HMBC. Muestra interacciones a dos y tres enlaces.

No. Interaccion No. Interaccion No. Interaccion No. Interacciéon
1 jilkh 12 fle’ 23 c’/a” 34 b/d
2 jillg 13  flg’ 24 b”Ic” 35 b/a
3 d’/f’ 14  f°/d” 25 b’l¢’ 36 hk/gl
4 d”’/c” 15 f’le” 26 b’la’ 37 h/If, h”[f’
5 d”’/a 16 f’lg” 27 b”/a” 38 hkl/ij
6 a’le” 17 glo 28 e’ld’ 39 h’lg’, h”’lg”
7 a’lb” 18 qglp 29 e’lc’ 40 c/d
8 a’lb’ 19 g/a 30 e’la 41 cla
9 a’le’ 20 cld’ 31 dIf 42 gl/en
10 a’lq 21  c”’/b” 32 dle’ 43 r/p
11 fld’ 22 clv’ 33 blc 44 r/q
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7.5.4. Analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico consiste en la medicion precisa del cambio en la masa
de una muestra al incrementarse la temperatura en un intervalo definido, estos
cambios se asocian a procesos tales como deshidratacion o descomposicion. Las

curvas termogravimeétricas son caracteristicas de cada compuesto o sistema.

Se realiz6 un andlisis termogravimétrico al soforolipido purificado proveniente del
CMS, el resultado se muestra en la Figura 7-27. En un inicio se observa la perdida
de compuestos volatiles presentes, la pérdida de 1 — 2 % de masa desde 30 a 270°C
puede corresponder a moléculas de agua. Se aprecia en la grafica que el compuesto
pierde cerca del 84% de su masa entre 270 y 500°C, en este punto se dan las
reacciones de oxidacion de las estructuras de carbono, formandose CO2y agua.
También se puede observar que la muestra purificada contiene solo 0.3% de
residuos inorganicos correspondiente a las cenizas remanentes por encima de los
1000°C.
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Figura 7-27 Andlisis termogravimétrico del soforolipido lacténico diacetilado C18:1
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8. Conclusiones

Se determinaron los perfiles cinéticos del crecimiento de Starmerella bombicola
ATCC 22214 en cultivo en medio liquido y en medio soélido, incluyendo la produccion
de soforolipidos y el consumo de las fuentes de carbono. Al comparar los
rendimientos de este trabajo, el CMS (0.465 gp gs*) supera al CML (0.239 gp gs ).
La informacion derivada apoya la propuesta de que el CMS tiene un gran potencial
para la produccién de soforolipidos, pudiéndose llevar a cabo procesos eficientes y
practicos, que en ciertas condiciones pueden ofrecer mejores resultados que el
CML. Ademas, el CMS es una excelente alternativa para valorizar residuos sélidos
de diversas fuentes tales como el aserrin o subproductos de la industria alimentaria,
mismos que pueden ser utilizados como sustrato y/o soporte como sefalan

Jiménez-Pefalver et al. (2016),

La utilizacion de aserrin en el CMS representa una alternativa para la valorizacion
de este residuo de la industria maderera. El aserrin posee una gran resistencia
mecanica, lo cual permitiria llevar a cabo el proceso de CMS con agitacion, factor
necesario para la produccion a escala industrial, sin el riesgo de disminuir el tamafio
de las particulas. Esta resistencia mecanica permitiria también su reutilizacion como
soporte después de un proceso de lavado. Ademas, el aserrin puede retener una
gran cantidad de liquido, lo cual lo posiciona como una excelente alternativa para
SuU Uso como soporte en procesos de cultivos microbianos en medio solido. La resina
presente en el aserrin no tiene un efecto evidente en el crecimiento de la levadura
y en la produccion de soforolipidos, aunque es preciso sefialar que dicha resina
puede ser extraida en cantidades no determinadas durante el downstream del

biosurfactante, lo cual convierte al extracto crudo en una mezcla ain mas compleja.

Fue posible separar el producto obtenido de la recuperacién primaria utilizando
cromatografia preparativa, de esta manera se lograron obtener cinco fracciones
enriguecidas con las principales especies de soforolipidos, acidicos y lactonicos,
acetilados y no acetilados. Una de las fracciones de soforolipidos lacténicos, la que

correspondia al punto mas intenso en TLC, se sometié a recristalizacion en metanol
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con el fin de aumentar la pureza. La fraccion purificada fue analizada con
espectrometria de infrarrojo, espectrometria de masas y resonancia magnética
nuclear con lo cual se comprobé que se trata de un soforolipido lacténico el cual
esta acetilado en las posiciones 6’ y 6” de la soforosa, ademas, su cadena lipofilica

contiene 18 carbonos con una insaturacion Z, probablemente en la posicion A9.

