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Resumen 

Las especies del género Acinetobacter se identifican como productoras de moléculas 

anfifílicas conocidas como bioemulsificantes. Se estudió la producción, caracterización y 

estabilidad de los bioemulsificantes producidos por Acinetobacter bouvetii UAM25. A. 

bouvetii UAM25 creció con tres diferentes fuentes de carbono y energía: etanol, una mezcla 

de glicerol-hexadecano (Relación molar 7:1) y aceite usado de cocina en un biorreactor 

airlift, demostrando que la producción de los bioemulsificantes estuvo asociada al 

crecimiento. Los tres bioemulsificantes purificados fueron lipo-heteropolisacáridos de alto 

peso molecular (4,866 ± 533 y 462 ± 101 kDa). La mejor fuente de carbono y energía para 

la producción de bioemulsificantes fue el aceite usado de cocina. El bioemulsificante 

producido con aceite usado de cocina generó la mayor actividad emulsificante (76.2 ± 3.5 

UE mg-1), en comparación con el producido con etanol (46.6 ± 7.1 UE mg-1) y con la mezcla 

de glicerol-hexadecano (49.5 ± 4.2 UE mg-1). Los tres bioemulsificantes en este estudio 

mostraron estructuras macromoleculares similares, independientemente de la naturaleza 

(hidrofóbica o hidrofílica) de la fuente de carbono y energía. Los bioemulsificantes no 

disminuyeron la tensión superficial, pero la capacidad emulsificante de todos ellos se 

mantuvo bajo condiciones extremas de salinidad (0 - 50 g NaCl L-1), pH (3 - 10) y 

temperatura (25 - 121 °C), indicativo de su notable estabilidad. Estos hallazgos contribuyen 

a la comprensión de la relación entre: producción, composición química y estabilidad de los 

bioemulsificantes para sus posibles aplicaciones en biotecnología, como la biorremediación 

de suelos y aguas contaminados con hidrocarburos. 

 

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

Biorreactor airlift 
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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-1) 

as compared with bioemulsifiers produced with ethanol (46.6 ± 7.1 EU mg-1) and with the 

glycerol-hexadecane mixture (49.5 ± 4.2 EU mg-1). 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-1), 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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Abreviaturas/ Unidades 

 Duración de la fase lag, h 

 Tasa máxima específica de crecimiento, h-1 

s Tensión superficial, mN m-1 

AE Actividad emulsificante, UE mL-1 

AEmax Actividad emulsificante máxima, UE mL-1 

AUC Aceite usado de cocina 

BAL Biorreactor airlift 

BE Bioemulsificante 

BEE Bioemulsificante producido con etanol 

BEGH Bioemulsificante producido con una mezcla de glicerol-hexadecano 

BEW Bioemulsificante producido con aceite usado de cocina 

BS Biosurfactante 

FC Fuente de carbono 

FTIR Espectroscopía infrarroja por transformada de Furrier 

kLa Coeficiente de transferencia de oxígeno, h-1 

MM Medio mineral 

PM Peso molecular, kDa 

qp Tasa volumétrica de producción, UE (mL h)-1 

RMN Resonancia magnética nuclear 

SEC Cromatografía de exclusión por tamaño 

SLC Sobrenadante libre de células 

UE Unidades de emulsificación 

UFC Unidades formadoras de colonias 

UFCmax Crecimiento máximo, UFC mL-1 

Ug Velocidad superficial de gas, cm s-1 
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Contribución al estudio del bioemulsificante de Acinetobacter bouvetii 

UAM25 para su producción y aplicación en hidrocarburos 

1 INTRODUCCIÓN 

El interés en la producción de biosurfactantes se ha incrementado debido a su posible aplicación 

en la industria alimentaria, farmacéutica y petrolera, así como en la biorremediación de sitios 

contaminados con hidrocarburos [1,2]. Los biosurfactantes (BSs) son biomoléculas anfifílicas con 

actividad superficial. Los bioemulsificantes (BEs) son BSs de alto peso molecular con la 

capacidad de formar emulsiones estables con hidrocarburos [3]. Químicamente, los BEs son 

mezclas complejas de heteropolisacáridos, lipopolisacáridos, lipoproteínas y proteínas. La 

combinación de componentes de polisacáridos, ácidos grasos y proteínas 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. 

que 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]. El Emulsan 

es un lipo-heteropolisacárido polianiónico 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 polisacáridos y proteínas [9]. A. 

beijerinckii ZRS produjo un complejo de glicolipoproteína a partir de hexadecano [3]. Varios 

estudios han demostrado la capacidad de las especies del género Acinetobacter para consumir 

fuentes de carbono hidrofílicas, hidrofóbicas o mezclas de ambas para la producción de BEs 

[8,10,11]. Sin embargo, pocos trabajos han reportado estudios cinéticos de producción de BEs y 

crecimiento, que son necesarios para el diseño y control de biorreactores [12]. Además, hay 

pocas publicaciones sobre producción de BEs en biorreactores que permitan el desarrollo de 

tecnología para la producción de BEs a nivel industrial. Por lo tanto, los estudios de producción 

de BEs en biorreactores también son necesarios. 

En el laboratorio de Residuos Sólidos de la UAM Unidad Iztapalapa existe una gran preocupación 

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 últimos 10 años, se ha 

tenido que remediar 693 sitios contaminados. Sin embargo, el Sistema Informático de Sitios 

Contaminados registró 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 científica a plantear y ofrecer soluciones al respecto. 

Por lo tanto, con el objetivo de verificar el interés de la comunidad científica por aportar posibles 

soluciones al respecto. Se realizó una búsqueda 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 generó 2,578 publicaciones científicas. Estas 

publicaciones han tenido 6.81 citas en promedio por estudio y 43 estudios se han citado 43 o más 

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. Además, se han publicado 69 trabajos relacionados con los BSs de 

Acinetobacter teniendo en promedio 8.55 citas por publicación y 14 estudios se han citado 14 

veces o más (h-index = 14). Por otro lado, se han generado 110 publicaciones sobre la producción 

de BEs teniendo en promedio 7.33 citas y un h-index de 16. Lo anterior demuestra el gran interés 

de la comunidad científica por el estudio de BSs y la relevancia del presente trabajo. Al realizar 

una búsqueda con: Tema (bioemulsifier*) AND Tema (Acinetobacter) generó 22 publicaciones 

científicas con un promedio de citas de 7.85 y un h-index de 6, es importante señalar que 12 

estudios se publicaron entre 2016 y 2017. Al realizar una búsqueda similar, pero con: Tema 

(bioemulsifier*) AND Tema (bioreactor) generó 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 más investigaciones sobre la producción de BEs en 

biorreactores y éste es el aspecto novedoso de este trabajo. Por lo que al tener como motivación 

fundamental aportar conocimiento al estudio de BSs para su posible aplicación en sitios 

contaminados con hidrocarburos, el objetivo se centró en evaluar el efecto de la fuente de carbono 

que consume A. bouvetii UAM25 sobre la producción de los BEs en un biorreactor airlift. 

