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Resumen

Las especies del género Acinetobacter se identifican como productoras de moléculas
anfifilicas conocidas como bioemulsificantes. Se estudié la produccion, caracterizacion y
estabilidad de los bioemulsificantes producidos por Acinetobacter bouvetii UAM25. A.
bouvetii UAM25 creci6 con tres diferentes fuentes de carbono y energia: etanol, una mezcla
de glicerol-hexadecano (Relacion molar 7:1) y aceite usado de cocina en un biorreactor
airlift, demostrando que la produccién de los bioemulsificantes estuvo asociada al
crecimiento. Los tres bioemulsificantes purificados fueron lipo-heteropolisacéridos de alto
peso molecular (4,866 + 533 y 462 + 101 kDa). La mejor fuente de carbono y energia para
la produccién de bioemulsificantes fue el aceite usado de cocina. El bioemulsificante
producido con aceite usado de cocina generé la mayor actividad emulsificante (76.2 + 3.5
UE mg™), en comparacién con el producido con etanol (46.6 + 7.1 UE mg™) y con la mezcla
de glicerol-hexadecano (49.5 + 4.2 UE mg?). Los tres bioemulsificantes en este estudio
mostraron estructuras macromoleculares similares, independientemente de la naturaleza
(hidrofébica o hidrofilica) de la fuente de carbono y energia. Los bioemulsificantes no
disminuyeron la tension superficial, pero la capacidad emulsificante de todos ellos se
mantuvo bajo condiciones extremas de salinidad (0 - 50 g NaCl L?), pH (3 - 10) y
temperatura (25 - 121 °C), indicativo de su notable estabilidad. Estos hallazgos contribuyen
a la comprensién de la relacion entre: produccién, composicioén quimica y estabilidad de los
bioemulsificantes para sus posibles aplicaciones en biotecnologia, como la biorremediacion

de suelos y aguas contaminados con hidrocarburos.

Palabras clave: Bioemulsificante; Acinetobacter bouvetii; Lipo-heteropolisacarido;

Biorreactor airlift



Abstract

Acinetobacter species are identified as amphiphilic and emulsifying molecules known as
bioemulsifiers. Production, characterization and stability of bioemulsifiers produced by
Acinetobacter bouvetii UAM25 were studied. A. bouvetii UAM25 grew in three different
carbon and energy sources: ethanol, a glycerol-hexadecane mixture (Molar ratio 7:1) and
waste cooking oil in an airlift bioreactor, showing that bioemulsifier production was, for all
cases, growth-associated. The three purified bioemulsifiers were lipo-
heteropolysaccharides of high molecular weight (4,866 + 533 and 462 + 101 kDa). The best
carbon source and energy for bioemulsifier production was wasted cooking oil, with a
highest emulsifying capacity, here reported as emulsifying units (EU) (76.2 + 3.5 EU mg™)
as compared with bioemulsifiers produced with ethanol (46.6 + 7.1 EU mg™) and with the
glycerol-hexadecane mixture (49.5 + 4.2 EU mg™). The three bioemulsifiers in our study
displayed similar macromolecular structures, regardless of the nature (hydrophobic or
hydrophilic) of the carbon and energy source. Bioemulsifiers did not decrease surface
tension, but the emulsifying capacity of all of them was retained under extreme variation in
salinity (0 - 50 g NaCl L), pH (3 - 10) and temperature (25 - 121 °C), indicative of remarkable
stability. These findings contribute to the understanding of the relationship between:
production, chemical composition and stability of bioemulsifiers for their potential
applications in biotechnology, such as bioremediation of hydrocarbon-contaminated soil and

water.

Keywords: Bioemulsifier; Acinetobacter bouvetii; Lipo-heteropolysaccharide; Airlift

bioreactor.
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Contribucién al estudio del bioemulsificante de Acinetobacter bouvetii

UAMZ25 para su produccion y aplicacién en hidrocarburos

1 [INTRODUCCION

El interés en la produccién de biosurfactantes se ha incrementado debido a su posible aplicacion
en la industria alimentaria, farmacéutica y petrolera, asi como en la biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos [1,2]. Los biosurfactantes (BSs) son biomoléculas anfifilicas con
actividad superficial. Los bioemulsificantes (BEs) son BSs de alto peso molecular con la
capacidad de formar emulsiones estables con hidrocarburos [3]. Quimicamente, los BEs son
mezclas complejas de heteropolisacéaridos, lipopolisacéaridos, lipoproteinas y proteinas. La
combinacién de componentes de polisacéridos, acidos grasos y proteinas confiere al BE un mejor

potencial emulsificante y capacidad para estabilizar las emulsiones [4].

Los BEs son producidos por una gran variedad de microorganismos, como las Acinetobacter sp.
gue producen una variedad de BEs [5-7]. A. venetianus RAG-1 y A. calcoaceticus PTCC 1318
produjeron emulsiones a partir de etanol y aceite de girasol, respectivamente [6,8]. EIl Emulsan
es un lipo-heteropolisacarido polianionico que tiene un peso molecular promedio de
aproximadamente 1,000 kDa. A. radioresistens KA53 produjo Alasan a partir de etanol, un BE
estable de alto peso molecular. El Alasan es un complejo de polisacaridos y proteinas [9]. A.
beijerinckii ZRS produjo un complejo de glicolipoproteina a partir de hexadecano [3]. Varios
estudios han demostrado la capacidad de las especies del género Acinetobacter para consumir
fuentes de carbono hidrofilicas, hidrofobicas o mezclas de ambas para la produccién de BEs
[8,10,11]. Sin embargo, pocos trabajos han reportado estudios cinéticos de produccién de BEs y
crecimiento, que son necesarios para el disefio y control de biorreactores [12]. Ademas, hay
pocas publicaciones sobre produccion de BEs en biorreactores que permitan el desarrollo de
tecnologia para la producciéon de BEs a nivel industrial. Por lo tanto, los estudios de produccién

de BEs en biorreactores también son necesarios.

En el laboratorio de Residuos Sélidos de la UAM Unidad Iztapalapa existe una gran preocupacion
por el tratamiento de aguas y suelos contaminados con hidrocarburos. En México durante el
periodo comprendido entre 2012 y 2016, se reportaron 2,874 derrames de hidrocarburos en
ambientes marinos y terrestres (SEMARNAT). Debido a lo anterior, en los ultimos 10 afios, se ha
tenido que remediar 693 sitios contaminados. Sin embargo, el Sistema Informético de Sitios

Contaminados registro hasta 2017 un total de 623 sitios contaminados como pasivos ambientales,
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es decir, 623 sitios contaminados que no se han podido remediar. Lo anterior crea un problema

ambiental importante y obliga a la comunidad cientifica a plantear y ofrecer soluciones al respecto.

Por lo tanto, con el objetivo de verificar el interés de la comunidad cientifica por aportar posibles
soluciones al respecto. Se realizd una busqueda de publicaciones relacionadas con los temas a
desarrollar. Durante el periodo comprendido entre 2012 y 2017, de acuerdo con Web of Science
(2018, Clarivitate Analytics) el término biosurfactant generé 2,578 publicaciones cientificas. Estas
publicaciones han tenido 6.81 citas en promedio por estudio y 43 estudios se han citado 43 o mas
veces (h-index = 43). En el mismo periodo (2012-2017) se publicaron 566 trabajos relacionados
con el Tema (biosurfactant) AND Tema (hydrocarbons), estos trabajos han tenido 8.34 citas en
promedio y un h-index de 30. Ademas, se han publicado 69 trabajos relacionados con los BSs de
Acinetobacter teniendo en promedio 8.55 citas por publicacion y 14 estudios se han citado 14
veces 0 mas (h-index = 14). Por otro lado, se han generado 110 publicaciones sobre la produccion
de BEs teniendo en promedio 7.33 citas y un h-index de 16. Lo anterior demuestra el gran interés
de la comunidad cientifica por el estudio de BSs y la relevancia del presente trabajo. Al realizar
una busqueda con: Tema (bioemulsifier*) AND Tema (Acinetobacter) generd 22 publicaciones
cientificas con un promedio de citas de 7.85 y un h-index de 6, es importante sefialar que 12
estudios se publicaron entre 2016 y 2017. Al realizar una budsqueda similar, pero con: Tema
(bioemulsifier*) AND Tema (bioreactor) generé tan solo dos publicaciones, una de ellas publicada
en 2016 y la otra de nuestro grupo de trabajo publicada en 2017.

Lo anterior sugiere la necesidad de realizar mas investigaciones sobre la produccién de BEs en
biorreactores y éste es el aspecto novedoso de este trabajo. Por lo que al tener como motivacion
fundamental aportar conocimiento al estudio de BSs para su posible aplicacion en sitios
contaminados con hidrocarburos, el objetivo se centrd en evaluar el efecto de la fuente de carbono
gue consume A. bouvetii UAM25 sobre la produccion de los BEs en un biorreactor airlift.
Posteriormente, se evaluaron las caracteristicas quimicas de los BEs producidos y, por ultimo, se
evalu6 su estabilidad para determinar si la fuente de carbono utilizada para su produccién tuvo
algun efecto. A continuacion, se presenta una revision bibliogréfica del estado del arte, se
presentan los antecedentes y se justifica el estudio de la produccion del BE producido por A.
bouvetii UAM25 a partir de diferentes fuentes de carbono en biorreactores airlift. Posteriormente,
se presenta la hipétesis y se enlistan los objetivos del estudio. Se menciona la estrategia
experimental que se siguid y los materiales y métodos empleados. Enseguida se describen los
resultados y se discuten. Finalmente, se enlistan las conclusiones, perspectivas y referencias

bibliograficas del estudio.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOSURFACTANTES COMO AGENTES EMULSIFICANTES DE HIDROCARBUROS

Los BSs y BEs son moléculas anfifilicas producidas principalmente por microorganismos
incluyendo bacterias, levaduras y hongos. Estos compuestos poseen un extremo hidrofilo y un
hidrofébico que les confiere actividades de superficie que, entre otras funciones, ayuda a
solubilizar sustratos hidrofébicos [13]. Los BSs son generalmente compuestos de bajo peso
molecular (PM < 30 kDa) constituidos principalmente de glicolipidos y algunos lipopéptidos de
cadena corta mientras que los BEs son polimeros de peso molecular elevado (PM > 30 kDa)
generalmente constituidos por lipopolisacaridos, lipoproteinas o una combinacion de éstos [14].
Los emulsificantes son grupos de moléculas que pueden formar mezclas moderadamente
homogéneas de dos liquidos inmiscibles. Estos compuestos pueden reducir la tensién superficial
ya que simplemente pueden enlazar moléculas hidrofébicas e hidrofilicas para formar una
emulsion. [15]. El interés en la investigacién y aplicacién de BSs y BEs esta ganando mayor
impulso por su caracter amigable con el ambiente, menor toxicidad, biodegradabilidad y eficacia
en una amplia gama de valores de pH y temperatura en comparacion con surfactantes sintéticos
[16,17].

Los BSs y BEs se llaman de forma indistinta como BS y ambos pueden funcionar como
tensoactivos, emulsificantes, espumantes, detergentes, dispersantes, humectantes y provocar la
reduccion de la viscosidad del petréleo crudo, que hace factible utilizarlos para muchos propdsitos
de aplicacion. La mayoria de los emulsificantes que se utilizan actualmente son de origen
petroquimico, sin embargo; los BEs pueden sustituir a sus analogos quimicos e incluso ofrecer
ventajas adicionales como el ser estables en amplios rangos de pH, temperatura y
concentraciones de sales [1,2,18]. El unico BE comercial disponible en el mercado actual es el
Emulsan, patentado por Gutnick y col., [19]. El Emulsan es un lipopolisacarido aniénico
extracelular asociado a proteina producido por Acinetobacter venetianus RAG-1. Su peso
molecular es de aproximadamente 1,000 kDa, no reduce la tension interfacial (10 mN m%)
apreciablemente, pero se une firmemente a la interfase aceite-agua y protege las gotitas de aceite
de la coalescencia. Es un fuerte estabilizador de la emulsion en lugar de un reductor de tension

interfacial [20].
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2.2 EMULSIFICANTES DEL GENERO ACINETOBACTER: BIOEMULSANES

A. venetianus RAG-1 es una cepa industrialmente importante que se ha caracterizado
extensamente con respecto a su crecimiento en hidrocarburos y la produccion de un
bioemulsificante de alto peso molecular. Entre los llamados genéricamente "bioemulsanes", los
mas estudiados son el Emulsan producido por A. venetianus RAG-1 [21], el Bioemulsan producido
por A. calcoaceticus BD4 [22], el Alasan producido por A. radioresistens KA53 [23] y el
Biodispersan que es sintetizado por Acinetobacter radioresistens A2 [24]. EI Emulsan de A.
venetianus RAG-1 es un polisacérido que tiene un peso molecular de aproximadamente 1,000
kDa. EI Emulsan de A. calcoaceticus BD4 proviene de la liberacion de un polisacarido capsular
al medio que forma un complejo con las proteinas y entonces se convierte en un emulsificante
eficaz. El Alasan tiene un peso molecular de 100 a 200 kDa, y una actividad emulsificante que
aumenta con precalentamiento de 60 a 90 °C [9,25].

La produccién de Emulsan se ha estudiado en varias fuentes de carbono hidrofébicas incluyendo
petréleo crudo, hidrocarburos de cadena larga, 4cidos grasos Yy triglicéridos, pero también en
fuentes de carbono hidrofilicas tales como el etanol y el acetato [26,27]. El efecto de represién
catabdlica con etanol ha sido reportado en la regulacion del crecimiento celular [28,29]. Por lo
tanto, el etanol se utiliza con frecuencia como una fuente de carbono que participa en el
crecimiento celular y la produccién Emulsan. Sin embargo, una alta concentracién de etanol (por
encima de 10-16 g L) tuvo un efecto inhibitorio sobre A. venetianus RAG-1 de cultivo para la
produccién de Emulsan [28,30]. Estudios previos han demostrado que la composicion de 4cidos
grasos en las cadenas laterales de la cadena principal del polisacarido del Emulsan puede ser
manipulado por el cambio de las condiciones de cultivo de A. venetianus RAG-1 [31,32]. Un
estudio mas reciente ha optimizado la produccion de Emulsan por A. venetianus RAG-1 con
etanol como fuente de carbono y se demostré que la concentracion inicial de etanol es el factor

mas importante del medio de cultivo [8].

La cepa Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241 produce BE de bajo peso molecular cuando se
cultiva en fuentes de carbono hidrofébicas (hexadecano y parafinas liquidas) e hidréfilas (etanol
y glucosa). Es importante resaltar que la mayoria de los representantes del género Acinetobacter
sintetizan BE de alto peso molecular que no poseen propiedades tensoactivas [33].
Recientemente, se ha reportado que los miembros del género Acinetobacter producen

tensoactivos de bajo peso molecular cuando se cultivan en sustratos hidrofobos [34].
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2.3 CARACTERISTICAS QUIMICAS DE LOS BIOEMULSIFICANTES

Las propiedades quimicas de los BEs que se han estudiado son: (i) la composicién quimica; (ii)
la estructura molecular; (iii) el peso molecular (PM); (iv) las proporciones de polisacaridos, de
proteina y de lipidos del BE; (v) su capacidad para modificar la tension superficial (os) del agua;
(vi) su capacidad para modificar la tension interfacial (T1) entre dos liquidos inmiscibles; la
actividad emulsificante (AE) y la viscosidad dinamica del BE en suspension [9,24,35].