Dicha fraccion fue analizada con HPLC-ELSD/PDA y se comparé con el
cromatograma de la mezcla de origen del CMS y también con el cromatograma del
producto del CML con lo que se confirmé que se trata de la especie mayoritaria en

ambos sistemas de fermentacion.

El producto purificado fue sometido a un andlisis termogravimétrico, con lo que se
concluy6 que el producto es estable hasta temperaturas superiores a los 200°C,
después de lo cual es degradado. Esta informacion es de importancia para el

proceso de recuperacion, asi como para sus posibles aplicaciones.

La transicion del uso de materia prima derivada del petréleo a fuentes renovables,
del uso de sustancias toxicas y peligrosas a sustancias inocuas, del tratamiento y
disposicion de los residuos a su aplicacién como materia prima renovable y del uso
de solventes convencionales a la aplicacion de solventes “verdes” caracteriza al
enfoque de la quimica verde, que busca el disefio de productos quimicos y procesos
gue reduzcan o eliminen el uso y la generacién de sustancias dafiinas al ser humano
y al ambiente, como lo describen Anastas y Kirchhoff (2002) y Zimmerman et al.
(2020). Los soforolipidos son un gran ejemplo de que este esquema puede ser
aplicado, su produccion puede llegar a cumplir con los requisitos que se plantean

para la quimica del futuro, la quimica verde.

9. Perspectivas

La aplicacion de agitacion en el CMS puede ser un factor que influya positivamente
en los resultados del bioproceso incrementado la homogeneidad del sistema,
reduciendo el efecto negativo de la acumulacion de calor metabdlico y mejorando la

disponibilidad de oxigeno para el microorganismo, Jiménez-Pefalvert et al. (2016)
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estudiaron el efecto de la agitaciéon intermitente en el CMS obteniendo un
incremento del 31% en la produccion de soforolipidos. Asimismo, la agitacion
permitiria configurar un proceso de lote alimentado, fed-batch, aplicado en el CMS.
En CML los procesos de lote alimentado han probado ser mas eficientes que los
procesos en lote para la produccion de este biosurfactante, un ejemplo es el trabajo
de Kim et al. (2009); sin embargo, este sistema aun no se ha implementado en CMS
para S. bombicola, por lo que es una oportunidad de innovacién que podria redundar

en un proceso mas eficiente y econdmicamente mas competitivo.

La recuperacién representa un gran porcentaje de los costos del bioproceso y para
disminuirlos es preciso profundizar en la investigacion de esta etapa y optimizar los
procesos de downstream existentes, para el caso del CMS una opcién que puede
explorarse para maximizar la recuperacion es la lixiviacion a contracorriente, la cual
se esquematiza en la Figura 9-1. También es de suma importancia encontrar
alternativas mas amigables con el medio ambiente. En este marco puede
mencionarse la extraccion con fluidos supercriticos, en especial el CO2, que pudiera
complementarse con un cosolvente no toxico como el etanol. La extraccion con CO:2
supercritico se distingue por ofrecer productos libres de trazas de solventes, ser

altamente selectiva y no producir residuos peligrosos.
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Figura 9-1 Extraccion sélido-liquido (lixiviacion) a contracorriente. Las letras A,B y C indican etapas sucesivas de
extraccion. Los numeros indican los procesos de extraccion que se llevan a cabo en paralelo. S: solvente fresco.

Se ha planteado el uso de algunos residuos agroindustriales para la produccién de
soforolipidos, sin embargo, los procesos deben ser optimizados y escalados para

hacer de esas propuestas una realidad. Ademas, existen diversos residuos locales
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susceptibles de valorizacion y que representan una oportunidad de acercamiento a
lo planteado por la quimica verde, que orienta a procesos circulares en donde los
residuos no solo se tratan y desechan, sino que son valorizados (Zimmerman et al.
2020).

Por el momento, debido a las limitaciones impuestas por los costos de produccion
no es realista plantear la sustitucion de los surfactantes sintéticos por los
biosurfactantes. Sin embargo, la introduccion de estos en los productos de uso
cotidiano puede darse en formulaciones que los contengan en pequefias aunque
significativas cantidades, lo cual sera clave para la transicion en el futuro (Banat et
al. 2021).
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11. Anexo

11.1. Curva de calibracién de glucosa, 505 nm, método enzimatico GOD-

POD
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Figura 11-1Curva de calibracion de glucosa, 505 nm, método enzimdtico GOD-POD
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