Posteriormente, se evaluaron las características químicas de los BEs producidos y, por último, se 

evaluó su estabilidad para determinar si la fuente de carbono utilizada para su producción tuvo 

algún efecto. A continuación, se presenta una revisión bibliográfica del estado del arte, se 

presentan los antecedentes y se justifica el estudio de la producción del BE producido por A. 

bouvetii UAM25 a partir de diferentes fuentes de carbono en biorreactores airlift. Posteriormente, 

se presenta la hipótesis y se enlistan los objetivos del estudio. Se menciona la estrategia 

experimental que se siguió y los materiales y métodos empleados. Enseguida se describen los 

resultados y se discuten. Finalmente, se enlistan las conclusiones, perspectivas y referencias 

bibliográficas del estudio. 
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2 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1 BIOSURFACTANTES COMO AGENTES EMULSIFICANTES DE HIDROCARBUROS 

Los BSs y BEs son moléculas anfifílicas producidas principalmente por microorganismos 

incluyendo bacterias, levaduras y hongos. Estos compuestos poseen un extremo hidrófilo y un 

hidrofóbico que les confiere actividades de superficie que, entre otras funciones, ayuda a 

solubilizar sustratos hidrofóbicos [13]. Los BSs son generalmente compuestos de bajo peso 

molecular (PM < 30 kDa) constituidos principalmente de glicolípidos y algunos lipopéptidos de 

cadena corta mientras que los BEs son polímeros de peso molecular elevado (PM  30 kDa) 

generalmente constituidos por lipopolisacáridos, lipoproteínas o una combinación de éstos [14]. 

Los emulsificantes son grupos de moléculas que pueden formar mezclas moderadamente 

homogéneas de dos líquidos inmiscibles. Estos compuestos pueden reducir la tensión superficial 

ya que simplemente pueden enlazar moléculas hidrofóbicas e hidrofílicas para formar una 

emulsión. [15]. El interés en la investigación y aplicación de BSs y BEs está ganando mayor 

impulso por su carácter amigable con el ambiente, menor toxicidad, biodegradabilidad y eficacia 

en una amplia gama de valores de pH y temperatura en comparación 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 

reducción de la viscosidad del petróleo crudo, que hace factible utilizarlos para muchos propósitos 

de aplicación. La mayoría de los emulsificantes que se utilizan actualmente son de origen 

petroquímico, sin embargo; los BEs pueden sustituir a sus análogos químicos e incluso ofrecer 

ventajas adicionales como el ser estables en amplios rangos de pH, temperatura y 

concentraciones de sales [1,2,18]. El único BE comercial disponible en el mercado actual es el 

Emulsan, patentado por Gutnick y col., [19]. El Emulsan es un lipopolisacárido aniónico 

extracelular asociado a proteína producido por Acinetobacter venetianus RAG-1. Su peso 

molecular es de aproximadamente 1,000 kDa, no reduce la tensión interfacial (10 mN m-1) 

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 emulsión en lugar de un reductor de tensión 

interfacial [20]. 
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2.2 EMULSIFICANTES DEL GÉNERO 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 producción de un 

bioemulsificante de alto peso molecular. Entre los llamados genéricamente  "bioemulsanes", los 

más 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]. El Emulsan de A. 

venetianus RAG-1 es un polisacárido que tiene un peso molecular de aproximadamente 1,000 

kDa. El Emulsan de A. calcoaceticus BD4 proviene de la liberación de un polisacárido capsular 

al medio que forma un complejo con las proteínas 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 producción de Emulsan se ha estudiado en varias fuentes de carbono hidrofóbicas incluyendo 

petróleo crudo, hidrocarburos de cadena larga, ácidos grasos y triglicéridos, pero también en 

fuentes de carbono hidrofílicas tales como el etanol y el acetato [26,27]. El efecto de represión 

catabólica con etanol ha sido reportado en la regulación 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 producción Emulsan. Sin embargo, una alta concentración de etanol (por 

encima de 10-16 g L-1) tuvo un efecto inhibitorio sobre A. venetianus RAG-1 de cultivo para la 

producción de Emulsan [28,30]. Estudios previos han demostrado que la composición de ácidos 

grasos en las cadenas laterales de la cadena principal del polisacárido del Emulsan puede ser 

manipulado por el cambio de las condiciones de cultivo de A. venetianus RAG-1 [31,32]. Un 

estudio más reciente ha optimizado la producción de Emulsan por A. venetianus RAG-1 con 

etanol como fuente de carbono y se demostró que la concentración inicial de etanol es el factor 

más 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 hidrofóbicas (hexadecano y parafinas líquidas) e hidrófilas (etanol 

y glucosa). Es importante resaltar que la mayoría 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 hidrófobos [34]. 
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2.3 CARACTERÍSTICAS QUÍMICAS DE LOS BIOEMULSIFICANTES 

Las propiedades químicas de los BEs que se han estudiado son: (i) la composición química; (ii) 

la estructura molecular; (iii) el peso molecular (PM); (iv) las proporciones de polisacáridos, de 

proteína y de lípidos del BE; (v) su capacidad para modificar la tensión superficial (s) del agua; 

(vi) su capacidad para modificar la tensión interfacial (TI) entre dos líquidos inmiscibles; la 

actividad emulsificante (AE) y la viscosidad dinámica del BE en suspensión [9,24,35]. 

 Composición química y estructura molecular 

La composición química del BE se refiere al grupo de biomoléculas (glúcidos, lípidos y proteínas) 

que conforman el complejo y la estructura molecular describe la distribución de éstas. Los BEs 

sintetizados por especies del género Acinetobacter son complejos aniónicos de 

heteropolisacáridos unidos a lípidos o a proteínas. El Emulsan es un heteropolisácarido unido a 

ácidos grasos de cadena larga [36], el Alasan está compuesto por polisacáridos unidos a 

proteínas [23], y tanto el Biodispersan como el Etapolan son polisacáridos [24,35]. 

 Peso molecular 

El peso molecular (PM) o masa molar de un BE es difícil de describir exactamente debido a la 

complejidad macromolecular. Un método muy común es establecer un peso molecular promedio, 

expresado en Da o g/mol, por cromatografía de exclusión a partir de la distribución de pesos 

moleculares del BE respecto a la distribución a las mismas condiciones de estándares de peso 

molecular definido y estrecha polidispersidad. El PM reportado para Emulsan varía 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]. 

 Tensión superficial y tensión interfacial 

La tensión superficial (s) es una fuerza de contracción que se ejerce sobre las moléculas en la 

superficie de un líquido hacia su interior. Esta fuerza es consecuencia de la tendencia natural del 

líquido a reducir su superficie de contacto con un gas. El Emulsan reduce la s del medio de 

cultivo de 66.5 a 50 mN m-1 [8] y el Alasan (200 µg L-1) reduce la s de una solución de TRIS (20 

mM) de 69.1 ± 1.2 a 41.6 ± 0.5 mN m-1 [37]. 

Por otro lado; cuando se ponen en contacto dos líquidos inmiscibles, las moléculas en la interfase 

están sometidas a fuerzas de magnitudes diferentes que evitan que se mezclen 

espontáneamente. El valor intermedio entre estas tensiones superficiales se define como la 
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tensión interfacial. El Emulsan reduce la tensión interfacial entre el agua de mar y el petróleo de 

8.3 a 6.5 mN m-1 [21]. 

 Actividad emulsificante 

Una emulsión se define como una mezcla uniforme formada por dos líquidos inmiscibles, de los 

cuales uno está distribuido en el otro en forma de pequeñas gotas estabilizadas por un tercer 

componente, el agente emulsificante. La capacidad de un agente emulsificante para estabilizar 

una emulsión se define como actividad emulsificante (AE). La cuantificación de la AE de los BEs 

producidos por especies del género Acinetobacter se determina tradicionalmente por un método 

estándar 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. El Emulsan no es capaz de emulsificar 

hidrocarburos alifáticos, aromáticos, o cíclicos puros, sin embargo; todas las mezclas que 

contienen una mezcla de alifáticos con aromático (o alcanos cíclicos) las emulsifica de forma 

eficiente [5]. 