2.3.1 Composicion quimica y estructura molecular

La composicion quimica del BE se refiere al grupo de biomoléculas (glucidos, lipidos y proteinas)
que conforman el complejo y la estructura molecular describe la distribucién de éstas. Los BEs
sintetizados por especies del género Acinetobacter son complejos aniénicos de
heteropolisacéaridos unidos a lipidos o a proteinas. El Emulsan es un heteropolisacarido unido a
acidos grasos de cadena larga [36], el Alasan estd compuesto por polisacaridos unidos a
proteinas [23], y tanto el Biodispersan como el Etapolan son polisacéaridos [24,35].

2.3.2 Pesomolecular

El peso molecular (PM) o masa molar de un BE es dificil de describir exactamente debido a la
complejidad macromolecular. Un método muy comun es establecer un peso molecular promedio,
expresado en Da o g/mol, por cromatografia de exclusién a partir de la distribucion de pesos
moleculares del BE respecto a la distribucion a las mismas condiciones de estandares de peso
molecular definido y estrecha polidispersidad. EI PM reportado para Emulsan varia entre 900 y
1,000 kDa [36]. El Alasan tiene un PM entre 100 y 200 kDa [23], el PM del Biodispersan es de
aproximadamente 51.4 kDa [24] y el Etapolan tiene un PM entre 1,400 y 1,600 kDa [35].

2.3.3 Tension superficial y tension interfacial

La tension superficial (os) es una fuerza de contraccién que se ejerce sobre las moléculas en la
superficie de un liquido hacia su interior. Esta fuerza es consecuencia de la tendencia natural del
liguido a reducir su superficie de contacto con un gas. EI Emulsan reduce la os del medio de
cultivo de 66.5 a 50 mN m™ [8] y el Alasan (200 pg L?) reduce la os de una solucién de TRIS (20
mM) de 69.1+ 1.2 a 41.6 + 0.5 mN m™ [37].

Por otro lado; cuando se ponen en contacto dos liquidos inmiscibles, las moléculas en la interfase
estan sometidas a fuerzas de magnitudes diferentes que evitan que se mezclen

espontaneamente. El valor intermedio entre estas tensiones superficiales se define como la
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tension interfacial. El Emulsan reduce la tension interfacial entre el agua de mar y el petroleo de
8.3 a6.5 mN m?[21].

2.3.4 Actividad emulsificante

Una emulsion se define como una mezcla uniforme formada por dos liquidos inmiscibles, de los
cuales uno esta distribuido en el otro en forma de pequefias gotas estabilizadas por un tercer
componente, el agente emulsificante. La capacidad de un agente emulsificante para estabilizar
una emulsion se define como actividad emulsificante (AE). La cuantificacion de la AE de los BEs
producidos por especies del género Acinetobacter se determina tradicionalmente por un método
estandar de Rosenberg y col. [21]. El Emulsan es un emulsificante eficaz a bajas concentraciones
(0.01 - 0.001%), lo que representa relaciones Emulsan-hidrocarburo de 1:100 a 1:1,000, y que
exhibe una considerable especificidad de sustrato. EIl Emulsan no es capaz de emulsificar
hidrocarburos alifaticos, aromaticos, o ciclicos puros, sin embargo; todas las mezclas que
contienen una mezcla de alifaticos con aromatico (o alcanos ciclicos) las emulsifica de forma

eficiente [5].

2.4 [ESTABILIDAD DE BIOEMULSIFICANTES

Una de las ventajas que tienen los BEs frente a sus homologos quimicos es las estabilidad que
presentan frente a cambios de salinidad, temperatura y pH [1,2]. Se ha reportado que el BS
producido por Streptomyces sp. R1 fue termoestable (20 — 120 °C), estable en un amplio rango
de pH (2 — 12) y salinidad (5 — 20 % NacCl p/v) [2]. El BE producido por Rhizobium tropici LBMP-
CO01 se reportd como estable frente a cambios de pH (2 — 10) y salinidad (0 — 30 % NacCl p/v) [38].
El BS producido por Bacillus subtilis se reporté como termoestable (50 — 120 °C) y estable a
cambios de salinidad (0 — 50 % NaCl p/v) [39]. Son pocos los estudios que han reportado la
estabilidad de los BEs producidos por el género Acinetobacter. El Alasan de A. radioresistens
KA53 se reportdé como termoestable (27 — 100 °C) pero sélo fue estable en un pequefo rango de
pH (8 — 9) [9]. El BE que produce A. beijerinckii ZRS se reportdé como estable a cambios de pH
(7- 12), salinidad (0 — 3 % NaCl p/v) y temperatura (4 — 60 °C) [3]. Es importante sefalar que se
reporta la estabilidad de los BEs pero en la mayoria de los estudios no se explica por qué son
estables. Por lo tanto, son necesarios mas estudios de la estabilidad de los BEs, en particular; de
los producidos por especies del género Acinetobacter. Ademas, la estabilidad de una molécula
depende de su estructura molecular y una duda que surge es que al cambiar la FC se pueda

moadificar la estructura molecular de BE producido y por lo tanto, modificar su estabilidad.
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2.5 FUENTES DE CARBONO PARA LA PRODUCCION DE BIOEMULSIFICANTES

En la actualidad, el costo de produccién de BEs sigue siendo mas elevado que el de sus analogos
guimicos. La aplicacion de los BEs depende especificamente del uso de materias primas de bajo
costo y la optimizacion de las condiciones operacion de cultivo con el fin de lograr altos
rendimientos. Por lo anterior, el aumento de la eficiencia de produccién de BE es un aspecto clave
en las investigaciones. Una manera de resolver este problema es la aplicacion de tecnologias
eficientes y procesos basados en la conversion de residuos a productos de mayor valor agregado.
En la basqueda de sustratos de bajo costo para la produccién de BEs, se ha utilizado fuentes de
carbono renovables como los productos agroindustriales y sus residuos [40].

Una FC prometedora es el aceite usado de cocina (AUC), el cual siendo de origen vegetal una
fuente de residuos, ricos en nutrientes y de bajo costo. Se generan grandes cantidades de aceite
usado en la produccion de alimentos, el cual es, desechado sin mayor uso comercial, presentando
ademas un problema medioambiental en algunos casos. Se ha estimado que en promedio 100
mil millones L semana* de residuos de aceite se produce en los Estados Unidos [41]. Hay pocos
informes, que utilizan el enorme potencial de los AUC para la produccién de BE. Ademas de la
materia prima, la comercializacion de los BEs se restringe por los altos costos de produccién que
pueden ser estabilizados por la optimizacién de las condiciones de produccion y la aplicacién de

nuevos y eficientes pasos intermedios en los métodos de procesamiento [40].

Otra FC a considerar es el glicerol, el cual se produce en grandes cantidades como subproducto
de la produccion de biodiesel entre muchos otros. El glicerol es un sustrato prometedor para
procesos hiotecnolégicos. La produccién de 100 L de biodiesel da como resultado la formacién
de casi la misma cantidad de glicerol en bruto. De 2004 a 2006, el precio de mercado de glicerol
disminuy6 mas de diez veces. Los consumidores conocidos, la industria de fragancias,

cosméticos y militar, no tienen la capacidad de utilizar todo el suministro generado de glicerol [42].

La aplicacion de sustratos mixtos para la obtencion de productos es uno de los métodos
empleados para la optimizacion de procesos biotecnoldgicos. Estudios recientes demostraron
que el uso de una mezcla de sustratos necesarios y no necesarios para el crecimiento
aumentaron los rendimientos de biomasa y la sintesis de metabolitos de alto valor agregado [43].
Este es un enfoque que permite evitar la pérdida improductiva de carbono y energia que ocurre
en el caso del crecimiento de células en mono-sustratos. Estos conceptos se aplicaron en la
mejora de la sintesis del BS por Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241 con una mezcla de
sustratos energéticamente no equivalentes (hexadecano y glicerol) en una relacion molar de 1:7;

en la relacion C/N de 30 aument6 de 2.6 a 3.5 veces la sintesis del BE en comparacion con
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cultivos de un solo sustrato [10]. Debido a lo anterior, es necesario conocer los mecanismos de

incorporacién y consumo de las fuentes de carbono (FCs) empleadas para la produccién de BEs.

2.5.1 Mecanismos de incorporacion de las fuentes de carbono

Las FCs con caracter hidrofilico, como el etanol y el glicerol, se incorporan a la célula de forma
inmediata debido a que estan solubles en la fase acuosa. Por otro lado, las FCs con caracter
hidrofébico, como el hexadecano (HXD) y el AUC, se incorporan por tres mecanismos principales:
(i) mediante moléculas solubles, (ii) mediante formas emulsificadas vy (iii) por contacto directo
(Figura 1).

Contacto directo

Etanol ‘ §
A. bouvetLJ C—

o, )

Glicerol

AUC |

Moléculas solubles

Figura 1. Mecanismos de incorporacion de las fuentes de carbono.

La incorporacion de la FC mediante contacto directo requiere que el microorganismo cambie su
hidrofobicidad, es decir, adquirir un caracter hidrofébico. De esta manera el microorganismo se
puede adherir a las gotas de una FC hidrof6bica y consumirla directamente [44,45]. Por otro lado,
la incorporacion de FCs mediante formas emulsificadas requiere que el microorganismo que lo
incorpora produzca una molécula tensoactiva para emulsificar la FC y asi consumirla. Una vez

incorporada a la célula, cada FC es consumida mediante diferentes rutas metabdlicas.

2.5.2 Rutas metabolicas involucradas en el consumo de las fuentes de carbono

Cada fuente de carbono sigue una ruta especifica de consumo (Figura 2). Es importante
mencionar que A. bouvetii UAM25 no puede metabolizar glucosa [46]. A manera de ejemplo, a
continuacion, se detallan las rutas metabdlicas involucradas en el consumo de las fuentes de
carbono que se utilizaron en el presente trabajo: etanol, glicerol, hexadecano y aceite usado de
cocina. El etanol es oxidado a acido acético, posteriormente como acetil-CoA entra al ciclo de
Krebs para su completa mineralizacion. El glicerol se transforma en 3-fosfo-gliceraldehido (G3P),

posteriormente se transforma en piruvato y enseguida en actil-CoA. Por otro lado, el hexadecano
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se oxida a &cido palmitico que entra a la ruta de la B-oxidacion y produce acetil-CoA. El AUC se

hidroliza para generar glicerol y &cidos grasos libres. Al realizar un balance energético se
determiné que el etanol produce 8 mol ATP (mol C)?, la mezcla GLI-HXD produce 7.8 mol ATP
(mol C)*y el AUC produce 20.2 mol ATP (mol C). El balance energético demuestra que el AUC,
gue generalmente es un desecho del procesamiento de alimentos [41], puede ser aprovechado

como una excelente fuente de carbono y energia.
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Figura 2. Rutas metabdlicas involucradas en el consumo de las fuentes de carbono ensayadas en este
trabajo.

El consumo de la fuente de carbono y energia permite que A. bouvetii UAM25 pueda sintetizar

las moléculas implicadas en las rutas metabdlicas involucradas en la produccion del BE.

2.5.3 Rutas metabolicas involucradas en la produccion de bioemulsificantes

Los BEs de las diferentes especies del género Acinetobacter son principalmente exopolisacaridos
[47]. Los exopolisacéridos se sintetizan por diferentes rutas metabolicas. Hasta el momento se
conocen cuatro mecanismos generales para la produccion de exopolisacaridos en bacterias: (i)
la denominada ruta dependiente de Wzx/Wzy, (ii) la via dependiente del transportador de casete
de union a ATP, (iii) la ruta dependiente de sintasa y (iv) la sintesis extracelular mediante el uso
de una Unica proteina sacarasa [48]. En este sentido, se ha propuesto que la ruta de sintesis y

transporte del Emulsan podria ser mediante la ruta dependiente de Wzx/Wzy por su analogia con

Universidad Autonoma Metropolitana Unidad Iztapalapa “




Contribucion al estudio del bioemulsificante de Acinetobacter bouvetii Revision
UAM25 para su produccion y aplicacion en hidrocarburos Bibliografica

los polisacaridos capsulares 1y 4 de E. coli [49]. En la ruta dependiente de Wzx/Wzy (Figura 3),

primero las glucosiltransferasas transfiere los azucares al transportador de undercaprenol para
formar una unidad de polisacérido en la cara citoplasmica de la membrana interna. Después
ocurre la translocacion del mondémero en la cara peripldsmica de la membrana interna mediante
un proceso que implica Wzx. Seguida de la polimerizacién de unidades repetidas a través de la
polimerasa Wzy. Wzc regula el proceso de polimerizacibn. Es una autoquinasa cuya
desfosforilacion estd mediada por la fosfatasa afin, Wzb. Por ultimo sucede la exportacion del
polimero a través de la membrana externa a través del canal compuesto del complejo de proteina
Wza [48,49].

Outer membrane

Undecaprem{l‘carrier 77\
Inner membrane _—
S ¢ o
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Figura 3. Ruta dependiente de Wzx/Wzy propuesta para la sintesis de Emulsan [49].

Como se puede apreciar, la sintesis de BEs es un proceso complicado que necesita de nutrientes
y energia suficientes para logar buenos rendimientos. De hecho, se ha reportado que la cantidad
de BE sintetizado por especies del género Acinetobacter fluctia entre 0.041y 3.78 g L de cultivo
[20,21]. Ademas, se ha demostrado que las condiciones de cultivo afectan la sintesis de los BEs
(la cantidad del BE sintetizado, tasa de produccién del BE, el rendimiento producto-sustrato), asi

como también; las propiedades quimicas de los BEs producidos [50]. En consecuencia, cambios
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en las propiedades quimicas de los BEs podria modificar su aplicacibn como agente emulsificante

de hidrocarburos. Por lo anterior, es importante controlar las condiciones de cultivo en la
produccién de BEs. La implementacion de biorreactores permite controlar las condiciones de
cultivo y abre la posibilidad a un escalamiento del proceso [51]. El uso de biorreactores airlift
(BALSs) puede ser adecuado para la produccion de BEs, ya que presentan un entorno de bajo
estrés por cizallamiento y una tasa de transferencia de oxigeno razonable, ademas de un bajo

consumo de energia [45,52].

2.6 BIORREACTOR AIRLIFT

Un biorreactor del tipo airlift (BAL) es un reactor agitado neumaticamente por medio del suministro
de una fase gaseosa en la parte inferior (Figura 4). La fase gaseosa se expande isotérmicamente
dando lugar a la formacion de burbujas que ascienden hasta la parte superior de BAL,
homogeneizando el contenido del reactor [53].

b
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Figura 4. Esquema tipico de un biorreactor airlift (a). Biorreactores airlift utilizados en este estudio (b).
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Los BAL son utilizados en la produccion de acido lactico, degradacién de compuestos fendlicos

y la biodesulfuracién del petréleo, entre otras aplicaciones. Por otro lado, la comercializacion de
los BEs se restringe por los altos costos de produccion que pueden ser estabilizados por la
optimizacion de las condiciones de produccién y la aplicacion de nuevos y eficientes pasos
intermedios en los métodos de procesamiento. El desarrollo de bioprocesos eficientes y rentables,
incluyendo la optimizacion de las condiciones de cultivo, son factores de estudio riguroso que
permiten la reduccion de los costos de produccién de BEs [54]. En general, en los bioprocesos
se han demostrado las ventajas de los biorreactores airlift sobre los biorreactores convencionales
(tanque agitado) porque son los que producen un menor dafio celular, mejor eficiencia de
mezclado y mayores tasas de aireacion con un menor consumo de energia [55]. Sin embargo,
hay escasa informacion disponible sobre el crecimiento de microrganismos productores de BEs
en BALs [56].