2.4 ESTABILIDAD DE BIOEMULSIFICANTES 

Una de las ventajas que tienen los BEs frente a sus homólogos químicos 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 % NaCl p/v) [2]. El BE producido por Rhizobium tropici LBMP-

C01 se reportó como estable frente a cambios de pH (2 – 10) y salinidad (0 – 30 % NaCl p/v) [38]. 

El BS producido por Bacillus subtilis se reportó 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 reportó como termoestable (27 – 100 °C) pero sólo fue estable en un pequeño rango de 

pH (8 – 9) [9]. El BE que produce A. beijerinckii ZRS se reportó como estable a cambios de pH 

(7– 12), salinidad (0 – 3 % NaCl p/v) y temperatura (4 – 60 °C) [3]. Es importante señalar que se 

reporta la estabilidad de los BEs pero en la mayoría de los estudios no se explica por qué son 

estables. Por lo tanto, son necesarios más estudios de la estabilidad de los BEs, en particular; de 

los producidos por especies del género Acinetobacter. Además, la estabilidad de una molécula 

depende de su estructura molecular y una duda que surge es que al cambiar la FC se pueda 

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

En la actualidad, el costo de producción de BEs sigue siendo más elevado que el de sus análogos 

químicos. La aplicación de los BEs depende específicamente del uso de materias primas de bajo 

costo y la optimización de las condiciones operación de cultivo con el fin de lograr altos 

rendimientos. Por lo anterior, el aumento de la eficiencia de producción de BE es un aspecto clave 

en las investigaciones. Una manera de resolver este problema es la aplicación de tecnologías 

eficientes y procesos basados en la conversión de residuos a productos de mayor valor agregado. 

En la búsqueda de sustratos de bajo costo para la producción 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 producción de alimentos, el cual es, desechado sin mayor uso comercial, presentando 

además un problema medioambiental en algunos casos. Se ha estimado que en promedio 100 

mil millones L semana-1 de residuos de aceite se produce en los Estados Unidos [41]. Hay pocos 

informes, que utilizan el enorme potencial de los AUC para la producción de BE. Además de la 

materia prima, la comercialización de los BEs se restringe por los altos costos de producción que 

pueden ser estabilizados por la optimización de las condiciones de producción y la aplicación 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 producción de biodiesel entre muchos otros. El glicerol es un sustrato prometedor para 

procesos biotecnológicos. La producción de 100 L de biodiesel da como resultado la formación 

de casi la misma cantidad de glicerol en bruto. De 2004 a 2006, el precio de mercado de glicerol 

disminuyó más 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 aplicación de sustratos mixtos para la obtención de productos es uno de los métodos 

empleados para la optimización de procesos biotecnológicos. 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 síntesis de metabolitos de alto valor agregado [43]. 

Este es un enfoque que permite evitar la pérdida improductiva de carbono y energía que ocurre 

en el caso del crecimiento de células en mono-sustratos. Estos conceptos se aplicaron en la 

mejora de la síntesis del BS por Acinetobacter calcoaceticus IMV B-7241 con una mezcla de 

sustratos energéticamente no equivalentes (hexadecano y glicerol) en una relación molar de 1:7; 

en la relación C/N de 30 aumentó de 2.6 a 3.5 veces la síntesis del BE en comparación con 
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cultivos de un sólo sustrato [10]. Debido a lo anterior, es necesario conocer los mecanismos de 

incorporación y consumo de las fuentes de carbono (FCs) empleadas para la producción de BEs. 

 Mecanismos de incorporación de las fuentes de carbono 

Las FCs con carácter hidrofílico, como el etanol y el glicerol, se incorporan a la célula de forma 

inmediata debido a que están solubles en la fase acuosa. Por otro lado, las FCs con carácter 

hidrofóbico, como el hexadecano (HXD) y el AUC, se incorporan por tres mecanismos principales: 

(i) mediante moléculas solubles, (ii) mediante formas emulsificadas y (iii) por contacto directo 

(Figura 1). 

 

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

La incorporación de la FC mediante contacto directo requiere que el microorganismo cambie su 

hidrofobicidad, es decir, adquirir un carácter hidrofóbico. De esta manera el microorganismo se 

puede adherir a las gotas de una FC hidrofóbica y consumirla directamente [44,45]. Por otro lado, 

la incorporación de FCs mediante formas emulsificadas requiere que el microorganismo que lo 

incorpora produzca una molécula tensoactiva para emulsificar la FC y así consumirla. Una vez 

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

 Rutas metabólicas involucradas en el consumo de las fuentes de carbono 

Cada fuente de carbono sigue una ruta específica de consumo (Figura 2). Es importante 

mencionar que A. bouvetii UAM25 no puede metabolizar glucosa [46]. A manera de ejemplo, a 

continuación, se detallan las rutas metabólicas 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 ácido acético, posteriormente como acetil-CoA entra al ciclo de 

Krebs para su completa mineralización. El glicerol se transforma en 3-fosfo-gliceraldehído (G3P), 

posteriormente se transforma en piruvato y enseguida en actil-CoA. Por otro lado, el hexadecano 
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se oxida a ácido palmítico que entra a la ruta de la β-oxidación y produce acetil-CoA. El AUC se 

hidroliza para generar glicerol y ácidos grasos libres. Al realizar un balance energético se 

determinó que el etanol produce 8 mol ATP (mol C)-1, la mezcla GLI-HXD produce 7.8 mol ATP 

(mol C)-1 y el AUC produce 20.2 mol ATP (mol C)-1. El balance energético demuestra que el AUC, 

que generalmente es un desecho del procesamiento de alimentos [41], puede ser aprovechado 

como una excelente fuente de carbono y energía. 

 
Figura 2. Rutas metabólicas involucradas en el consumo de las fuentes de carbono ensayadas en este 

trabajo. 

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

las moléculas implicadas en las rutas metabólicas involucradas en la producción del BE. 

 Rutas metabólicas involucradas en la producción de bioemulsificantes 

Los BEs de las diferentes especies del género Acinetobacter son principalmente exopolisacáridos 

[47]. Los exopolisacáridos se sintetizan por diferentes rutas metabólicas. Hasta el momento se 

conocen cuatro mecanismos generales para la producción de exopolisacáridos en bacterias: (i) 

la denominada ruta dependiente de Wzx/Wzy, (ii) la vía dependiente del transportador de casete 

de unión a ATP, (iii) la ruta dependiente de sintasa y (iv) la síntesis extracelular mediante el uso 

de una única proteína sacarasa [48]. En este sentido, se ha propuesto que la ruta de síntesis y 

transporte del Emulsan podría ser mediante la ruta dependiente de Wzx/Wzy por su analogía con 
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los polisacáridos capsulares 1 y 4 de E. coli [49]. En la ruta dependiente de Wzx/Wzy (Figura 3), 

primero las glucosiltransferasas transfiere los azúcares al transportador de undercaprenol para 

formar una unidad de polisacárido en la cara citoplásmica de la membrana interna. Después 

ocurre la translocación del monómero en la cara periplásmica de la membrana interna mediante 

un proceso que implica Wzx. Seguida de la polimerización de unidades repetidas a través de la 

polimerasa Wzy. Wzc regula el proceso de polimerización. Es una autoquinasa cuya 

desfosforilación está mediada por la fosfatasa afín, Wzb. Por último sucede la exportación del 

polímero a través de la membrana externa a través del canal compuesto del complejo de proteína 

Wza [48,49]. 

 

Figura 3. Ruta dependiente de Wzx/Wzy propuesta para la síntesis de Emulsan [49]. 

Como se puede apreciar, la síntesis de BEs es un proceso complicado que necesita de nutrientes 

y energía suficientes para logar buenos rendimientos. De hecho, se ha reportado que la cantidad 

de BE sintetizado por especies del género Acinetobacter fluctúa entre 0.041 y 3.78 g L-1 de cultivo 

[20,21]. Además, se ha demostrado que las condiciones de cultivo afectan la síntesis de los BEs 

(la cantidad del BE sintetizado, tasa de producción del BE, el rendimiento producto-sustrato), así 

como también; las propiedades químicas de los BEs producidos [50]. En consecuencia, cambios 
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en las propiedades químicas de los BEs podría modificar su aplicación como agente emulsificante 

de hidrocarburos. Por lo anterior, es importante controlar las condiciones de cultivo en la 

producción de BEs. La implementación de biorreactores permite controlar las condiciones de 

cultivo y abre la posibilidad a un escalamiento del proceso [51]. El uso de biorreactores airlift 

(BALs) puede ser adecuado para la producción de BEs, ya que presentan un entorno de bajo 

estrés por cizallamiento y una tasa de transferencia de oxígeno razonable, además de un bajo 

consumo de energía [45,52]. 

2.6 BIORREACTOR AIRLIFT 

Un biorreactor del tipo airlift (BAL) es un reactor agitado neumáticamente por medio del suministro 

de una fase gaseosa en la parte inferior (Figura 4). La fase gaseosa se expande isotérmicamente 

dando lugar a la formación de burbujas que ascienden hasta la parte superior de BAL, 

homogeneizando el contenido del reactor [53]. 

 
Figura 4. Esquema típico de un biorreactor airlift (a). Biorreactores airlift utilizados en este estudio (b). 
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Los BAL son utilizados en la producción de ácido láctico, degradación de compuestos fenólicos 

y la biodesulfuración del petróleo, entre otras aplicaciones. Por otro lado, la comercialización de 

los BEs se restringe por los altos costos de producción que pueden ser estabilizados por la 

optimización de las condiciones de producción y la aplicación de nuevos y eficientes pasos 

intermedios en los métodos de procesamiento. El desarrollo de bioprocesos eficientes y rentables, 

incluyendo la optimización de las condiciones de cultivo, son factores de estudio riguroso que 

permiten la reducción de los costos de producción 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 daño celular, mejor eficiencia de 

mezclado y mayores tasas de aireación con un menor consumo de energía [55]. Sin embargo, 

hay escasa información disponible sobre el crecimiento de microrganismos productores de BEs 

en BALs [56]. 

 Parámetros cinéticos de producción y de crecimiento 

Los estudios cinéticos son necesarios para realizar un correcto diseño y control de biorreactores 

[12]. Entre los parámetros cinéticos más importantes se encuentran: la tasa de volumétrica de 

producción (qp), la tasa máxima específica de crecimiento (), la duración de la fase lag (), el 

crecimiento máximo, entre otros. Para estimar estos parámetros cinéticos se han desarrollado 

distintos modelos matemáticos. 

 Modelos de crecimiento 

Un modelo de crecimiento es una representación abstracta que pretende representar el 

crecimiento de un microorganismo. Los modelos de crecimiento buscan establecer una 

correlación de causa efecto entre el tiempo del cultivo y el crecimiento microbiano bajo 

determinadas condiciones. Los parámetros cinéticos obtenidos como la , la , la densidad 

poblacional máxima (A) pueden ser modelados para determinar la influencia que ejerzan otras 

variables intrínsecas (concentración de FC, concentración de sales) o extrínsecas (temperatura, 

cambio de escala, etc.) sobre los parámetros cinéticos [57,58]. De esta forma, un modelo de 

crecimiento permite estimar el crecimiento, la supervivencia y/o la muerte de los microorganismos 

en función de las condiciones de operación en un biorreactor. 

Diversos modelos se han desarrollado con el objetivo de predecir el crecimiento de poblaciones 

como el modelo Logístico, Gompertz, Richards, entre otros [57,58]. Sin embargo, estos modelos 

no son explícitos en términos de los parámetros cinéticos antes mencionados (, , A), lo que 

dificulta la interpretación física de los valores de los parámetros. 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) podrían ser usados en su forma reparametrizada tomando como criterio 

de decisión un razonamiento estadístico. En la Tabla 1 se enlistan algunos de los modelos que 

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

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

comparación con los demás modelos ajustados. 

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

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

desarrolló 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 

solubilización de hidrocarburos y propusieron que la solubilización no depende de la 

formación de agregados multimoleculares similares a micelas si no a la naturaleza 

hidrofóbica de las moléculas de Alasan. 

➢ Su y col. [8] optimizaron la producción de Emulsan generado por A. venetianus RAG-1 

utilizando etanol como única fuente de carbono y energía. 

➢ Chen y 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 síntesis del BS de A. calcoaceticus IMV B-7241 en una 

mezcla de hexadecano-glicerol. 

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

Residuos Sólidos del Departamento de Biotecnología de la Universidad Autónoma Metropolitana: 

➢ Díaz-Ramírez y col. [61] analizaron la degradación de diferentes fracciones de petróleo 

por cultivos mixtos bacterianos. Los microorganismos fueron aislados de los suelos 

rizosféricos contaminados con hidrocarburos donde crecía una gramínea: Cyperus laxus 

LAM.  

➢ Medina-Moreno y col. [62] demostraron que los biorreactores columna de burbujas al ser 

operados en lotes secuenciales y bajo limitación de oxígeno se pueden utilizar para 

producir consorcios con capacidad de biodegradación alta y constante. 
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➢ Lizardi-Jiménez y col. [56] estudiaron las tasas de transferencia de hexadecano y oxígeno 

para la producción de un consorcio degradador de hidrocarburos en un biorreactor airlift 

trifásico. 

➢ Tzintzun-Camacho y col. [63] durante el estudio de los mecanismos de asimilación 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 Rosa y col. [64] evaluaron la factibilidad técnica y económica de la producción 

del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii UAM25 a partir de diferentes fuentes de 

carbono hidrofóbicas. 

➢ Vazquez-Vazquez y col. [46] evaluaron la producción del BE de A. bouvetii UAM25 a partir 

de hexadecano y determinaron su capacidad como emulsificante de hidrocarburos 

policíclicos aromáticos. 
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4 JUSTIFICACIÓN 

Recientemente, se ha observado un creciente interés por la producción de BEs debido a sus 

aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica, petrolera y en la biorremediación 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 realizó en la 

Maestría en Biotecnología [64], la principal aportación fue demostrar la factibilidad técnica y 

económica de la producción del BE de A. bouvetii UAM25 utilizando fuentes de carbono 

hidrofóbicas; se estudió por primera vez el BE producido por A. bouvetii UAM25 y se determinó 

que es un BE de carácter aniónico. Además, con un modelo matemático que se propuso fue 

posible determinar las condiciones necesarias para reducir al mínimo el costo de producción 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 cuestión que surge es cómo se modifica la producción y las propiedades 

emulsificantes del BE de A. bouvetii UAM25 a partir de una FC hidrofílica como el etanol. Además, 

qué características del BE se modificarían si se produce a partir de una combinación de FCs 

hidrofílicas e hidrofóbicas (glicerol-hexadecano). Para resolver estas preguntas fue necesario 

producir, purificar y caracterizar los BEs producidos a partir de diferentes FCs, así como evaluar 

la estabilidad como agentes emulsificantes de hidrocarburos. Un análisis de los resultados 

debería contribuir al entendimiento del fenómeno y constituirse en una aportación al conocimiento 

científico, sin perder de vista aquellas posibles aplicaciones en: (i) la industria petrolera como, por 

ejemplo, mejorando la movilidad y solubilidad del petróleo pesado o (ii) en la biorremediación de 

suelos y aguas contaminados con compuestos orgánicos hidrofóbicos. 
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5 HIPÓTESIS 

Acinetobacter bouvetii UAM25 producirá 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 características de los BEs 

producidos. 