2.6.1 Paradmetros cinéticos de produccion y de crecimiento

Los estudios cinéticos son necesarios para realizar un correcto disefio y control de biorreactores
[12]. Entre los pardmetros cinéticos mas importantes se encuentran: la tasa de volumétrica de
produccion (gp), la tasa maxima especifica de crecimiento (u), la duracion de la fase lag (1), el
crecimiento maximo, entre otros. Para estimar estos parametros cinéticos se han desarrollado

distintos modelos matematicos.

2.6,2  Modelos de crecimiento

Un modelo de crecimiento es una representacion abstracta que pretende representar el
crecimiento de un microorganismo. Los modelos de crecimiento buscan establecer una
correlacion de causa efecto entre el tiempo del cultivo y el crecimiento microbiano bajo
determinadas condiciones. Los parametros cinéticos obtenidos como la pu, la A, la densidad
poblacional maxima (A) pueden ser modelados para determinar la influencia que ejerzan otras
variables intrinsecas (concentracion de FC, concentracion de sales) o extrinsecas (temperatura,
cambio de escala, etc.) sobre los parametros cinéticos [57,58]. De esta forma, un modelo de
crecimiento permite estimar el crecimiento, la supervivencia y/o la muerte de los microorganismos

en funcion de las condiciones de operacion en un biorreactor.

Diversos modelos se han desarrollado con el objetivo de predecir el crecimiento de poblaciones
como el modelo Logistico, Gompertz, Richards, entre otros [57,58]. Sin embargo, estos modelos
no son explicitos en términos de los parametros cinéticos antes mencionados (u, A, A), lo que

dificulta la interpretacion fisica de los valores de los parametros. Debido a lo anterior, Zwietering
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y col. [57], reescribieron varios modelos de crecimiento con el objetivo de compararlos y

determinar qué modelo(s) podrian ser usados en su forma reparametrizada tomando como criterio

de decision un razonamiento estadistico. En la Tabla 1 se enlistan algunos de los modelos que

se reparametrizaron en el estudio antes mencionado [57]. En dicho estudio se concluy6 que todas

las curvas de crecimiento evaluadas se ajustaron mejor con el modelo de Gompertz en

comparacion con los demas modelos ajustados.

Tabla 1. Modelos de crecimiento y sus formas modificadas [57].

Modelo Ecuacion Ecuacion modificada
Logistico a y A
Y= T
- —=(A-t)+2
l+e 14+eA
Gompertz _glb) (”—e(ﬂ—t)ﬂj
y =ae el A
y=Ae
Richards -1 -1
k(z=x)\ v 1 v
y= a(1+ ve X))V y=Al1 +Ve1+veﬁ(1+v)[1+v)(i—t) v
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3 ANTECEDENTES

A continuacion, se listan algunos antecedentes indirectos relacionados con el tema que se

desarroll6 el proyecto.

>

Rosenberg y col. [21] aislaron y caracterizaron el BS de Arthrobacter sp. actualmente
clasificado como Acinetobacter venetianus RAG-1 en el trabajo se describe por primera
vez al BS Emulsan.

Navon-Venezia y col. [23] aislaron y caracterizaron parcialmente por primera vez el BS de
A. radioresistens, Alasan.

Kim y col. [59] purificaron y caracterizaron el emulsificante producido por Acinetobacter
sp. BE-254.

Barkay y col. [37] demostraron que el Alasan de A. radioresistens KA 53 incrementa la
solubilizacién de hidrocarburos y propusieron que la solubilizacion no depende de la
formacion de agregados multimoleculares similares a micelas si no a la naturaleza
hidrofébica de las moléculas de Alasan.

Su y col. [8] optimizaron la produccién de Emulsan generado por A. venetianus RAG-1
utilizando etanol como Unica fuente de carbono y energia.

Cheny col. [60] aislaron cepas de Acinetobacter productoras de biosurfactantes, también
optimizaron y estudiaron las propiedades de los biosurfactantes producidos utilizando
hexadecano como fuente de carbono.

Pirog y col. [10] intensificaron la sintesis del BS de A. calcoaceticus IMV B-7241 en una

mezcla de hexadecano-glicerol.

A continuacién, se listan algunos antecedentes directos desarrollados en el Laboratorio de

Residuos Sdlidos del Departamento de Biotecnologia de la Universidad Autbnoma Metropolitana:

>

Diaz-Ramirez y col. [61] analizaron la degradacion de diferentes fracciones de petroleo
por cultivos mixtos bacterianos. Los microorganismos fueron aislados de los suelos
rizosféricos contaminados con hidrocarburos donde crecia una graminea: Cyperus laxus
LAM.

Medina-Moreno y col. [62] demostraron que los biorreactores columna de burbujas al ser
operados en lotes secuenciales y bajo limitacion de oxigeno se pueden utilizar para

producir consorcios con capacidad de biodegradacion alta y constante.
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» Lizardi-Jiménez y col. [56] estudiaron las tasas de transferencia de hexadecano y oxigeno
para la produccién de un consorcio degradador de hidrocarburos en un biorreactor airlift
trifasico.

» Tzintzun-Camacho y col. [63] durante el estudio de los mecanismos de asimilacion de
hexadecano por parte de cultivos mixtos y puros, aislaron e identificaron una cepa de
Acinetobacter bouvetii UAM25 como productora de biosurfactante con actividad
emulsificante.

» Ortega-de la Rosay col. [64] evaluaron la factibilidad técnica y econdmica de la produccion
del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii UAM25 a partir de diferentes fuentes de
carbono hidrofébicas.

» Vazquez-Vazquezy col. [46] evaluaron la produccién del BE de A. bouvetii UAM25 a partir
de hexadecano y determinaron su capacidad como emulsificante de hidrocarburos

policiclicos arométicos.
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4  JUSTIFICACION

Recientemente, se ha observado un creciente interés por la produccién de BEs debido a sus
aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica, petroleray en la biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos. Tzintzun-Camacho y col. [63] demostraron que la especie
Acinetobacter bouvetii UAM25 es capaz de producir BEs. Durante el estudio que se realiz6 en la
Maestria en Biotecnologia [64], la principal aportacién fue demostrar la factibilidad técnica y
econdémica de la produccién del BE de A. bouvetii UAM25 utilizando fuentes de carbono
hidrofébicas; se estudié por primera vez el BE producido por A. bouvetii UAM25 y se determind
que es un BE de caracter anidnico. Ademas, con un modelo matemético que se propuso fue
posible determinar las condiciones necesarias para reducir al minimo el costo de produccion del
BE con diferentes FCs. De este trabajo, surge la interrogante de que si el cambio de la fuente de
carbono pudiera modificar la estructura molecular del BE reflejada en una diferente actividad
emulsificante. Otra cuestion que surge es como se modifica la produccién y las propiedades
emulsificantes del BE de A. bouvetii UAM25 a partir de una FC hidrofilica como el etanol. Ademas,
qué caracteristicas del BE se modificarian si se produce a partir de una combinacion de FCs
hidrofilicas e hidrofdbicas (glicerol-hexadecano). Para resolver estas preguntas fue necesario
producir, purificar y caracterizar los BEs producidos a partir de diferentes FCs, asi como evaluar
la estabilidad como agentes emulsificantes de hidrocarburos. Un andlisis de los resultados
deberia contribuir al entendimiento del fenébmeno y constituirse en una aportacién al conocimiento
cientifico, sin perder de vista aquellas posibles aplicaciones en: (i) la industria petrolera como, por
ejemplo, mejorando la movilidad y solubilidad del petréleo pesado o (ii) en la biorremediacion de

suelos y aguas contaminados con compuestos organicos hidrofébicos.
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5 HIPOTESIS

Acinetobacter bouvetii UAM25 producird BEs estables con diferente actividad emulsificante a
partir de distintas fuentes de carbono.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la FC que consume A. bouvetii UAM25 sobre las caracteristicas de los BEs

producidos.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES

@ Determinar pardmetros cinéticos de produccién de los BEs de A. bouvetii UAM25 a partir
de etanol, una mezcla de glicerol-hexadecano y aceite usado de cocina en botellas
serolégicas y en biorreactor airlift (1 L).

@ Caracterizar quimicamente los BEs producidos por A. bouvetii UAM25.

@ Evaluar la estabilidad de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos se plante6 la siguiente estrategia experimental:

7.1 PRIMERA ETAPA

Se montaron cinéticas de produccion de los BEs de A. bouvetii UAM25 a partir de etanol, aceite
usado de cocina y una mezcla glicerol-hexadecano en botellas seroldgicas y en biorreactor airlift.
A partir de los datos experimentales se evaluaron los pardmetros cinéticos que corresponden a
la produccién y al crecimiento celular. Ademas, se determiné la capacidad emulsificante de los

sobrenadantes libres de células.

7.2 SEGUNDA ETAPA

Se purificaron de los BEs y se realizd una caracterizacion quimica (contenido de carbohidratos y
proteinas, tensién superficial, peso molecular, analisis elemental, composicion de grupos

funcionales). Ademas, se evalué la estabilidad de los BEs purificados.

7.3 TERCERAETAPA

Se realiz6 un andlisis de los resultados obtenidos para determinar el efecto de la FC sobre los
BEs producidos.
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8 MATERIALESY METODOS

8.1 MATERIAL BIOLOGICO Y MEDIOS DE CULTIVO

81.1 Microorganismo
Se utilizé la bacteria Acinetobacter bouvetii (cepa UAM25). La cepa fue aislada de la rizésfera de
Cyperus laxus LAM, una planta nativa de pantanos contaminados con petrdleo en Veracruz,

México [61]. A. bouvetii fue identificada mediante un analisis del gen 16s rDNA [63].

8.1.2  Medios de cultivo

La preservacion y propagacion de la cepa se realiz6 con agar soya tripticaseina (Bioxon) y caldo
nutritivo (Bioxon). Para la produccién de los BEs se utilizé medio mineral (MM) con la siguiente
composicion (g L1): 3.187 de NaNOs (J. T. Baker, 99.9%), 1.075 de K,HPO4 (J. T. Baker, 99.9%),
0.565 de KCI (J. T. Baker, 99.9%) y 0.55 de MgS0O4+7H,0 (J. T. Baker, 100.1%), el MM se ajust6
a un pH inicial de 6.0 con HCI 1.0 M [62].

8.1.3  Activacion de A. bouvetii

La bacteria se inoculé por picadura en matraces Erlenmeyer de 150 mL con 25 mL de caldo
nutritivo. Los cultivos se incubaron a 30 °C y 200 rpm en una incubadora con agitacién (New
Brunswick Scientific, USA) [63]. Después de 24 h se tomaron 0.5 mL del cultivo, se diluyeron con
agua destilada hasta un volumen final de 1.5 mL y se determiné la densidad 6ptica a 600 nm
(DOeno) de la dilucién. La concentracion de A. bouvetii UAM25 fue determinada con una curva

patrén en unidades formadoras de colonias (UFC) mL™.

8.2 FUENTES DE CARBONO

Se utilizaron tres diferentes fuentes de carbono y energia: (i) etanol (J. T. Baker, 99%) en una
concentracion inicial de 10.58 g L; (ii) una mezcla de glicerol (J. T. Baker, 99%) y n-hexadecano
(Sigma Aldrich, 99%) en una concentracion inicial de 8.00y 2.81 g L, respectivamente (Relacién
molar 7:1) y (iii) aceite usado de cocina (AUC) en una concentracion inicial de 7.11 g L. Antes
de su uso el AUC se dej6 reposar por 48 h, posteriormente se decantd y se filtré con papel
Wahtman (Grado 1). ElI AUC filtrado se conservé en un recipiente herméticamente cerrado de
vidrio (1 L) a temperatura ambiente (25 °C) y en oscuridad. Las fuentes de carbono que se
ensayaron para la produccion de los BEs de A. bouvetii se adicionaron siempre en una relacion

carbono/nitrégeno (C/N) aproximada de 10.5g C g N.
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8.3 PRODUCCION DE LOS BIOEMULSIFICANTES

8.3.1 Cinéticas de produccién en botellas serolédgicas
Las cinéticas de produccion de BEs se realizaron en botellas serolégicas de 150 mL con 50 mL
de medio mineral inoculadas con 1x10°® UFC mL™ de A. bouvetii UAM25 [63]. Cada muestra para

cada tiempo se ensayo por triplicado con botellas serolégicas independientes.

8.3.2 Cinéticas de produccién en biorreactor airlift

La produccion de los BEs de A. bouvetii se realizd en un biorreactor airlift (BAL), integrado por
una columna vertical de vidrio de 2 L, con un diametro externo de 0.077 m y un diametro interno
de 0.072 m, un tubo concéntrico de acero inoxidable con didmetro interno de 0.041 m y altura de
0.204 m. Se utilizé un distribuidor de aire construido de acero inoxidable en forma de “L” (0.006
m de diametro interno) con 7 perforaciones (0.001 m de diametro y 0.004 m de separacion) [65].
Los BAL se operaron por lotes a una velocidad superficial de gas (Ug) de 0.6 cm s durante 48 h
a 30 °C. Cada fuente de carbono se ensay6 por duplicado con un volumen de operacién de 1 L,
con el MM antes mencionado (ver 8.1.2) y un inéculo inicial 1x10® UFC mL* de A. bouvetii [63].
Se realizaron pruebas para: (i) produccion de BEs y cinética de crecimiento microbiano: se
tomaron 10 mL de medio de cultivo del ALB en cada tiempo de muestreo, una vez que se concluyé
la cinética, se desecho el medio restante; y (i) purificacién de BEs: después de 48 horas de cultivo

en el ALB, todo el caldo se us6 para la purificacion.

8.3.3 Actividad emulsificante

La actividad emulsificante (AE) se determiné en el sobrenadante libre de células (10 000 g, 4 °C,
20 min). A 400 yL de muestra se agregaron 2.6 mL de Tris-HCI (20 mM, pH 7.0) con MgSOa (10
mM), enseguida se agregd 40 yL de mezcla n-hexadecano:2-metilnaftaleno 1:1 (v:v) [5]. Por
altimo, se agité por 2 min y se leyo la densidad Optica a los 3 min a 600 nm. Una absorbancia de
0.1 unidades a 600 nm multiplicada por el factor de dilucion fue considerado como una unidad

emulsificante por mL (UE mL™).

8.3.4 Crecimiento bacteriano
El crecimiento bacteriano se determiné por el método de cuenta viable (CV) en UFC mL?*
mediante la técnica de dilucién en placa. Las diluciones correspondientes se inocularon en agar

soya tripticaseina y se incubaron a 30 °C. A las 48 h se realiz6 el conteo de las UFC.

La biomasa de A. bouvetii se determiné por peso seco. Se separ6 la biomasa de 1 L de medio de

cultivo por centrifugacion a 10 000 g, 4 °C por 30 min [66], la pastilla de biomasa se suspendi6
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en agua destilada y se sec6 en un horno de temperatura controlada (24 h, 60 °C). Posteriormente

se peso la biomasa en una balanza analitica OHAUS Pioneer (OHAUS, EUA).

8.3.5 Parametro cinético de produccion
La tasa volumétrica de produccién (UE (mL h)?, gp) fue calculada usando la Ecuacion 1.

_ EAnax

Ecuacion 1 0r "
f

Donde AEnmax €s la actividad emulsificante maxima (UE mL™?) y t; es el tiempo de cultivo (48 h).

8.3.6  Modelo de crecimiento y parametros cinéticos de crecimiento

Los parametros de crecimiento de A. bouvetii UAM25 se determinaron ajustando el modelo
reparametrizado de Gompertz que se muestra en la Ecuacion 2 [57].

(i:(z—t)ﬂj

—-€

Ecuacion 2 y = Ae

y= In(C%C j A= In(cvm%c j
Donde °/ A es la asintota definida como °/, u es la tasa maxima

especifica de crecimiento (h?), A es la duracién de la fase lag (h), t es el tiempo (h), VC es el
crecimiento al tiempo t (UFC mL™?), VCo es el crecimiento inicial o inéculo (UFC mL™t) y VCmax €S

el crecimiento maximo (UFC mL™)

8.3.7 Consumo de aceite usado de cocina

El AUC residual se extrajo del sobrenadante libre de células (50 mL, 10 000 g, 4 °C, 20 min) con
50 mL de hexano-acetona 1:1 (v:v). La fase organica se transfirié a un matraz de reaccién donde
se eliminé el hexano remanente en un equipo de evaporacion rotavapor (40 °C, 450 mbar) (Buichi
R-205). Enseguida se agregaron 6 mL de una solucion de NaOH 0.5 M en metanol y perlas de
ebullicion. Se conectd un condensador y se calentd la mezcla en bafio de agua hasta que la grasa
entrd en solucion. Posteriormente se agregaron 7 mL de una solucién de BFszal 14 % (p/v) en
metanol a través del condensador y se mantuvo en ebullicion durante 2 min. Enseguida se
agregaron 2 mL de hexano y se mantuvo a ebullicion por un minuto méas. El matraz de reaccion
se desmont6 y se dejo enfriar en un bafio de hielo; a continuacion, se agregaron 15 mL de
solucion saturada de NacCl, el matraz se tapo y se agité vigorosamente por 15 s. Después se

agreg6 suficiente solucion saturada de NaCl para que el hexano con los ésteres metilicos se
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colocara en el cuello del matraz. Se transfirieron 2 mL de la solucién hexano en un tubo de ensayo

y se agregaron 50 mg de sulfato de sodio anhidro [67].

La solucién de hexano seca con los ésteres metilicos sintetizados a partir del AUC se analizaron
en un cromatografo de gases 5890N acoplado a un detector selectivo de masas 5975B VL
(Agilent Technologies). Un pL de esta solucién fue inyectado. La separacion de los ésteres se
obtuvo con una columna capilar 5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym) manteniendo el flujo constante
a 1 mL min?(12.75 psi). La temperatura del puerto de inyeccién se mantuvo a 280 °C, con helio
como gas acarreador. La temperatura inicial del horno fue de 150 °C, posteriormente se elevé a
210 °C con una rampa de 10 °C minty por ultimo hasta 270 °C con una rampa de 5 °C min* [68].
La temperatura de la interfase se mantuvo a 290 °C. Los resultados espectrométricos fueron
obtenidos mediante el modo de adquisicion SCAN, en un rango de masas de 10 a 300 UMA, con
una energia de ionizacién de 70 eV. La identificacion de ésteres metilicos se realizé a través de
la libreria NISTO5a. EIl rendimiento de la reaccion de transesterificacion se realiz6 mediante un
estandar externo (miristato de metilo) grado analitico por triplicado. La cuantificacion se llevé a
cabo mediante estandares grado analitico de los ésteres metilicos encontrados, con curvas de
calibracion de 5 puntos

8.3.8 Determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno
El coeficiente de transferencia de oxigeno (k.a) se estimé con experimentos en las botellas

serolégicas mediante la Ecuacion 3 [69].

0.872
Ecuacion 3 kLa:16-610n1'087(éj

Donde k.a es el coeficiente de transferencia de oxigeno (h?), n es la frecuencia de agitacién (s?),

A es el area superficial del liquido en el frasco inmévil (cm?), y V es el volumen de llenado (cm?3).

El k.a en el BAL se determin6 por el método dinamico utilizando un electrodo de oxigeno disuelto
(ADI dO2, Applisens) [56].

8.4 CARACTERIZACION DE LOS BIOEMULSIFICANTES

8.4.1 Purificacion de los bioemulsificantes
El bioemulsificante producido en los BALs (ver 8.3.2) se purifico de la siguiente forma: las células
se eliminaron por centrifugacion (10,000 g, 4 ° C, 20 min) [66]. Se afiadieron dos litros de

isopropanol (J. T. Baker, 99%) al sobrenadante libre de células para la precipitacion del BE. El
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BE se recolecté luego por centrifugaciéon (10,000 g, 4 ° C, 5 min), se suspendié en 100 mL de

agua destilada y se liofilizé para conservar el producto [50]. Cien miligramos de producto liofilizado
(BE crudo), se suspendieron en 100 mL de agua destilada y se ultrafiltraron con un sistema de
célula agitada usando una membrana de ultrafiltracién de corte Omega polietersulfona de 30 kDa
(PALL, EE. UU.). Se inyectd aire en el sistema después de pasar a través de una membrana de
politetrafluoroetileno (20 um) a 10 psi. Se realizé una diafiltracion discontinua, de modo que se
diluy6 repetidamente hasta el volumen original (100 mL), usando agua destilada hasta que la

conductividad de la solucién filtrada fue menor que 0.05 mS cm [46].

8.4.2 Carbohidratos totales

Los carbohidratos totales se determinaron mediante el método fenol-sulfarico [70]. A 1.0 mL de
muestra se adicionaron 0.5 mL de una solucion de fenol al 5.0 %. Se homogeneizé y se agregaron
2.5 mL de H,S04 concentrado. Se homogeneizé cuidadosamente y se dejé en reposo durante 15
min. Por Ultimo, se ley6 la densidad Optica 480 nm. La cuantificacion se llevé a cabo mediante
una curva de calibracion de 5 puntos utilizando glucosa anhidra (J. T. Baker, 99.9%) como patrén

de referencia.

8.4.3 Proteina soluble

La proteina soluble se determiné por el método de Bradford [71]. A 160 uL de muestra se
agregaron 40 uL de reactivo de Bradford concentrado (Bio-Rad). Se homogeneizé y se dejé en
reposo durante 5 min. Por dltimo, se leyé la densidad Optica 582 nm. La cuantificacion se llevé a
cabo mediante una curva de calibracién de 5 puntos utilizando albumina sérica bobina (J. T.

Baker, 99.9 %) como patrdn de referencia.

8.4.4 Tension superficial
La tensién superficial de los sobrenadantes libres de células se determind con un tensiémetro de
burbuja SensaDyne QC6000 (Chem-Dyne Research Corporation, EE. UU.), Usando agua y

etanol como referencia (25 °C).

8.4.5 Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC)

Las distribuciones de peso molecular de los BEs purificados (5 mg) se obtuvieron usando un
cromatografo de liquidos serie Agilent 1260 equipado con detector de indice de refraccion y dos
columnas de PL aquagel-OH (Waters, EE. UU.). En series colocadas en un termostato a 25 °C y
calibrado con patrones de polietilenglicol (PEG) (Agilent, EE. UU.). Se utiliz6 agua desionizada
(Milli-Q-UV, Merck) como fase mévil a 0.8 mL min* de flujo. Las muestras se disolvieron en la

fase movil y se filtraron (filtro de 0.45 ym) antes de la inyeccién en el cromatégrafo.
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8.4.6 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se registraron usando un
espectrémetro Spectrum RXI (Perkin Elmer, EE. UU.) en discos KBr (1:100 p/p) en el intervalo de
longitud de onda de 4,000 - 400 cm™.

8.4.7 'H andlisis de RMN
Los espectros de *H NMR de los BEs purificados se registraron usando un espectrémetro de
unidad 9.4 T MR (Varian, EE. UU.) a 400 MHz usando agua deuterada como disolvente. El

desplazamiento quimico de ?H.O fue a 5.79 + 0.01 ppm.

8.4.8 Andlisis elemental
Los contenidos totales de carbono, hidrégeno, nitrégeno y azufre de los BEs purificados se
determinaron usando un analizador elemental 2400 (Perkin Elmer, EE. UU.).

8.5 ESTABILIDAD DE LOS BIOEMULSIFICANTES

Los estudios de estabilidad se realizaron usando soluciones de BEs purificados en agua destilada
(500 mg LY). Para la estabilidad salina, las soluciones de los BEs se suplementaron con diferentes
concentraciones de NaCl (de 10, 20, 40y 50 g L'!). Para la estabilidad a cambios de pH, el pH de
cada solucion de BE se ajusté a 3, 5, 7, 9 y 10 mediante la adicién de HCI 2 M o NaOH 2 M con
homogeneizacion suave. Para la estabilidad a cambios de temperatura, las soluciones de los BEs
se mantuvieron a 40, 60, 80 y 121 °C durante 30 minutos, y luego se colocaron a temperatura
ambiente (alrededor de 25 °C). Se us6 una solucién de cada BE (0 g de NaCl L, pH 7.0y 25 °C)
como control. Se determiné la actividad emulsificante (EA) cada una de las soluciones de los BEs.
La actividad emulsificante relativa (EAr) se calcul6 de la siguiente manera:

Ecuacion 4 EA, :%

Donde EA~ es la actividad emulsificante del tratamiento y EAc es la actividad emulsificante de su

control.

8.6 ANALISIS ESTADISTICO

El algoritmo de estimacion de Levenberg-Marquardt se utilizd para el ajuste no lineal del modelo
de Gompertz reparametrizado. Se realizaron andlisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc
de Tukey (a = 0.05). Se realizaron pruebas t para comparar dos medias de grupos independientes

(a=10.05). ANOVA y comparaciones multiples versus el grupo de control (método de Dunnett) se
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realizaron para los estudios de estabilidad (a = 0.05). El andlisis estadistico se analizé con el
software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc, 2011).
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 CINETICAS DE PRODUCCION DE LOS BIOEMULSIFICANTES

La mayoria de los microorganismos productores de BEs utilizan FC hidrofébicas para su
crecimiento. Sin embargo, Acinetobacter venetianus RAG-1 no sélo crece en una variedad de FC
hidrofébicas, sino que también produce BE a partir de FC hidrofilicas [8]. Para determinar la
capacidad de Acinetobacter bouvetii UAM25 para producir BES, se ensayaron cinéticas de
produccion de BE con una FC hidrofilica (etanol), una hidrofobica (aceite usado de cocina) y una
mezcla de ambas (glicerol-hexadecano) en botellas seroldgicas.

9.1.1 Cinéticas de produccion de los bioemulsificantes en botellas serologicas

Las cinéticas de produccion de los BEs de A. bouvetii UAM25 en botellas serolégicas se muestran
en la Figura 5. Se observé que A. bouvetii UAM25 produjo BEs a partir de las tres FCs y energia
ensayadas. La Figura 5 muestra que la actividad emulsificante (AE), una medida indirecta de la
produccion del BE, se increment6 conforme el crecimiento bacteriano. Estos resultados son
consistentes con lo observado con la produccién de Emulsan [8] y con el comportamiento de un
metabolito primario [6]. La mayoria de las producciones de BEs se han reportado como asociadas
al crecimiento [72]. La AE permanecié constante durante la fase estacionaria de crecimiento de
A. bouvetii UAM25, lo cual indicé que la produccion de los BEs se termind. Por lo tanto, la

produccion de los BEs fue ligada al crecimiento sin importar la FC empleada.

Los parametros cinéticos de produccion de los BEs y de crecimiento de A. bouvetii UAM25 fueron
estimados a partir de los datos experimentales (Tabla 2). El crecimiento maximo (UFCmax) fue
similar sin importar la naturaleza de la FC y energia ensayada. Ademas, se observé que la
actividad emulsificante maxima (AEmax = 22.1 + 1.8 UE mL™1), la tasa volumétrica de produccion
(gp = 0.46 £ 0.04 UE (mL h)?) y la tasa especifica de crecimiento maxima (u = 0.58 + 0.09 h?)
fueron significativamente mayores (P<0.05) cuando la FC ensayada fue aceite usado de cocina
(AUC). Estudios en produccion de BSs han demostrado que el uso de aceites vegetales usados
como FCs mejoran su produccion [73-75]. Este resultado se puede explicar debido a que el AUC
es la fuente de carbono con mayor rendimiento energético (20.2 mol ATP (mol C)?, ver 2.5.2) por

lo que A. bouvetii UAM25 tuvo a su disposicién mayor energia para crecer y producir el BE.
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Figura 5. Cinéticas de produccién de los bioemulsificantes (@, ™, ¢) y de crecimiento de A. bouvetii
UAM25 (O,00,9) en botellas serolégicas con tres diferentes fuentes de carbono: Etanol (a), una mezcla de
glicerol-hexadecano (b) y aceite usado de cocina (c). Cada punto representa el valor promedio de tres
réplicas independientes y las barras indican la desviacion estandar.
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Tabla 2. Parametros cinéticos de produccion de los BEs y de crecimiento estimados en botellas
serolégicas. Letras distintas indican diferencias significativas (a = 0.05, prueba Tukey).

EAmax qP UFCmaX lu

Fuente de C UE mL* UE (mL hy* UFC mL* b
Etanol 9.3+15" 0.19 +0.03" 2.0 £0.3x10° 0.36 +0.07°
Glicerol-Hexadecano 8.9+0.1° 0.18 +0.01° 1.2 +0.1x10° 0.27 + 0.04°
AUC 22.1+1.8° 0.46 + 0.042 1.7 £ 0.1x10° 0.58 + 0.09°

EAmax, actividad emulsificante maxima; qp, tasa volumétrica de produccion; CFUmax, Crecimiento maximo;
u, tasa especifica de crecimiento maxima. Los resultados expresan la estimacion = el error estandar.

Estudios sobre produccién de BEs han reportado diferentes valores de p, por ejemplo;
Agrobacterium strain C58C1 pTFS40 creciendo en medios definidos a base de sacarosa exhibi6
una u de 0.27 h'! [76]. Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa PAO1 creci6 en aceite de girasol
con una p de 0.16 h [77], Acinetobacter venetianus RAG-1 en etanol crecié con una p de 0.2 ht
[8] y Acinetobacter baylyi ADP1 con glucosa presenté una p de 0.30 h? [78]. Tomando estos
reportes como referencia, la p de A. bouvetii UAM25 fue similar o mayor que otras especies que
representen el género Acinetobacter. Esta capacidad demuestra el potencial metabdlico de A.

bouvetii UAM25 para consumir diferentes fuentes de carbono.

Varios estudios han demostrado la capacidad de las especies de Acinetobacter para consumir
FCs hidrofilicas, hidrofébicas o mezclas de ambas fuentes de carbono para la produccién de BEs
[8,10,11]. Sin embargo, pocos reportes han realizado estudios cinéticos de crecimiento y
produccion de BEs [12]. Ademas, existen pocas publicaciones sobre produccion de BEs en
biorreactores. Por lo tanto, los estudios de produccién de BEs en biorreactores también son
necesarios para ampliar el conocimiento sobre la produccion de BEs y esto permita el desarrollo

de tecnologias que logren llevar su produccion a una mayor escala.