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Determinar parámetros cinéticos de producción de los BEs de A. bouvetii UAM25 a partir 

de etanol, una mezcla de glicerol-hexadecano y aceite usado de cocina en botellas 

serológicas y en biorreactor airlift (1 L). 

 Caracterizar químicamente 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 planteó la siguiente estrategia experimental: 

7.1 PRIMERA ETAPA 

Se montaron cinéticas de producción de los BEs de A. bouvetii UAM25 a partir de etanol, aceite 

usado de cocina y una mezcla glicerol-hexadecano en botellas serológicas y en biorreactor airlift. 

A partir de los datos experimentales se evaluaron los parámetros cinéticos que corresponden a 

la producción y al crecimiento celular. Además, se determinó la capacidad emulsificante de los 

sobrenadantes libres de células. 

7.2 SEGUNDA ETAPA 

Se purificaron de los BEs y se realizó una caracterización química (contenido de carbohidratos y 

proteínas, tensión superficial, peso molecular, análisis elemental, composición de grupos 

funcionales). Además, se evaluó la estabilidad de los BEs purificados. 

7.3 TERCERA ETAPA 

Se realizó un análisis de los resultados obtenidos para determinar el efecto de la FC sobre los 

BEs producidos. 
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8 MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 MATERIAL BIOLÓGICO Y MEDIOS DE CULTIVO 

 Microorganismo  

Se utilizó la bacteria Acinetobacter bouvetii (cepa UAM25). La cepa fue aislada de la rizósfera de 

Cyperus laxus LAM, una planta nativa de pantanos contaminados con petróleo en Veracruz, 

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

 Medios de cultivo 

La preservación y propagación de la cepa se realizó con agar soya tripticaseína (Bioxon) y caldo 

nutritivo (Bioxon). Para la producción de los BEs se utilizó medio mineral (MM) con la siguiente 

composición (g L-1): 3.187 de NaNO3 (J. T. Baker, 99.9%), 1.075 de K2HPO4 (J. T. Baker, 99.9%), 

0.565 de KCl (J. T. Baker, 99.9%) y 0.55 de MgSO4•7H2O (J. T. Baker, 100.1%), el MM se ajustó 

a un pH inicial de 6.0 con HCl 1.0 M [62]. 

 Activación de A. bouvetii 

La bacteria se inoculó 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 agitación (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 determinó la densidad óptica a 600 nm 

(DO600) de la dilución. La concentración de A. bouvetii UAM25 fue determinada con una curva 

patrón en unidades formadoras de colonias (UFC) mL-1. 

8.2 FUENTES DE CARBONO 

Se utilizaron tres diferentes fuentes de carbono y energía: (i) etanol (J. T. Baker, 99%) en una 

concentración inicial de 10.58 g L-1; (ii) una mezcla de glicerol (J. T. Baker, 99%) y n-hexadecano 

(Sigma Aldrich, 99%) en una concentración inicial de 8.00 y 2.81 g L-1, respectivamente (Relación 

molar 7:1) y (iii) aceite usado de cocina (AUC) en una concentración inicial de 7.11 g L-1. Antes 

de su uso el AUC se dejó reposar por 48 h, posteriormente se decantó y se filtró con papel 

Wahtman (Grado 1). El AUC filtrado se conservó 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 producción de los BEs de A. bouvetii se adicionaron siempre en una relación 

carbono/nitrógeno (C/N) aproximada de 10.5 g C g-1 N. 
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8.3 PRODUCCIÓN DE LOS BIOEMULSIFICANTES 

 Cinéticas de producción en botellas serológicas 

Las cinéticas de producción de BEs se realizaron en botellas serológicas de 150 mL con 50 mL 

de medio mineral inoculadas con 1x106 UFC mL-1 de A. bouvetii UAM25 [63]. Cada muestra para 

cada tiempo se ensayó por triplicado con botellas serológicas independientes. 

 Cinéticas de producción en biorreactor airlift 

La producción de los BEs de A. bouvetii se realizó en un biorreactor airlift (BAL), integrado por 

una columna vertical de vidrio de 2 L, con un diámetro externo de 0.077 m y un diámetro interno 

de 0.072 m, un tubo concéntrico de acero inoxidable con diámetro interno de 0.041 m y altura de 

0.204 m. Se utilizó un distribuidor de aire construido de acero inoxidable en forma de “L” (0.006 

m de diámetro interno) con 7 perforaciones (0.001 m de diámetro y 0.004 m de separación) [65]. 

Los BAL se operaron por lotes a una velocidad superficial de gas (Ug) de 0.6 cm s-1 durante 48 h 

a 30 °C. Cada fuente de carbono se ensayó por duplicado con un volumen de operación de 1 L, 

con el MM antes mencionado (ver 8.1.2) y un inóculo inicial 1x106 UFC mL-1 de A. bouvetii [63]. 

Se realizaron pruebas para: (i) producción 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 concluyó 

la cinética, se desechó el medio restante; y (ii) purificación de BEs: después de 48 horas de cultivo 

en el ALB, todo el caldo se usó para la purificación. 

 Actividad emulsificante 

La actividad emulsificante (AE) se determinó en el sobrenadante libre de células (10 000 g, 4 °C, 

20 min). A 400 μL de muestra se agregaron 2.6 mL de Tris-HCl (20 mM, pH 7.0) con MgSO4 (10 

mM), enseguida se agregó 40 μL de mezcla n-hexadecano:2-metilnaftaleno 1:1 (v:v) [5]. Por 

último, se agitó por 2 min y se leyó la densidad óptica a los 3 min a 600 nm. Una absorbancia de 

0.1 unidades a 600 nm multiplicada por el factor de dilución fue considerado como una unidad 

emulsificante por mL (UE mL-1). 

 Crecimiento bacteriano 

El crecimiento bacteriano se determinó por el método de cuenta viable (CV) en UFC mL-1 

mediante la técnica de dilución en placa. Las diluciones correspondientes se inocularon en agar 

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

La biomasa de A. bouvetii se determinó por peso seco. Se separó la biomasa de 1 L de medio de 

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

se pesó la biomasa en una balanza analítica OHAUS Pioneer (OHAUS, EUA). 

 Parámetro cinético de producción 

La tasa volumétrica de producción (UE (mL h)-1, qp) fue calculada usando la Ecuación 1. 

Ecuación 1     
max

P

f

EA
q

t
=  

Donde AEmax es la actividad emulsificante máxima (UE mL-1) y tf es el tiempo de cultivo (48 h). 

 Modelo de crecimiento y parámetros cinéticos de crecimiento 

Los parámetros de crecimiento de A. bouvetii UAM25 se determinaron ajustando el modelo 

reparametrizado de Gompertz que se muestra en la Ecuación 2 [57]. 