9.1.2 Cinéticas de produccion de los bioemulsificantes en biorreactores airlift

Con el objetivo de contribuir con el estudio de la produccién de BEs en biorreactores, se realizaron
cinéticas de produccion de los BEs de A. bouvetii UAM25 en BAL de un litro de operacion. En la
Figura 6 se muestra la AE y el crecimiento bacteriano, durante 48 h, con las tres FC ensayadas.
Se observé que la producciéon de los BEs de A. bouvetii UAM25 estuvo ligada al crecimiento,
resultado similar al observado en experimentos previos en botellas seroldgicas (ver Figura 5).
Ademas, se observo AE desde las primeras horas de cultivo (0 — 24 h), lo que indic6 una liberacién
temprana del BE. Es probable que la hidrodinamica presente en el BAL haya favorecido dicha

liberacion del BE.
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Figura 6. Cinéticas de produccién de los bioemulsificantes (@, m, ¢) y de crecimiento de A. bouvetii
UAM25 (O,00,0) en biorreactores airlift con tres diferentes fuentes de carbono: Etanol (a), una mezcla de
glicerol-hexadecano (b) y aceite usado de cocina (c). Cada punto representa el valor promedio de dos
réplicas independientes y las barras indican la desviacién estandar.
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A partir de las cinéticas de produccion de los BEs en BAL se estimaron los parametros cinéticos

de produccién de los BEs y de crecimiento de A. bouvetii UAM25 (Tabla 3). Vale la pena sefialar
que el BE producido con AUC mostré mayor EAmax, (19.0 = 0.4 EU mL*) y mayor g, (0.40 £ 0.01
UE (mL h)?) en comparaciéon con los BEs producidos con etanol y con la mezcla glicerol-
hexadecano. Estos resultados fueron similares a los observados en botellas seroldgicas. En estos
experimentos, la p y la produccion de biomasa (X) fueron similares con las tres FCs ensayadas
en el BAL. Estos resultados indicaron que: (i) la produccién de BE fue mayor cuando la FC fue
AUC vy (ii) el potencial metabdlico de A. bouvetii UAM25 para consumir FCs hidrofilicas e
hidrofébicas.

Tabla 3. Parametros cinéticos de produccion de los BEs y de crecimiento estimados en BAL. Letras
distintas indican diferencias significativas (a = 0.05, prueba Tukey).

AEmax QP UFCmaX /l X
Fuente de carbono
UEmL!' UE (mLh)? UFC mL* ht mg
Etanol 85+04° 0.18+0.01° 3.2+0.1x10® 0.42+0.05 8025
Glicerol-HXD 9.4+05° 0.20+0.01° 129+4.7x10°®° 0.31+0.04 103+5
AUC 19.0+0.42 0.40+0.012 35+21x10® 0.38+0.04 8712

EAmax, actividad emulsificante maxima; qp, tasa volumétrica de produccion; CFUmax, Crecimiento maximo;
u, tasa especifica de crecimiento maxima. Los resultados expresan la estimacién + el error estandar. Los
resultados de biomasa expresan el promedio + la desviacién estandar.

9.1.3 Potencial de Acinetobacter bouvetii UAM25 como productora de bioemulsificantes

A. bouvetii UAM25 no crece con glucosa como Unica fuente de carbono (FC) y energia [64]. Sin
embargo, es capaz de crecer con petréleo crudo maya, aceite lubricante usado, aceite de ricino,
AUC [64], etanol y glicerol-HXD como Unicas FCs y energia. Lo anterior demostré el potencial
metabdlico de A. bouvetii UAM25 para consumir diferentes FCs. En el presente estudio y en el
realizado para obtener el grado de maestria [64], el AUC fue la FC en la que se observé mayor
AE. Por lo que resulta de gran interés determinar qué compuestos presentes en el AUC consume
A. bouvetii UAM25 para producir el BE. Durante las cinéticas de produccion del BE a partir de
AUC se evalud la variacibn de ésteres metilicos residuales producidos como metabolitos
intermediarios que fueron determinados durante la cinética de produccién del BE a partir de AUC
(Figura 7a). El oleato de metilo se cuantific6 en 6.7 + 0.4 g L' alas 6 hy disminuy6a3.2+0.1g
LL. El linoleato de metilo se determin6 en 5.0 + 0.3 g L' las 6 h y disminuy6 a 2.3 +0.1 g L. El
palmitato de metiloen 1.2 + 0.1 g L las 6 h y disminuy6 a 0.6 + 0.04 g L. El estearato de metilo
en 0.8 +0.02 g L' las 6 hy disminuyé a 0.4 + 0.02 g L. Los resultados anteriores indicaron que

A. bouvetii UAM25 fue capaz de consumir todos los &cidos grasos procedentes del AUC utilizado.
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Figura 7. Variacién de ésteres metilicos residuales (a) y su distribucién porcentual (b) durante la cinética
de produccion del BE a partir de AUC. Oleato de metilo (m), linoleato de metilo (), palmitato de metilo
(m) y estearato de metilo (). Valor promedio de 2 repeticiones.

En la Figura 7b se observa la distribucién porcentual de los ésteres metilicos durante la cinética
de consumo de AUC, cabe resaltar que la proporcion de ésteres metilicos se mantuvo constante
durante la cinética, lo que sugiere que A. bouvetii asimilé6 de manera indistinta los acidos grasos
procedentes en el AUC utilizado. Los resultados anteriores sugieren que A. bouvetii UAM25 tuvo

la capacidad metabdlica para consumir 4cidos grasos saturados e insaturados de forma indistinta.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la cinéticas de produccion de los BEs en botella
serolégica y en el BAL fueron similares (ver Tabla 2 y Tabla 3). La AEmax Y la gp fueron iguales
con todas las FCs y el cambio al biorreactor no tuvo efecto (P > 0.05). Las UFCnax €n el BAL con
etanol y AUC fueron menores que en botella seroldgica (P < 0.05). También, la u en el BAL con
AUC fue menor que en botella serolégica (P < 0.05). Estas diferencias no fueron tan importantes,
como se esperaba, si se toma en cuenta las diferencias que existen entre la hidrodindmica de

ambos sistemas de produccion.

Un fendmeno que siempre es importante evaluar en el crecimiento de microorganismos aerobios
es la transferencia de oxigeno de la fase gas a la fase acuosa [56,69]. El coeficiente de
transferencia de oxigeno (K.a) es usado para comparar la eficiencia de transporte de oxigeno en
un biorreactor. El K.a en botellas seroldgicas bajo las condiciones de cultivo ensayadas (MM, n =
200 min?, A=21.24 cm?, V = 50 cm?, 30 °C) se estimé en 29.14 h'* [69] y en el BAL (MM, Ug =
0.6 cm s?, 30 °C) se determiné en 10.49 + 0.01 h'. Es decir, el Kia en el BAL fue
aproximadamente tres veces menor al K.a en las botellas seroldgicas, el crecimiento del A.

bouvetii UAM25 fue ligeramente menor en el BAL (P < 0.05) pero la produccion de BEs fue similar
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en ambos biorreactores (P > 0.05). Estos resultados sugieren que el transporte de oxigeno desde

la fase gas hasta la fase liquida no afecté la produccién de BEs.

Antes de proponer una explicacion a la anterior observacion, es importante mencionar que A.
bouvetii UAM25 formd biopelicula en todos los medios (sélidos y liquidos) y biorreactores (caja
Petri, matraces y BALS) que fueron utilizados en este estudio. Las biopeliculas son agregados
bacterianos adheridos a una superficie o interfase y recubiertos de una matriz abundante de
sustancias poliméricas extracelulares [79]. Al formar una biopelicula, las células bacterianas son
capaces de controlar la permeabilidad de la biopelicula y se producen fenébmenos hidrodinamicos
y de conveccion-difusion acoplados sumamente complejos [80,81]. Esta capacidad de regular la
absorcion de gases y sustancias quimicas provoca una barrera para el transporte de nutrientes
desde la fase liquida hasta las células de la biopelicula [82,83]. Esto implica que el transporte de
oxigeno desde la fase gas hasta la fase liquida deja de ser el paso que limita la trasferencia de
oxigeno [80]. Lo anterior podria explicar las similitudes observadas en cuanto al crecimiento de
A. bouveti UAM25 y la produccibn de BEs en matraces y BALs. Es probable que,
independientemente de las condiciones ambientales, el metabolismo de la bacteria esta dirigido
por su capacidad de: (i) formar la biopelicula y (ii) de regular el transporte de nutrientes dentro de

la misma.

Los resultados anteriores confirman el potencial de la bacteria A. bouvetii UAM25 para producir
BEs a partir de distintas FCs. En este punto de nuestra investigacion, era importante determinar
el efecto de la FC sobre las caracteristicas y la naturaleza del BE que se produce. Con el objetivo

de dilucidar este efecto, se caracterizaron los BEs producidos en BAL.

9.2 CARACTERIZACION DE LOS BIOEMULSIFICANTES

Los BEs producidos por especies de Acinetobacter pueden ser exopolisacaridos [8] o lipopéptidos
[84]. Para determinar la naturaleza del BE producido por A. bouvetii UAMZ25, se cuantificaron los
carbohidratos totales y la proteina soluble. La Tabla 4 muestra la composicion bioquimica y la AE
de los sobrenadantes libres de células y los BEs purificados, ademas de la cantidad de BE
purificado por cada BAL (1 L, 48 h de cultivo).
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Tabla 4. Composicién quimica, actividad emulsificante y produccién de bioemulsificantes por A. bouvetii

UAM25. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los BEs (a = 0.05, prueba de Tukey) y el

asterisco indica diferencias significativas entre SLC y BE purificado (a = 0.05, prueba t).
Carbohidratos

Proteina soluble
totales AE BE

(mg LY (mo L

SLC BE
SLC BE sLC BE (mg LY
(UEmL?Y)  (UE mg?)
BEe 96 + 18P 86 + 19 31+16P 15+1.1% 8.0+ 1.6° 46.6 +7.1° | 145+ 15
BEgH 69 + 2b 626 19+ 1P 9.4 +2.7* 9.9+0.2° 495+4.2> | 151 +41

BEw | 287 +242 114 +11* 251 +£432 12.2 + 5.6* 185+0.68 76.2+3.52 | 225+2

SLC, sobrenadante libre de células; BE, bioemulsificante; BEe, BE producido con etanol; BEcH, BE
producido con la mezcla de glicerol-hexadecano; BEw, BE producido con aceite usado de cocina. Los
resultados son el promedio + la desviacién estandar de dos biorreactores airlift independientes después de
48 h de cultivo.

En el sobrenadante libre de células (SLC), las concentraciones totales de carbohidratos fueron
mayores que las concentraciones totales de proteina soluble con las tres fuentes de carbono. Por
lo tanto, se aplicé un procedimiento de purificacion para carbohidratos. La proteina soluble en los
BEs purificados fue menor que los SLCs, pero la AE no disminuyd. Este resultado sugiere la
ausencia de lipopéptidos en los BEs de A. bouvetii UAM25. Por otro lado, la mayor cantidad de
proteina soluble se midié en el SLC del bioemulsificante producido a partir de AUC (BEw),
mientras que el pH (6.18 + 0.19) fue mas bajo que con los otros dos SLCs (6.80 + 0.13 con el
bioemulsificante producido a partir de etanol (BEg) y 7.11 = 0.12 con el bioemulsificante producido
con la mezcla glicerol-hexadecano (BEgh)). Estos resultados sugieren la presencia de acidos
grasos libres. Probablemente, se liberaron acidos grasos libres debido a la hidrélisis enzimatica
de triacilglicéridos, el principal componente de AUC; las enzimas que catalizan la hidrélisis de
triacilglicéridos, conocidas como lipasas, son de gran importancia para su posible aplicacion en
sintesis organica [85,86]. Otras especies del género Acinetobacter, como A. baylyi [85],
Acinetobacter sp. XMZ-26 [87] y Acinetobacter sp. [88], se ha informado que son productores de
lipasas. Hasta donde sabemos, este informe es el primero en sugerir que Acinetobacter bouvetii

produce lipasas.

El BEw mostré la mayor AE en el sobrenadante libre de células y en el BE purificado (18.5 + 3.5
EUmL?'y 76.2 £ 3.5 EU mg™?, respectivamente) pero no se observaron diferencias significativas
(P > 0.05) en la produccion de los BE purificados. A. bouvetii UAM25 produjo en promedio 173

mg L de BE utilizando cualquiera de las tres fuentes de carbono (Tabla 4). Amani y Kariminezhad
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[6] reportaron un rendimiento de 900 mg L para el Emulsan producido por A. calcoaceticus PTCC

1318 a partir de aceite de girasol. Su y col. [8] reportaron un rendimiento de 60 mg L* para el
Emulsan producido por A. venetianus RAG-1 a partir de etanol. BEE y BEgn mostraron AEs

similares en los SLCs y en los BE purificados (Tabla 4).

Por otro lado, las concentraciones totales de carbohidratos fueron similares después de la
purificacién de carbohidratos para todos los BEs. Esto sugiere que los BEs producidos por A.
bouvetii UAM25 estan compuestos principalmente de exopolisacaridos. Ademas, debido a que el
BEw presentd mayor AE que el BEe y el BEgH, esto sugiere que el AUC influyé en la parte
hidrofébica del BEw. Las especies de Acinetobacter producen exopolisacaridos, como el Emulsan
y los ramnolipidos [89,90]. El Emulsan es un lipo-heteropolisacéarido poli-anidnico producido por
A. calcoaceticus PTCC 1318 [6] y A. venetianus RAG-1 [8].

El Emulsan y los ramnolipidos pueden disminuir la tension superficial del medio de cultivo [89,90].
Sin embargo, en este estudio no se observo la disminucion esperada en la tension superficial en
los SLCs, solo un valor promedio de 67.9 £ 8.2 mN m. Se ha reportado que el Emulsan disminuye
la tension superficial de los sobrenadantes de 70 a 27 mN m™ [6] y los ramnolipidos de A. junii
BD de 70 a 31 mN m™ [89]. Los BE son biosurfactantes de alto peso molecular capaces de formar
emulsiones estables con hidrocarburos; a diferencia de los biosurfactantes de bajo peso
molecular, las BE no reducen la tension superficial [3]. Por lo tanto, los BEs producidos por A.
bouvetii UAM25 fueron relacionados con el grupo de alto peso molecular, que fue corroborado
por los analisis SEC (ver 8.4.5). La Tabla 5 muestra los altos pesos moleculares de los BEs

producidos por A. bouvetii UAM25, con la observacién de dos bandas en el cromatégrafo.

Tabla 5. Peso molecular de los bioemulsificantes producidos por A. bouvetii UAM25. Diferentes letras
indican diferencias significativas (a = 0.05, prueba de Tukey).

Mo (kDa) PDI, Mn2 (kDa) PDI,
BE: 3,999 + 482 1.05 352+ 17° 1.27
BEcH 4,320 + 722 1.04 485 + 39% 1.14
BEw 3,279 + 125° 1.03 551 + 92 1.16

Mn, peso molecular promedio en ndmero; PDI, indice de polidispersidad; BE, bioemulsificante; BEg, BE
producido a partir de etanol; BEgn, BE producido a partir de la mezcla de glicerol-hexadecano; BEw, BE
producido a partir de aceite usado de cocina. Los resultados son el promedio + la desviaciéon estandar de
dos mediciones independientes.

Mhn1 en particular tiene un indice de polidispersidad estrecho (1.04) que podria indicar alta pureza.
La determinacién de dos distribuciones para cada muestra (Mn1 Y Mn2) indicaron dos componentes
principales en los BEs (pesos moleculares promedio de 4,866 + 533 y 462 + 101 kDa,

respectivamente). Esto esta de acuerdo con lo informado para el Emulsan, con un peso molecular
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promedio de 1,000 kDa [8], formado por una mezcla de dos polimeros de aproximadamente el 80

% de un lipopolisacéarido y el 20 % como un exopolisacarido de alto peso molecular [91]. Estos
resultados indicaron que los BEs de A. bouvetii UAM25 tienen una estructura molecular con

diferentes peso molecular y diferente actividad superficial a los otros BEs reportados.

Por otro lado, la composicion de los BEs se estudié mediante andlisis FTIR y la Figura 8a muestra
un espectro representativo del BEe. Todos los espectros muestran una banda ancha en 3,000 —
3,500 cm? asignada a los grupos hidroxilo [92], y otra banda ancha en 1,000 - 1,150 cm?
representativa de los grupos —C-0 y —C—O-C- que son espectros tipicos de carbohidratos [93].
Ademas, se observaron bandas para los enlaces C—H asignadas a cadenas alifaticas en la regién
de 2,800 — 3,000 cm™ [94]. La presencia de los grupos metileno y metilo se confirmaron en 1,300
— 1,480 cm™ [3,93]. Otra banda de absorcién fuerte en 1,641 — 1,648 cm™ reveld la presencia de
grupos carbonilo [95,96]. Las bandas observadas en la regiéon de 674 - 900 cm denotaron el pico
caracteristico para los compuestos heteropolisacaridos, de acuerdo con Rani y col. [96]. Una
banda de absorcién en 1,536 — 15,46 cm™ se asign6 al estiramiento del enlace C—N, y en 512 -
529 cm™ se observaron sefiales que fueron caracteristicas de derivados de azlcares [3,96]. Los
andlisis FTIR revelaron la presencia de carbohidratos y cadenas alifaticas que corroboraron que
los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 fueron lipo-heteropolisacéridos.

El andlisis 'H RMN de la muestra del BEg, mostrada en la Figura 8b como un espectro
representativo, presentd una sefial caracteristica entre 0.80 y 0.97 ppm para el grupo —CHs y
entre 1.00 y 1.40 ppm sefiales indicativas de metilenos de las cadenas alifaticas [3,97,98]. Estos
datos corroboraron lo observado en el andlisis FTIR con la presencia de cadenas alifaticas en la
estructura quimica de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25. La sefial de 1.90 a 2.00 ppm
sugiere la presencia del —CHs del grupo O-acetilo, mientras que en 2.00 - 2.25 ppm indic6 el —
CHs del grupo lateral de acetamida [99]. Sefiales amplias de 3.5 a 4.5 ppm se asignaron a los
protones anulares que se observan en los polisacaridos [97,99,100]. La estructura del
polisacarido fue confirmada por la sefial en 5 — 5.3 ppm asignada a protones anoméricos [99].
Por lo tanto, el andlisis de *H NMR apoyé el andlisis FTIR e indicé que todos los BEs producidos

por A. bouvetii UAM25 fueron lipo-heteropolisacaridos.
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Los andlisis FTIR y *H NMR también sugieren que los BE producidos por A. bouvetii UAM25 entre

ellos, solo difieren en sus cadenas alifaticas. En este sentido, BEw mostré un mayor caracter
hidrofébico en comparacion con BEe y BEcn (ver Anexo, Figura 2-A). Estudios previos
demostraron que la composicion de acidos grasos en las cadenas alifaticas de Emulsan varia
segun el uso de diferentes fuentes de carbono [101]. El AUC se analizé mediante GC-MS y se
identificaron acidos grasos insaturados de 18 carbonos (ver 9.1.3). El mayor caracter hidrofébico
de BEw podria deberse que A. bouvetii UAM25 utilizé los acidos grasos del AUC para la sintesis
del BE. Se ha observado que, después de la entrada en la célula, los acidos grasos libres se
catabolizan o se incorporan directamente a los lipidos complejos [102]. Este aumento en el
caracter hidrofobico podria explicar una mayor afinidad por los compuestos hidrofébicos, y por lo
tanto el aumento en la actividad emulsificante de BEw observada en la Tabla 4. Ademas, el
andlisis elemental de los BEs (Tabla 6) revel6 la presencia de C 43.3 £ 4.1 %, H 7.3+ 0.9 %, N
6.4+3.7%yS0.6+0.1% en peso.

Tabla 6. Composicién elemental (expresada como distribucién porcentual masiva) de los
bioemulsificantes producidos por A. bouvetii UAM25. Diferentes letras indican diferencias significativas (a
= 0.05, prueba de Tukey).

C H N S 0]

BEe 40.98 + 0.69 6.96 + 0.02° 9.03 +1.242 0.68 +0.17 42.34 +2.12
BEch 40.93 + 0.01 6.63 £ 0.11° 8.04 + 0.39? 0.54+0.14 43.87 +0.41
BEw 48.02 + 7.64 8.26 + 0.51* 2.15+1.21° 0.69 +0.10 40.88 + 9.45

BEEg, BE producido a partir de etanol; BEch, BE producido a partir de la mezcla de glicerol-hexadecano;
BEw, BE producido a partir de aceite de cocina de desecho. Los resultados se expresan como el promedio
+ la desviacién estandar de dos mediciones independientes.

Es notable destacar que este estudio, segun nuestro conocimiento, es el primero que reporta la
composicion elemental de los BEs producidos por A. bouvetii. Los BEs mostraron composiciones
elementales similares de C, Sy O. BEw mostré una composicién mas alta de H y una composicion
menor de N con respecto a el BEe y el BEgn. Estos datos corroboraron que los BEs producidos
por A bouvetii UAM25 sélo difieren en sus cadenas alifaticas. Por otro lado, el contenido de CHN
de los BEs fue similar al reportado para los exopolisacaridos producidos por Paenibacillus pabuli
ATSKP (37.5: 5.90: 8.28) [103] y el contenido de CHNP fue diferente al reportado para el
exobiopolimero de A. haemolyticus MG606 (10.4: 2.6: 1.7: 0.3) [66]. El andlisis elemental sugirié
que los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 fueron macromoléculas similares: complejos de

lipo-heteropolisacéridos de alto peso molecular que soélo difieren es sus cadenas alifaticas.
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9.3 ESTABILIDAD DE LOS BIOEMULSIFICANTES

Los BEs con alto peso molecular pueden formar emulsiones estables [4]. En general, los BE que
son glicolipidos muestran una alta estabilidad en condiciones extremas de salinidad, pH vy
temperatura [1,2]. La Figura 9 muestra el efecto de la salinidad (a, g de NaCl L), el pH (b) y la
temperatura (c, °C) sobre la actividad emulsificante relativa (AEr) de los BEs producidos por A.
bouvetii UAM25. La AEr se calculd a partir de la AE de cada tratamiento con relacién a su
respectivo control (0 g de NaCl L?, pH 7.0, 25 °C). El aumento en la concentraciéon de NaCl no
disminuyd la AEr de los BEs. En cambio, la AEr del BEgy aumentd en una concentracion de NaCl
de 20y 50 g L** (Figura 9a). Estos resultados fueron similares a los reportados para la estabilidad
del exopolisacéarido Rhizobium tropici LBMP-CO01 [38] y del biosurfactante de Bacillus subtilis [39].
Los tensioactivos idnicos son muy sensibles a los electrolitos; este fenémeno se produce porque
los electrolitos afectan directamente los grupos carboxilicos del biosurfactante, lo que disminuye
su AE [38,104]. En nuestros resultados, los andlisis FTIR y NMR indicaron que los BEs de A.
bouvetii UAM25 no contienen grupos carboxilicos, 1o que explica por qué la concentracién de

NaCl no disminuy6 la AEr de los BEs.

Por otro lado, el pH no afecté la AEr de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 (Figura 9b).
Se han reportado resultados similares para la estabilidad del Alasan de A. radioresistens KA53
[9] y del exopolisacarido de Rhizobium tropici LBMP-CO01 [38]. Se observé un ligero aumento en
las AEr de los BEs a pH 10, probablemente porque en soluciones alcalinas los biopolimeros
adquieren un comportamiento aniénico, lo que conduce a una reduccion en la tension superficial
[38].

La temperatura no disminuy6 la AEr de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 (Figura 9c). El
BEen mostré activacion por calor. Es bien conocido que las emulsiones son sistemas
termodindmicamente inestables y que cualquier aumento en la temperatura dard como resultado
un aumento de las tasas de colisién de las gotas. Sin embargo, los BEs de alto peso molecular
disminuyen este fendmeno debido a su tamafio [104]. BEs de las especies de Acinetobacter se

ha reportado como termoestables [3,9].
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Figura 9. Efecto de la salinidad (a, g de NaCl L), pH (b) y temperatura (c, °C) sobre la actividad
emulsificante relativa (EAr) de BE de A. bouvetii UAM25. El asterisco indica diferencias significativas (a =
0.05, método de Dunnett). BEg, BE producido con etanol; BEcH, BE producido con la mezcla de glicerol-
hexadecano; BEw, BE producido con aceite usado de cocina. Los resultados son el promedio * la
desviacién estandar de dos mediciones independientes.
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Nuestra evidencia experimental muestra la notable estabilidad de los BEs producidos por A.

bouvetii UAM25 bajo todas las variaciones de salinidad, pH y temperatura ensayadas. Estudios
previos han demostrado que los BEs de alto peso molecular suelen ser moléculas
extremadamente estables [3,9]. Ademas, recientemente se demostré la capacidad del BE
producido con hexadecano por A. bouvetii UAM25 para emulsificar hidrocarburos aromaticos
policiclicos [46]. Por lo tanto, una posible aplicacion en biotecnologia para estos nuevos BEs

incluye la biorremediacién de suelos y aguas contaminados con hidrocarburos [3, 4].

9.4 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA COMPOSICION QUIMICA DE LOS

BIOEMULSIFICANTES PRODUCIDOS Y SU ESTABILIDAD.
Durante la planeacién de este estudio, se tenia la hipotesis equivocada de que la biomolécula
gue produce A. bouvetii UAM25 con actividad emulsificante era sintetizada por la bacteria para
consumir FCs hidrofébicas. En contraste, A. bouvetii UAM25 produce BE a partir de una FC
hidrofilica como el etanol. Ademas, se demostré que los BEs producidos por A. bouvetii UAM25
se producen como metabolitos primarios; durante las cinéticas de produccién se hizo evidente
que la mayor produccién de BE se observé durante la fase exponencial de crecimiento de A.
bouvetii UAM25 y no durante la fase lag de cultivo (ver 9.1), lo que si se esperaria para una
biomolécula que fuera necesaria para el consumo de la FC. Los hallazgos anteriores sugieren
que A. bouvetii UAM25 produce BEs con otro propdsito. En este sentido, es importante mencionar
que A. bouvetii UAM25 formé una biopelicula con las tres fuentes de carbono ensayadas. Otras
especies de Acinetobacter como A. calcoaceticus MM5, A. junii BB1A y A. oleivorans DR1, entre
otras, se han descrito como productoras de biopeliculas [105-107]. Una biopelicula es una
comunidad multicelular de una o varias especies de microorganismaos, que se puede unir a
cualquier superficie bidtica o abidtica, por lo que se puede formar en la interfaz entre el aire y
agua [107]. La biopelicula esta constituida por exopolisacéaridos, proteinas, ADN y acidos
hamicos, de los cuales, los exopolisacaridos han sido identificados como el constituyente
predominante [106]. La formacién de biopeliculas se caracteriza por un cambio en la
hidrofobicidad celular por medio de la produccion de exopolisacéridos que se acumulan en la
superficie de las células. Luego, una vez que el crecimiento alcanza la fase estacionaria, la
biopelicula se rompe y los exopolisacaridos se liberan al medio [108]. Se ha observado que los
exopolisacéaridos liberados pueden tener actividad emulsificante [105]. A la luz de esta evidencia
se puede inferir que los BEs producidos por A. bouvetii UAM25, caracterizados como lipo-

heteroplisacéaridos (ver 9.2), son el componente principal que sintetiza para la formacion de su
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biopelicula. Esto explica: (i) por qué se producen con cualquier FC (ver 9.1.1), (ii) por qué se

producen asociados al crecimiento celular (ver 9.1.2), (iii) por qué la mayor AE se alcanza durante
la fase estacionaria de crecimiento (ver 9.1.1 9.1.2) y (iv) por qué son similares sin importar la FC
utilizada para su produccion (ver 9.2). Por otro lado, cuando un microorganismo crece en forma
de biopelicula, esta le sirve como capa protectora para la células contra condiciones ambientales
adversas [106,107]. Lo anterior sugiere que la capa protectora debe estar constituida por
biomoléculas sumamente estables frente a diferentes cambios ambientales y esto explica la
notable estabilidad observada para los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 (ver 9.3). En
sintesis, la fuente de carbono no afectdé significativamente la composicidbn quimica y ni la
estabilidad de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25.
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10 CONCLUSIONES

A. bouvetii UAM25 produjo bioemulsificantes a partir de etanol, una mezcla de glicerol-
hexadecano y aceite usado de cocina. La produccion de los bioemulsificantes estuvo asociada al
crecimiento de la bacteria. Ademas, el bioemusificante producido con aceite usado de cocina

presentd la mayor actividad emulsificante.

Los bioemulsificantes fueron macromoléculas similares sin importar la fuente de carbono
utilizada. Todos se caracterizaron como complejos de lipo-heteropolisacaridos de alto peso
molecular. El uso de aceite usado de cocina como fuente de carbono modifico la cadena alifatica
del bioemulsificante producido. Es probable que debido a esta modificacion este bioemulsificante

tuviera la mayor actividad emulsificante.

Por otro lado, la estabilidad de los bioemulsificantes fue similar sin importar la fuente de carbono
utilizada. Los bioemulsificantes fueron notablemente estables bajo todas las variaciones de
salinidad (0 — 50 g de NaCl L), pH (3 — 10) y temperatura (25 — 121 °C) ensayadas.
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11 PERSPECTIVAS

= Optimizar el proceso de purificacion y determinar la estructura quimica de los
bioemulsificantes de A. bouvetii UAM25.

= Optimizar la produccién del BE en biorreactores airlift con miras al escalamiento del
proceso.

= Evaluar la aplicacién de A. bouvetii UAM25 y de su BE en la biorremediacion de suelos y
aguas contaminadas con hidrocarburos.

= Determinar la viabilidad de la aplicacién del BE de A. bouvetii UAM25 en recuperacion
mejorada de petréleo.

= Desarrollar una técnica estandar para el estudio de BEs de alto peso molecular.

= Estudiar la lipasa de A. bouveti UAM25 para definir sus potenciales aplicaciones
industriales.

= Evaluar la produccion del BE y la lipasa de A. bouvetii UAM25 a partir de aceite usado de
cocina a un nivel de escala planta piloto.

= Estudiar la ruta metabdlica de biosintesis del bioemulsificante de A. bouvetii UAM25.