Ecuación 2    

( ) 1
e

t
Aey Ae




 
− + 

 −=  

Donde 0

ln CVy
VC

 =  
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  ,  es la tasa máxima 

especifica de crecimiento (h-1),  es la duración de la fase lag (h), t es el tiempo (h), VC es el 

crecimiento al tiempo t (UFC mL-1), VCO es el crecimiento inicial o inóculo (UFC mL-1) y VCmax es 

el crecimiento máximo (UFC mL-1) 

 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 orgánica se transfirió a un matraz de reacción donde 

se eliminó el hexano remanente en un equipo de evaporación rotavapor (40 °C, 450 mbar) (Büchi 

R-205). Enseguida se agregaron 6 mL de una solución de NaOH 0.5 M en metanol y perlas de 

ebullición. Se conectó un condensador y se calentó la mezcla en baño de agua hasta que la grasa 

entró en solución. Posteriormente se agregaron 7 mL de una solución de BF3 al 14 % (p/v) en 

metanol a través del condensador y se mantuvo en ebullición durante 2 min. Enseguida se 

agregaron 2 mL de hexano y se mantuvo a ebullición por un minuto más. El matraz de reacción 

se desmontó y se dejó enfriar en un baño de hielo; a continuación, se agregaron 15 mL de 

solución saturada de NaCl, el matraz se tapó y se agitó vigorosamente por 15 s. Después se 

agregó suficiente solución saturada de NaCl para que el hexano con los ésteres metílicos se 
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colocara en el cuello del matraz. Se transfirieron 2 mL de la solución hexano en un tubo de ensayo 

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

La solución de hexano seca con los ésteres metílicos sintetizados a partir del AUC se analizaron 

en un cromatógrafo de gases 5890N acoplado a un detector selectivo de masas 5975B VL 

(Agilent Technologies). Un µL de esta solución fue inyectado. La separación de los ésteres se 

obtuvo con una columna capilar 5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 μm) manteniendo el flujo constante 

a 1 mL min-1 (12.75 psi). La temperatura del puerto de inyección se mantuvo a 280 °C, con helio 

como gas acarreador. La temperatura inicial del horno fue de 150 °C, posteriormente se elevó a 

210 °C con una rampa de 10 °C min-1 y por último hasta 270 °C con una rampa de 5 °C min-1 [68]. 

La temperatura de la interfase se mantuvo a 290 °C. Los resultados espectrométricos fueron 

obtenidos mediante el modo de adquisición SCAN, en un rango de masas de 10 a 300 UMA, con 

una energía de ionización de 70 eV. La identificación de ésteres metílicos se realizó a través de 

la librería NIST05a. El rendimiento de la reacción de transesterificación se realizó mediante un 

estándar externo (miristato de metilo) grado analítico por triplicado. La cuantificación se llevó a 

cabo mediante estándares grado analítico de los ésteres metílicos encontrados, con curvas de 

calibración de 5 puntos 

 Determinación del coeficiente de transferencia de oxígeno 

El coeficiente de transferencia de oxígeno (kLa) se estimó con experimentos en las botellas 

serológicas mediante la Ecuación 3 [69]. 

Ecuación 3    

0.872

1.08716.610L
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=  

 
 

Donde kLa es el coeficiente de transferencia de oxígeno (h-1), n es la frecuencia de agitación (s-1), 

A es el área superficial del líquido en el frasco inmóvil (cm2), y V es el volumen de llenado (cm3). 

El kLa en el BAL se determinó por el método dinámico utilizando un electrodo de oxígeno disuelto 

(ADI dO2, Applisens) [56]. 

8.4 CARACTERIZACIÓN DE LOS BIOEMULSIFICANTES 

 Purificación de los bioemulsificantes 

El bioemulsificante producido en los BALs (ver 8.3.2) se purificó de la siguiente forma: las células 

se eliminaron por centrifugación (10,000 g, 4 ° C, 20 min) [66]. Se añadieron dos litros de 

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

agua destilada y se liofilizó 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 ultrafiltración de corte Omega polietersulfona de 30 kDa 

(PALL, EE. UU.). Se inyectó aire en el sistema después de pasar a través de una membrana de 

politetrafluoroetileno (20 μm) a 10 psi. Se realizó una diafiltración discontinua, de modo que se 

diluyó repetidamente hasta el volumen original (100 mL), usando agua destilada hasta que la 

conductividad de la solución filtrada fue menor que 0.05 mS cm-1 [46]. 

 Carbohidratos totales 

Los carbohidratos totales se determinaron mediante el método fenol-sulfúrico [70]. A 1.0 mL de 

muestra se adicionaron 0.5 mL de una solución de fenol al 5.0 %. Se homogeneizó y se agregaron 

2.5 mL de H2SO4 concentrado. Se homogeneizó cuidadosamente y se dejó en reposo durante 15 

min. Por último, se leyó la densidad óptica 480 nm. La cuantificación se llevó a cabo mediante 

una curva de calibración de 5 puntos utilizando glucosa anhidra (J. T. Baker, 99.9%) como patrón 

de referencia. 

 Proteína soluble 

La proteína soluble se determinó por el método de Bradford [71]. A 160 μL de muestra se 

agregaron 40 μL de reactivo de Bradford concentrado (Bio-Rad). Se homogeneizó y se dejó en 

reposo durante 5 min. Por último, se leyó la densidad óptica 582 nm. La cuantificación se llevó a 

cabo mediante una curva de calibración de 5 puntos utilizando albumina sérica bobina (J. T. 

Baker, 99.9 %) como patrón de referencia. 

 Tensión superficial 

La tensión superficial de los sobrenadantes libres de células se determinó con un tensiómetro de 

burbuja SensaDyne QC6000 (Chem-Dyne Research Corporation, EE. UU.), Usando agua y 

etanol como referencia (25 °C). 

 Cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) 

Las distribuciones de peso molecular de los BEs purificados (5 mg) se obtuvieron usando un 

cromatógrafo de líquidos serie Agilent 1260 equipado con detector de índice de refracción 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 utilizó agua desionizada 

(Milli-Q-UV, Merck) como fase móvil a 0.8 mL min-1 de flujo. Las muestras se disolvieron en la 

fase móvil y se filtraron (filtro de 0.45 μm) antes de la inyección en el cromatógrafo. 
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 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier 

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) se registraron usando un 

espectrómetro 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-1. 

 1H análisis de RMN 

Los espectros de 1H NMR de los BEs purificados se registraron usando un espectrómetro de 

unidad 9.4 T MR (Varian, EE. UU.) a 400 MHz usando agua deuterada como disolvente. El 

desplazamiento químico de 2H2O fue a 5.79 ± 0.01 ppm. 

 Análisis elemental 

Los contenidos totales de carbono, hidrógeno, nitrógeno 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 L-1). Para la estabilidad salina, las soluciones de los BEs se suplementaron con diferentes 

concentraciones de NaCl (de 10, 20, 40 y 50 g L-1). Para la estabilidad a cambios de pH, el pH de 

cada solución de BE se ajustó a 3, 5, 7, 9 y 10 mediante la adición de HCl 2 M o NaOH 2 M con 

homogeneización 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 usó una solución de cada BE (0 g de NaCl L-1, pH 7.0 y 25 °C) 

como control. Se determinó la actividad emulsificante (EA) cada una de las soluciones de los BEs. 

La actividad emulsificante relativa (EAR) se calculó de la siguiente manera: 

Ecuación 4     T
R

C

EA
EA

EA
=  

Donde EAT es la actividad emulsificante del tratamiento y EAC es la actividad emulsificante de su 

control. 