= Estudiar la formacion de biopelicula de A. bouvetii UAM25 para dilucidar las posibles
aplicaciones biotecnoldgicas.
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13 ANEXO

13.1 ESPECTROS DE LOS ESTERES METILICOS PRESENTES EN EL ACEITE USADO DE
COCINA
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Figura 1-A. Espectros de los ésteres metilicos presentes en el aceite usado de cocina.
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13.2 ESPECTROS DE LOS BIOEMULSIFICANTES DE ACINETOBACTER BOUVETII UAM25
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Figura 2—A. Espectros de FTIR del BEe (A), BEcH (B) y BEw (C). Espectros de 'H NMR del BEk (D), BEcH
(E) y BEw (F).
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Abstract

Acinetobacter species are identified as producing surface-active and emulsifying molecules known as bioemulsifiers. Produc-
tion. characterization and stability of bioemulsifiers produced by Acinetobacter bouvetii UAM25 were studied. A. bouvetii
UAM25 grew in three different carbon and energy sources: ethanol. a glycerol-hexadecane mixture and waste cooking oil
in an airlift bioreactor, showing that bioemulsifier production was growth associated. The three purified bioemulsifiers were
lipo-heteropolysaccharides of high molecular weight (4866 +533 and 462 + 101 kDa). The best carbon source and energy
for bioemulsifier production was wasted cooking oil, with a highest emulsifying capacity (76.2 +3.5 EU mg™') as compared
with ethanol (46.6 +7.1 EU mg™"') and the glycerol-hexadecane mixture (49.5 +4.2 EU mg™"). The three bioemulsifiers in
our study displayed similar macromolecular structures. regardless of the nature (hydrophobic or hydrophilic) of the carbon
and energy source. Bioemulsifiers did not decrease surface tension, but the emulsifying capacity of all of them was retained
under extreme variation in salinity (0-50 g NaCl L™"), pH (3-10) and temperature (25-121 °C), indicative of remarkable
stability. These findings contribute to understanding of the relationship between: production, physical properties. chemi-
cal composition and stability of bioemulsifiers for their potential applications in biotechnology. such as bioremediation of
hydrocarbon-contaminated soil and water.

Keywords Bioemulsifier - Acinetobacter bouvetii - Lipo-heteropolysaccharide - Airlift bioreactor

Introduction

Interest in the production of biosurfactants has increased due
to their potential application in the food, pharmaceutical,
and oil industry, as well as in bioremediation of hydrocar-
bon-contaminated sites [1. 2]. Biosurfactants are amphiphi-
lic molecules with surface activity. Bioemulsifiers (BEs) are
high molecular weight biosurfactants with the ability to form
stable emulsions with hydrocarbons [3]. Chemically. BEs
are complex mixtures of heteropolysaccharides. lipopoly-
saccharides. lipoproteins. and proteins. The combination of
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polysaccharide, fatty acid. and protein components confers
BEs better emulsifying potential and capacity to stabilise
emulsions [4].

BEs are produced by a wide variety of microorganisms,
such as Acinetobacter spp. which produce a variety of BEs
[5-71. A. venetianus RAG-1 and A. calcoaceticus PTCC
1318 produced emulsan from ethanol and sunflower oil.
respectively [6. 8]. Emulsan is a polyanionic lipo-heteropol-
ysaccharide which has an average molecular weight of about
1000 kDa. A. radioresistens KA53 produced alasan from
ethanol, a stable BE of high molecular weight. Alasan is a
complex of polysaccharide and protein [9]. A. beijerinckii
ZRS produced a glycolipoprotein complex from hexadecane
[3]. Several studies have demonstrated the capacity of Aci-
netobacter species to consume hydrophilic, hydrophobic or
mixtures of both carbon sources for BE production [8. 10,
11]. However. very few studies have reported kinetic stud-
ies of BE production and growth, which are necessary for
bioreactor design and control [12]. In addition, there are
few publications on BE production in bioreactors. Therefore,
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studies of BE production in bioreactors are also necessary.
The use of airlift bioreactors (ALBs) may be suitable for BE
production, since they present low shear environment and
a reasonable oxygen transfer rate. in addition to low power
consumption [ 13, 14].

A recent study showed that A. bouvetii UAM25 produced
BEs [15], but its production. physical properties. chemical
composition and emulsifier properties were not discussed.
The aims of this study were: (i) to characterise BE produc-
tion by Acinetobacter bouvetii UAM2S from different carbon
sources in an ALB. (ii) to assess the influence of carbon
source on physical and chemical properties of BEs produced.
and (iii) to determine the stability of BEs to elucidate their
potential applications in biotechnology.

Materials and methods
Microorganism

The bacterial strain A. bouvetii UAM25 (GenBank Acces-
sion Number HQ424441.1) is available at the WDCM449
culture collection from Instituto Politécnico Nacional (Mex-
ico) with the number ENCB-MG-076. The strain was kept
in Petri dishes with trypticasein soy agar (Bioxon) broth at
30 °C for 48 h and re-seeded every 2 months.

Carbon sources

Ethanol (J. T. Baker. 99%) had an initial concentration of
10.58 g L™'. A mixture of glycerol (J. T. Baker, 99%) and
n-hexadecane (Sigma-Aldrich, 99%) had an initial concen-
tration of 8.00 and 2.81 g L', respectively. Waste cooking
oil (WCO, provided by the University catering department)
was left standing for 48 h. then decanted and filtered through
Whatman paper (Grade 1). Filtered WCO was stored in a
hermetically sealed glass vessel (1 L) at room temperature
(25 °C) in dark condition and added at an initial concentra-
tion of 7.11 g L', Carbon sources tested for BE production
were evaluated at a C/N ratio of 10.5g C (g N)™".

Production of bioemulsifiers in airlift bioreactor

Production of BEs was carried out in an ALB. which consisted
of a vertical glass column of 2 L with an external diameter
of 0.077 m and an internal diameter of 0.072 m. a concen-
tric stainless steel tube with internal diameter of 0.041 m and
height of 0.204 m. A stainless steel (0.006 m internal diameter)
“L"-shaped air distributor with seven perforations (0.001 m
diameter and 0.004 m separation) was used. Two independ-
ent ALBs were batch operated at superficial gas velocity (U,)
of 0.6 cm s~ for 48 h at 30 °C [16]. Each carbon source was
tested in duplicate with 1 L of mineral medium composed of
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NaNO, 3.18 g L', K,HPO, 1.075 g L', KC10.565 g L™, and
MgSO0,-5H,0 0.55 g L™ (J.T. Baker: 99.3% purity or above).
The pH was adjusted to 6.0 with 1.0 M HCL. Initial inoculum
A. bouvetii UAM25 (1x 10° CFU mL™"), previously cultured
in 25 mL nutrient broth (Bioxon, 30 °C, 200 rpm, 48 h), was
then added [15]. Tests were conducted for: (i) BE production
and microbial growth kinetics: 10 mL of culture medium was
taken from the ALB at each sampling time: once kinetics were
concluded, the remaining media was discarded; and (ii) BE
purification: after 48 h culture in the ALB, all broth was used
for purification.

Purification of bioemulsifiers

Cells were removed by centrifugation (10,000xg, 4 °C,
20 min) [17]. Two litres of isopropanol (J. T. Baker, 99%)
was added to the cell-free supernatant for BE precipitation.
The BE was then collected by centrifugation (10.000xg. 4 °C.
5 min), suspended in 100 mL of distilled water and lyoph-
ilised to conserve the product [18]. One hundred milligrams
of lyophilised product (crude BE) was suspended in 100 mL of
distilled water and ultra-filtered with a stirred cell system using
an Omega polyethersulfone 30 kDa cut-off ultrafiltration mem-
brane (PALL. USA). Air was injected into the system after
passing through a polytetrafluoroethylene membrane (20 pm)
at 10 psi. Discontinuous diafiltration was conducted, such that
it was repeatedly diluted to the original volume (100 mL),
using distilled water until the conductivity of the filtered solu-
tion was <0.05 mS cm™' [19].

Emulsifying activity

Emulsifying activity (EA) was determined for purified BEs
and cell-free supernatants [5]. Samples (0.4 mL) were placed
in 10-mL glass tubes containing 2.6 mL buffer mix (20 mM
Tris—=HCL. 10 mM MgSO,. pH 7.0): 40 pL of n-hexadecane
and 2-methylnaphthalene mixture (1:1 v/v) was then added.
Tubes were vortexed for 2 min. Optical density was deter-
mined in a Varian Cary 50 UV-Vis spectrophotometer (Agi-
lent. USA). One emulsifying unit (EU) was defined as the
capacity of 1 mL of sample to raise the optical density meas-
ured at 600 nm by 0.1 units.

Kinetic parameters of production and growth

Volumetric production rate (EU (mL h)™", g,) was calculated
using the following:

= EAmax

7 (1

dp

where EA_, is the maximum emulsifying activity
(EU mL™") and 1, is cultivation time (48 h). Growth kinetic
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parameters were estimated by fitting the reparameterized
Gompertz model [20] based on the following equation:

_{Fui-an)

¥ =Ae (2)

where vy = In (C\'rfvcﬂ) A is the asymptote defined as

A =IniCV,,, /VC;), pis the maximum specific growth rate
(h™"). 4 is lag time (h), r is time (h), VC is growth at time ¢
(CFU mL™"), VCy, is initial growth (CFU mL™") and VC,_,
is maximum growth (CFU mL™").

Bacterial growth

Plate dilution technique was used to determine bacterial
growth. All dilutions were inoculated on trypticasein soy
agar and incubated (30 °C: 48 h). Biomass was determined
by dry weight. Cells were separated from the broth by cen-
trifugation ( 10,000=g, 4 °C, 20 min) [ 17]. and the pellet was
then suspended in distilled water and dried in a temperature-
controlled oven (24 h, 60 "C). Subsequently, biomass was

determined using an analytical balance (OHAUS Pioneer,
OHAUS, USA).

Characterization of bioemulsifiers
Analysis of total carbohydrates and soluble protein

Cell-free supernatants were analysed for total carbohydrates
using the sulphuric acid—phenol method [21] and soluble
protein using the Bradford method [22].

Surface tension

Surface tension of cell-free supernatants was determined
with a SensaDyne QC6000 bubble tensiometer { Chem-Dyne
Research Corporation, USA), using water and ethanol as
references (25 °C).

Size-exclusion chromatography

Molecular weight distributions of purified BE samples
(5 mg) were acquired using an Agilent 1260 series liguid
chromatograph equipped with refractive index detector
(RID) and two PL aquagel-OH {Waters, USA)} columns in
series placed in a thermostat at 25 “C and calibrated with
polyethylene glycol (PEG) standards { Agilent, USA). Deion-
ised water (Milli-Q-UV, Merck) was used as mobile phase
at 0.8 mL min™' flow. Samples were dissolved in the mobile
phase and filtered (0.45-pm filter) before injection into the
chromatograph.

Fourier transform infrared spectroscopy

Fourier transform infrared (FTIR) spectra were recorded
using a Spectrum RXI spectrometer (Perkin Elmer, USA)
on KBr discs (1:100 w/w) in the 4000—-400 em™' wave-
length range.

H NMR analysis

'H NMR spectra were recorded for purified BEs using a
unity spectrometer 9.4 T MR (Varian, USA) at 400 MHz
using deuterated water as a solvent. Chemical shift of
TH,0 was at 5.79 + 0.01 ppm.

Elemental analysis

Total carbon, hydrogen, nitrogen and sulphur contents of
purified BEs were determined using a 2400 elemental ana-
lyzer (Perkin Elmer, USA).

Stability studies

Stability studies were performed using purified BE solu-
tions in distilled water (500 mg L™"). For saline stability,
BE solutions were supplemented with different NaCl con-
centrations (from 10, 20, 40 and 50 g L"), For pH stabil-
ity. pH of each BE solution was adjusted to 3, 5. 7. 9, and
10 by the addition of 2 M HCI or 2 M NaOH with gentle
homogenization. For temperature stability, BE solutions
were kept at 40, 60, 80 and 121 °C for 30 min, and then
placed at room temperature {around 25 °C). A solution of
each BE (0 g NaCl L™", pH 7.0 and 25 °C) was used as a
control. Emulsifying activity (EA) of BE solutions were
determined. Relative emulsifying activity (EA,) was then
calculated as follows:

_EA;
where EA; is the emulsifying activity of the treatment and
EA_ is the emulsifying activity of its control.

(3)

Statistical analysis

Levenberg—Magquard estimation algorithm was used for non-
linear adjustment of the reparameterized Gompertz model.
Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc tests
were performed (a=0.05). 1 tests were performed to com-
pare two means of independent groups (a=0.05). ANOVA
and multiple comparisons versus control group (Dunnett’s
method) were performed for stability studies (a=0.05).
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Statistical analysis was tested with SigmaPlot 12.5 software
(Systat Software Inc. 2011).

Results and discussion

Bioemulsifier production kinetics in airlift
bioreactor

Most bioemulsifier-producing microorganisms use hydro-
phobic carbon sources. Acinetobacter venetianus RAG-1,
for example, grows not only on a variety of hydrophobic
carbon sources but also on hydrophilic carbon sources [8].
To determine the capacity of A. bouvetii UAM25 to pro-
duce bioemulsifiers. hydrophilic (ethanol. E), hydrophobic
(waste cooking oil, WCO) and hydrophilic-hydrophobic
(glycerol-hexadecane, GH) carbon sources were assayed.
Figure | shows the production kinetics of BEs by A. bouverii
UAM2S5 in ALBs. A. bouvetii UAM2S5 produced BEs using
the three carbon and energy sources tested. Figure | shows
that emulsifying activity (EA). an indirect measure of BE
production, was increased as bacterial growth was increased.
This result is consistent with emulsan production [8] and a
typical behaviour of a primary metabolite [6]. Most BE pro-
ductions are reported to be growth associated [23]. The EA
remained constant during the stationary phase of A. bouvetii
UAM25, which indicated that BE production had ended.
Therefore, BE production was growth-associated regardless
of the carbon source.

The kinetic parameters of BE production and growth of A.
bouvetii strain UAM2S5 were estimated as shown in Table 1.
Maximum growth (CFU_ ). biomass (X) and specific
growth rate (u) were similar regardless of the nature. hydro-
phobic or hydrophilic, of the carbon and energy source.
Studies on BE production reported different u values: for
example, Agrobacterium strain C58C1 pTFS40 growing in
sucrose-based defined media had a g of 0.27 h™' [24]. On
the other hand, Pseudomonas aeruginosa PAO1 grew in sun-
flower oil with a g of 0.16 h~! [25]. A. venetianus RAG-1
in ethanol with a g of 0.2 h™' [8] and Acinetobacter baylyi
ADP1 with glucose presented a g of 0.30 h™' [26]. Taking
these reports as a reference, u for A. bouvetii UAM25 was
similar or higher than other species belonging to the Acine-
tobacter genus. This capacity demonstrates the metabolic
potential of A. bouvetii UAM2S5 to degrade different carbon
sources.