8.6 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El algoritmo de estimación de Levenberg-Marquardt se utilizó para el ajuste no lineal del modelo 

de Gompertz reparametrizado. Se realizaron análisis de varianza (ANOVA) y pruebas post hoc 

de Tukey (α = 0.05). Se realizaron pruebas t para comparar dos medias de grupos independientes 

(α = 0.05). ANOVA y comparaciones múltiples versus el grupo de control (método de Dunnett) se 
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realizaron para los estudios de estabilidad (α = 0.05). El análisis estadístico se analizó con el 

software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc, 2011). 
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9 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

9.1 CINÉTICAS DE PRODUCCIÓN DE LOS BIOEMULSIFICANTES 

La mayoría de los microorganismos productores de BEs utilizan FC hidrofóbicas para su 

crecimiento. Sin embargo, Acinetobacter venetianus RAG-1 no sólo crece en una variedad de FC 

hidrofóbicas, sino que también produce BE a partir de FC hidrofílicas [8]. Para determinar la 

capacidad de Acinetobacter bouvetii UAM25 para producir BEs, se ensayaron cinéticas de 

producción de BE con una FC hidrofílica (etanol), una hidrofóbica (aceite usado de cocina) y una 

mezcla de ambas (glicerol-hexadecano) en botellas serológicas. 

 Cinéticas de producción de los bioemulsificantes en botellas serológicas 

Las cinéticas de producción de los BEs de A. bouvetii UAM25 en botellas serológicas se muestran 

en la Figura 5. Se observó que A. bouvetii UAM25 produjo BEs a partir de las tres FCs y energía 

ensayadas. La Figura 5 muestra que la actividad emulsificante (AE), una medida indirecta de la 

producción del BE, se incrementó conforme el crecimiento bacteriano. Estos resultados son 

consistentes con lo observado con la producción de Emulsan [8] y con el comportamiento de un 

metabolito primario [6]. La mayoría de las producciones de BEs se han reportado como asociadas 

al crecimiento [72]. La AE permaneció constante durante la fase estacionaria de crecimiento de 

A. bouvetii UAM25, lo cual indicó que la producción de los BEs se terminó. Por lo tanto, la 

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

Los parámetros cinéticos de producción de los BEs y de crecimiento de A. bouvetii UAM25 fueron 

estimados a partir de los datos experimentales (Tabla 2). El crecimiento máximo (UFCmax) fue 

similar sin importar la naturaleza de la FC y energía ensayada. Además, se observó que la 

actividad emulsificante máxima (AEmax = 22.1 ± 1.8 UE mL-1), la tasa volumétrica de producción 

(qp = 0.46 ± 0.04 UE (mL h)-1) y la tasa especifica de crecimiento máxima ( = 0.58 ± 0.09 h-1) 

fueron significativamente mayores (P<0.05) cuando la FC ensayada fue aceite usado de cocina 

(AUC). Estudios en producción de BSs han demostrado que el uso de aceites vegetales usados 

como FCs mejoran su producción [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)-1, ver 2.5.2) por 

lo que A. bouvetii UAM25 tuvo a su disposición mayor energía para crecer y producir el BE. 
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Figura 5. Cinéticas de producción de los bioemulsificantes (,,) y de crecimiento de A. bouvetii 

UAM25 (,,) en botellas serológicas 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 desviación estándar. 
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Tabla 2. Parámetros cinéticos de producción de los BEs y de crecimiento estimados en botellas 
serológicas. Letras distintas indican diferencias significativas (α = 0.05, prueba Tukey). 

Fuente de C 
EAmax qP UFCmax  

UE mL-1 UE (mL h)-1 UFC mL-1 h-1 

Etanol 9.3 ± 1.5b 0.19 ± 0.03b 2.0 ± 0.3109 0.36 ± 0.07b 

Glicerol-Hexadecano 8.9 ± 0.1b 0.18 ± 0.01b 1.2 ± 0.1109 0.27 ± 0.04b 

AUC 22.1 ± 1.8a 0.46 ± 0.04a 1.7 ± 0.1109 0.58 ± 0.09a 

EAmax, actividad emulsificante máxima; qp, tasa volumétrica de producción; CFUmax, crecimiento máximo; 
, tasa específica de crecimiento máxima. Los resultados expresan la estimación ± el error estándar. 

Estudios sobre producción de BEs han reportado diferentes valores de , por ejemplo; 

Agrobacterium strain C58C1 pTFS40 creciendo en medios definidos a base de sacarosa exhibió 

una  de 0.27 h-1 [76]. Por otro lado, Pseudomonas aeruginosa PA01 creció en aceite de girasol 

con una  de 0.16 h-1 [77], Acinetobacter venetianus RAG-1 en etanol creció con una  de 0.2 h-1 

[8] y Acinetobacter baylyi ADP1 con glucosa presentó una  de 0.30 h-1 [78]. Tomando estos 

reportes como referencia, la  de A. bouvetii UAM25 fue similar o mayor que otras especies que 

representen el género Acinetobacter. Esta capacidad demuestra el potencial metabólico de A. 

bouvetii UAM25 para consumir diferentes fuentes de carbono. 

Varios estudios han demostrado la capacidad de las especies de Acinetobacter para consumir 

FCs hidrofílicas, hidrofóbicas o mezclas de ambas fuentes de carbono para la producción de BEs 

[8,10,11]. Sin embargo, pocos reportes han realizado estudios cinéticos de crecimiento y 

producción de BEs [12]. Además, existen pocas publicaciones sobre producción de BEs en 

biorreactores. Por lo tanto, los estudios de producción de BEs en biorreactores también son 

necesarios para ampliar el conocimiento sobre la producción de BEs y esto permita el desarrollo 

de tecnologías que logren llevar su producción a una mayor escala.  

 Cinéticas de producción de los bioemulsificantes en biorreactores airlift 

Con el objetivo de contribuir con el estudio de la producción de BEs en biorreactores, se realizaron 

cinéticas de producción de los BEs de A. bouvetii UAM25 en BAL de un litro de operación. En la 

Figura 6 se muestra la AE y el crecimiento bacteriano, durante 48 h, con las tres FC ensayadas. 

Se observó que la producción de los BEs de A. bouvetii UAM25 estuvo ligada al crecimiento, 

resultado similar al observado en experimentos previos en botellas serológicas (ver Figura 5). 

Además, se observó AE desde las primeras horas de cultivo (0 – 24 h), lo que indicó una liberación 

temprana del BE. Es probable que la hidrodinámica presente en el BAL haya favorecido dicha 

liberación del BE. 
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Figura 6. Cinéticas de producción de los bioemulsificantes (,,) y de crecimiento de A. bouvetii 

UAM25 (,,) 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 desviación estándar. 
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A partir de las cinéticas de producción de los BEs en BAL se estimaron los parámetros cinéticos 

de producción de los BEs y de crecimiento de A. bouvetii UAM25 (Tabla 3). Vale la pena señalar 

que el BE producido con AUC mostró mayor EAmax, (19.0 ± 0.4 EU mL-1) y mayor qp (0.40 ± 0.01 

UE (mL h)-1) en comparación con los BEs producidos con etanol y con la mezcla glicerol-

hexadecano. Estos resultados fueron similares a los observados en botellas serológicas. En estos 

experimentos, la  y la producción de biomasa (X) fueron similares con las tres FCs ensayadas 

en el BAL. Estos resultados indicaron que: (i) la producción de BE fue mayor cuando la FC fue 

AUC y (ii) el potencial metabólico de A. bouvetii UAM25 para consumir FCs hidrofílicas e 

hidrofóbicas. 