It is worth noting that BE produced using waste cooking
oil (BE,,) showed the highest maximum emulsifying activ-
ity (EA__,. 19.0+0.4 EU mL™") and volumetric production
rate (gp) compared to BE produced with ethanol (BEg) and
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Fig. 1 Biocmulsifier production kinetics (filled circle, filled square.
filled rhombus) and growth kinctics (opened circle. opened square.
opened rhombus) in aidift biorcactors with three different carbon
sources: cthanol (a)., a glycerol-hexadecane mixture (b) and waste
cooking oil (¢). Each point represents the average value of two repli-
cates and bars indicate the standard deviation

glycerol-hexadecane mixture (BEgy,). Such differences in
EA_ could be due to higher production of BE,; over BE_
and BEgy;. To prove this. the three BEs were purified and
characterised.
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Table 1 Kinctic parameters of

bioemulsifier production and Oachon somoe EAmux -1 i 2y CFUnm -1 y- | o

growth EUmL EU (mL h) CFU mL h mg
Ethanol 85+04° 0.18+0.01° 32+01%x10° 042005 80+25
Glycerol-hexadecane ~ 9.4+0.5" 0.20+0.01° 1290+47x10° 0314004 10345
wWCo 190+£04°  040+0.01° 35+2.1x10°  038+0.04 87+12

Different letters indicate significant differences (a=0.05. Tukey’s test)

EAyy, maximum emulsifying activity, g, production rate, CFUpy,, maximum growth, g4 maximum specific
growth ratc. X biomass. Results are expressed as the estimate + SE. Biomass results expressed as the aver-

age+SD
Table 2 X l?iochcmiqﬂ . Total carbohydrates Soluble protein Emulsifying activity Purified BE
composition, emulsifying (mg LY (mg L
activity and production of
bioemulsifiers by A. bouvetii CFS Purificd BE CFS Purificd BE CFS(EUmL™') Purificd BE (mgL™)
UAM25 (EUmg™)
BE; 96+18° 86x19  31+16" 15+1L1* 80x16" 46.6+7.1%  145%15
BEg 69+2° 6246 19+1° 94+27+ 99202 49542  151%41
BEy 287+24% 114+11*  251+43" 122+56* 185+06° 762435 225%2

Different letters indicate significant diffcrences between BEs (a=0.05, Tukey's test) and asterisk indicates
significant differences between CFS and purified BE (a=0.05, # test)

CFS cell-free supernatant, BE biocmulsifier. BE; BE produced with cthanol, BEy; BE produced with glyc-
crol-hexadecane mixture, BEy BE produced with waste cooking oil. Results are the average +SD of two
independent airlift biorcactors after 48 h of cultivation

Bioemulsifier characterisation

BE produced by species of Acinetobacter could be exopoly-
saccharides [8] or lipopeptides [27]. To determine the nature
of BE produced from A. bouvetii UAM23, total carbohy-
drates and soluble protein were quantified. Table 2 shows
biochemical composition and EA of cell-free supernatant
and purified BE. plus the amount of purified BE by each
ALB (1 L. 48 h of cultivation). In cell-free supernatant
(CFS). total carbohydrate concentrations were greater than
total soluble protein concentrations with the three carbon
sources. Therefore. a carbohydrate purification procedure
was applied. Soluble protein in purified BE was less than
CFS. but EA did not decrease. This unexpected result sug-
gests an absence of lipopeptides in BEs by A. bouverii
UAM25. On the other hand. the highest amount of solu-
ble protein was measured in CFS with WCO, whereas pH
(6.18 +0.19) was lower than the two other CFS (6.80+0.13
in BE; and 7.11 £0.12 in BEg,;). These results suggest the
presence of free fatty acids. Probably. free fatty acids were
released due to triacyl glyceride enzymatic hydrolysis, the
main component of WCO: the enzymes that catalyse triacyl
glyceride hydrolysis. known as lipases, are of great impor-
tance for their potential application in organic synthesis [28.
29]. Other species of Acinetobacter genus. such as A. bay-
Ivi [28]. Acinetobacter sp. XMZ-26 [30] and Acinetobacter
sp. [31]. have been reported to be lipase producers. To our

knowledge. this report is the first to suggest that A. bouvetii
can produce lipases.

On the other hand. BE,; showed the highest EA in CFS
(18.5+3.5 EUmL™") and purified BE (76.2+3.5 EUmg™").
BEg and BEg;; showed similar EAs in CFS and purified
BE (Table 2). Significant differences (P> 0.05) were not
observed in BE production. A. bouvetii UAM25 produced
an average of 173 mg L™' BE using three carbon sources
(Table 2). Amani and Kariminezhad [6] reported a BE
yield of 900 mg L™' and Su et al. [8] reported a yield of
60 mg L™". On the other hand. total carbohydrate concentra-
tions were similar after carbohydrate purification procedure
for all BEs. This suggests that BEs produced by A. bouvetii
UAM25 were mainly composed of exopolysaccharides.
Acinetobacter species produce exopolysaccharides. such
as emulsan and rhamnolipids [32. 33]. Emulsan is a poly-
anionic lipo-heteropolysaccharide produced by A. calcoace-
ticus PTCC 1318 [6] and A. venetianus RAG-1 [8]. Emul-
san and rhamnolipids can decrease the surface tension of
culture medium [32, 33]. The expected decrease in surface
tension of CFS was not observed, just an average value of
67.9+8.2 mN m™'. Emulsan has been reported to decrease
surface tension of supernatants from 70 to 27 mN m™' 6]
and rhamnolipids by A. junii BD from 70 to 31 mN m™' [32].
BEs are high molecular weight biosurfactants able to form
stable emulsions with hydrocarbons: unlike low molecular
weight biosurfactants, BEs do not reduce surface tension [3].
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Table 3 Molecular weighis of bioemulsifiers produced by A. bouvetii
UAM?25

M, (kDa) PDI, M, (kDa) PDI,
BEg 3000 + 48 1L.05 352+ 17" 1.27
BE, 4320+ 72° 1.04 485 +30% 1.14
BEy 3279+ 125" 1.03 551+9 116

Different letters indicate significant differences (a=0.05, Tukey's
lest)

M, number-average molecular weight, POV polydispersity index. BE
bioemulsifier. BE; BE produced from ethanol, BE;y BE produced
from glycerol-hexadecane mixture, BEy BE produced from waste
cooking oil. Results are the average + 5D of two independent meas-
urements

Therefore, BEs by A. bouvetii UAM235 are related to the high
molecular weight group, which was corroborated by SEC
analyses. Table 3 shows the high molecular weights of BEs
produced by A. bowverii UAM25, with the observation of
two bands in the chromatograph. M| in particular has a nar-
row polydispersity index (1.04) which might indicate high
purity. The determination of two distributions for each sam-
ple (M, and M ,) indicates two main components in the BEs
(average molecular weights 4,866 + 533 and 462 4 101 kDa,
respectively). This is in agreement with that reported for
emulsan, with an average molecular weight of 1000 kDa
[8]. formed as a mixture of two polymers of approximately
80% lipopolysaccharide and 20% as a high molecular weight
exopolysaccharide [34]. These results indicate that BEs by
A. bouvetii UAM25 have a molecular structure with different
molecular weight and different surface activity compared to
other reported BEs.

On the other hand. the composition of BEs was stud-
ied by FTIR analysis and Fig. 2a shows a representative
spectrum for BE;. All spectra displayed a broad band at
3000-3500 cm™' assigned to hydroxyl groups [35]. and
another broad band at 1000—1150 cm™" representative of
—C-0 and -C-0-C- groups which is a typical spectra of
carbohydrates [36]. In addition, bands for C—H assigned
to aliphatic chains were observed in the 2800-3000 ¢cm ™'
region [37]. The presence of methylene and methyl groups
was confirmed at 1300-1480 em™' [3. 36]. Another strong
absorption band at 1641-1648 cm™' revealed the presence
of carbonyl moieties in the IR absorption frequency char-
acteristic of polysaccharides [38, 39]. The bands observed
in the 674-900 ¢cm™' region denoted the characteristic
peak for heteropolysaccharide compounds, according to
Rani et al. [39]. An absorption band at 1536-1546 em™!
was assigned to the stretching of -C—N- bond, and that at
512-529 cm™" was characteristic of sugar derivatives [3,
39]. The FTIR analyses reveal the presence of carbohy-
drates and aliphatic chains which substantiate that BEs were
lipo-heteropolysaccharides.

&\ Springer

'H NMR of BE, samples, shown in Fig. 2b as a rep-
resentative spectrum, presented a characteristic signal
between 0.80 and 0.97 ppm for —-CH, groups and between
1.00 and 1.40 ppm indicative of aliphatic chains [3, 40,
41]. These data corroborated the FTIR, with the presence
of aliphatic alkyl chains in the chemical structure of BEs
produced by A. bouverii UAM25. The signal from 1.90
to 2.00 ppm also suggests the presence of -CH, groups
of O-acetyl. while that at 2.00-2.25 ppm indicate -CH,
in acetamide pendant groups [42]. A broad signal from
3.5 to 4.5 ppm was assigned to protons in a carbohydrate
structure where —OH groups of glycolipids that typically
occur in the range of 3.3—4.8 ppm could be observed [40,
42, 43]. The polysaccharide structure was confirmed by
the signal at 5-3.3 ppm assigned to anomeric protons [42].
Therefore, the analysis of 'H NMR supported that of FTIR
and indicated that all BEs produced by A. bowverii UAM25
were lipo-heteropolysaccharides.

The FTIR and '"H NMR analyses also suggest that BEs
produced by A. bouverii UAM25 only differ in their ali-
phatic chains with respect to other BEs. In this regard, BE,,
showed greater hydrophobic character compared to BEg and
BE,;. Previous studies showed that fatty acid composition
in aliphatic chains of emulsan varied using different carbon
sources [44]. Waste cooking oil was analysed by GC-MS
(results not shown) and 18 carbons of unsaturated fatty acids
were identified. It could also be possible that A. houverii
UAM25 used free fatty acids of WCO for the synthesis of
BE,,. It has been observed that, after entry into the cell, free
fatty acids are either catabolised or directly incorporated into
complex lipids [45]. This increase in hydrophobic character
might explain greater affinity for hydrophobic compounds,
and thereby the increase in emulsifying activity of BE,,
observed in Table 2. Furthermore, the elemental analysis
of BEs (Table 4) revealed the presence of C43.3+4.1%,
H73+09% N64+37% and § 0.6 +0.1% by weight. It
is notable that this is, to the best of our knowledge. the first
study that deals with the elemental composition of BEs pro-
duced by A. bouverii. BEs showed a similar elemental com-
position of C, § and O. BE,;, showed a higher composition
of H and lower N composition than BE; and BE;y. These
data corroborated that BEs produced by A. bouverii UAM25
only differ in their aliphatic chains. On the other hand, CHN
content was similar to that reported for exopolysaccharides
produced by Paenibacillus pabuli ATSKP (37.5:5.90:8.28)
[46] and CHNP content was different to that reported for the
exobiopolymer of A. haemalyticis MG606 (10.4:2.6:1.7:0.3)
[17]. The elemental analysis suggests that all BEs produced
by A. bouvetii UAM25 were similar macromolecules of com-
plex high molecular weight lipo-heteropolysaccharides. The
above-mentioned BEs. with high molecular weight. might
form stable emulsions.
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Table 4 Elemental composition

c H N 5 0
{expressed as the mass
E‘F""—'“‘Tjﬁ"j—‘i dimmmiat;ra BEg 40,98 + 0,69 6.96+0.02" 903+1.24" 0.68+0.17 42344212
Incmulsiners Pll:ﬂjl.ll:'f . b
B 4093 +0.01 G63+0.11 B.04 +0.39* 0.54+0.14 43 87 +0.41
bouvetii UAMZ25 Ecn = = - = =
BEy 48.02+7.64 8.26+0.51° 215+1.21 0.69+0.10 40.88+0.45

Different letters indicate sipnificant differences (o =0.05, Tukey’s test)

BEr BE produced from cthanol, BEqy BE produced from glycerol-hexadecane mixture, BEyw BE produced
from waste cooking oil. Results are expressed as the average + 5D of two independent measurements

Bioemulsifier stability

Generally. glycolipid BEs show high stability at extreme
conditions of salinity, pH and temperature [1, 2]. Figure 3
shows the effect of salinity (g NaCl L™"), pH and tem-
perature (“C) on relative emulsifying activity (EAg) of
BEs produced by A. bouvetii UAM25. EAj, was calculated
from EA of each treatment relative to their respective con-
trol (0 g NaCl L™", pH 7.0. 25 °C). The concentration of
MaCl did not decrease EAj of BEs. Instead, the EAj of
BE;, increased at NaCl concentration of 20 and 50 g L™
(Fig. 3a). These results were similar to those reported for
Rhizobium tropici LBMP-CO01 exopolysaccharide stability
[47] and Bacillus subtilis biosurfactant [48]. lonic sur-
factants are very sensitive to electrolytes, this phenomenon
occurs because the electrolytes directly affect the carboxy-
late groups by diminishing the EA [47. 49]. In our results,
FTIR and NMR analyses indicated that BEs by A. bonverii
do not contain carboxylate groups explaining why the con-
centration of NaCl did not decrease EA, of BEs. On the
other hand. pH did not affect EA |, of BEs produced by A.
bouverii UAM25 (Fig. 3b). Similar results were reported
for the stability of A. radioresistens KAS3 alasan [9] and
Rhizobium tropici LBMP-C01 exopolysaccharide [47]. A
small increase in AE, of BEs was observed at pH 10, prob-
ably because in alkaline solutions the biopolymers acquire
anionic behaviour, which leads to a reduction in surface
tension [47]. The temperature did not decrease EA; of BEs
produced by A. bouverii UAM25 (Fig. 3c). Since BEg,
showed heat activation and emulsions are thermodynami-
cally unstable systems. any increase in temperature will
result in increasing of droplets” collision rates. However,
high molecular weight BEs decrease this phenomenon due
to size [49]. BEs of Acinetobacter species were reported
as thermostable [3, 9]. Therefore, BE;, BE, and BE,,
were stable under all variations in salinity. pH and tem-
perature. Previous studies have shown that high molecular
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weight BEs are usually thermostable and extremely sta-
ble molecules [3, 9]. The experimental evidence shows
the remarkable stability of BEs produced by A. bouvetii
UAM25. Even more, the capability of BE produced by
A. bouverii UAM25 to emulsifying polycyclic aromatic
hydrocarbon was recently demonstrated [19]. Therefore,
the potential application in biotechnology for these novel
BEs include bioremediation hydrocarbon-contaminated
so1l and water [3, 4].

This study demonstrated that the BEs generated by
A. bouverii UAM25 are produced as primary metabo-
lites (Fig. 1). Furthermore, A. bouverii UAM235 formed
a biofilm with the three carbon sources tested. The above
findings suggest that A. bouverii UAM235 produces BEs
with another purpose as this “non-mobile bacteria™ could
require a biofilm to access nutrients. Biofilm formation
is characterised by a change in cellular hydrophobicity
by the production of an exopolysaccharide that encloses
the cells. Then, once growth reaches the stationary phase,
the exopolysaccharide is released into the medium with
emulsifying characteristics [50].

Conclusions

BEs produced by A. bouverii UAM25 with three different
carbon and energy sources were investigated with regard to
their production form, physical properties, chemical com-
position. and stability. BE production was characterised as
growth associated. BEs were complex biopolymers of high
molecular weight and lipo-heteropolysaccharide structure.
BEs were stable under extreme changes in salinity, pH
and temperature. Stability of BEs is important because it
offers a great potential for biotechnological applications,
such as bioremediation of hydrocarbon-contaminated soil
and water.
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