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

Fuente de carbono 
AEmax qP UFCmax  X 

UE mL-1 UE (mL h)-1 UFC mL-1 h-1 mg 

Etanol 8.5 ± 0.4b 0.18 ± 0.01b 3.2 ± 0.1108 0.42 ± 0.05 80 ± 25 

Glicerol-HXD 9.4 ± 0.5b 0.20 ± 0.01b 12.9 ± 4.7108 0.31 ± 0.04 103 ± 5 

AUC 19.0 ± 0.4a 0.40 ± 0.01a 3.5 ± 2.1108 0.38 ± 0.04 87 ± 12 

EAmax, actividad emulsificante máxima; qp, tasa volumétrica de producción; CFUmax, crecimiento máximo; 
, tasa específica de crecimiento máxima. Los resultados expresan la estimación ± el error estándar. Los 

resultados de biomasa expresan el promedio ± la desviación estándar. 

 Potencial de Acinetobacter bouvetii UAM25 como productora de bioemulsificantes 

A. bouvetii UAM25 no crece con glucosa como única fuente de carbono (FC) y energía [64]. Sin 

embargo, es capaz de crecer con petróleo crudo maya, aceite lubricante usado, aceite de ricino, 

AUC [64], etanol y glicerol-HXD como únicas FCs y energía. Lo anterior demostró el potencial 

metabólico de A. bouvetii UAM25 para consumir diferentes FCs. En el presente estudio y en el 

realizado para obtener el grado de maestría [64], el AUC fue la FC en la que se observó 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 producción del BE a partir de 

AUC se evaluó la variación de ésteres metílicos residuales producidos como metabolitos 

intermediarios que fueron determinados durante la cinética de producción del BE a partir de AUC 

(Figura 7a). El oleato de metilo se cuantificó en 6.7 ± 0.4 g L-1 a las 6 h y disminuyó a 3.2 ± 0.1 g 

L-1. El linoleato de metilo se determinó en 5.0 ± 0.3 g L-1 las 6 h y disminuyó a 2.3 ± 0.1 g L-1. El 

palmitato de metilo en 1.2 ± 0.1 g L-1 las 6 h y disminuyó a 0.6 ± 0.04 g L-1. El estearato de metilo 

en 0.8 ± 0.02 g L-1 las 6 h y disminuyó a 0.4 ± 0.02 g L-1. Los resultados anteriores indicaron que 

A. bouvetii UAM25 fue capaz de consumir todos los ácidos grasos procedentes del AUC utilizado. 
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Figura 7. Variación de ésteres metílicos residuales (a) y su distribución porcentual (b) durante la cinética 
de producción del BE a partir de AUC. Oleato de metilo (), linoleato de metilo (), palmitato de metilo 

() y estearato de metilo (). Valor promedio de 2 repeticiones. 

En la Figura 7b se observa la distribución porcentual de los ésteres metílicos durante la cinética 

de consumo de AUC, cabe resaltar que la proporción de ésteres metílicos se mantuvo constante 

durante la cinética, lo que sugiere que A. bouvetii asimiló de manera indistinta los ácidos grasos 

procedentes en el AUC utilizado. Los resultados anteriores sugieren que A. bouvetii UAM25 tuvo 

la capacidad metabólica para consumir ácidos grasos saturados e insaturados de forma indistinta. 

Por otro lado, los resultados obtenidos en la cinéticas de producción de los BEs en botella 

serológica y en el BAL fueron similares (ver Tabla 2 y Tabla 3). La AEmax y la qp fueron iguales 

con todas las FCs y el cambio al biorreactor no tuvo efecto (P > 0.05). Las UFCmax en el BAL con 

etanol y AUC fueron menores que en botella serológica (P < 0.05). También, la  en el BAL con 

AUC fue menor que en botella serológica (P < 0.05). Estas diferencias no fueron tan importantes, 

como se esperaba, si se toma en cuenta las diferencias que existen entre la hidrodinámica de 

ambos sistemas de producción. 

Un fenómeno que siempre es importante evaluar en el crecimiento de microorganismos aerobios 

es la transferencia de oxígeno de la fase gas a la fase acuosa [56,69]. El coeficiente de 

transferencia de oxígeno (KLa) es usado para comparar la eficiencia de transporte de oxígeno en 

un biorreactor. El KLa en botellas serológicas bajo las condiciones de cultivo ensayadas (MM, n = 

200 min-1, A = 21.24 cm2, V = 50 cm3, 30 °C) se estimó en 29.14 h-1 [69] y en el BAL (MM, Ug = 

0.6 cm s-1, 30 °C) se determinó en 10.49 ± 0.01 h-1. Es decir, el KLa en el BAL fue 

aproximadamente tres veces menor al KLa en las botellas serológicas, el crecimiento del A. 

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

la fase gas hasta la fase líquida no afectó la producción de BEs. 

Antes de proponer una explicación a la anterior observación, es importante mencionar que A. 

bouvetii UAM25 formó biopelícula en todos los medios (sólidos y líquidos) y biorreactores (caja 

Petri, matraces y BALs) que fueron utilizados en este estudio. Las biopelículas son agregados 

bacterianos adheridos a una superficie o interfase y recubiertos de una matriz abundante de 

sustancias poliméricas extracelulares [79]. Al formar una biopelícula, las células bacterianas son 

capaces de controlar la permeabilidad de la biopelícula y se producen fenómenos hidrodinámicos 

y de convección-difusión acoplados sumamente complejos [80,81]. Esta capacidad de regular la 

absorción de gases y sustancias químicas provoca una barrera para el transporte de nutrientes 

desde la fase líquida hasta las células de la biopelícula [82,83]. Esto implica que el transporte de 

oxígeno desde la fase gas hasta la fase líquida deja de ser el paso que limita la trasferencia de 

oxígeno [80]. Lo anterior podría explicar las similitudes observadas en cuanto al crecimiento de 

A. bouvetii UAM25 y la producción de BEs en matraces y BALs. Es probable que, 

independientemente de las condiciones ambientales, el metabolismo de la bacteria está dirigido 

por su capacidad de: (i) formar la biopelícula 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 investigación, era importante determinar 

el efecto de la FC sobre las características y la naturaleza del BE que se produce. Con el objetivo 

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

9.2 CARACTERIZACIÓN DE LOS BIOEMULSIFICANTES 

Los BEs producidos por especies de Acinetobacter pueden ser exopolisacáridos [8] o lipopéptidos 

[84]. Para determinar la naturaleza del BE producido por A. bouvetii UAM25, se cuantificaron los 

carbohidratos totales y la proteína soluble. La Tabla 4 muestra la composición bioquímica y la AE 

de los sobrenadantes libres de células y los BEs purificados, además de la cantidad de BE 

purificado por cada BAL (1 L, 48 h de cultivo). 
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Tabla 4. Composición química, actividad emulsificante y producción de bioemulsificantes por A. bouvetii 
UAM25. Diferentes letras indican diferencias significativas entre los BEs (α = 0.05, prueba de Tukey) y el 

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

 

Carbohidratos 

totales 

(mg L-1) 

Proteína soluble 

(mg L-1) 
AE BE 

SLC BE SLC BE 
SLC 

(UE mL-1) 

BE 

(UE mg-1) 
(mg L-1) 

BEE 96 ± 18b 86 ± 19 31 ± 16b 1.5 ± 1.1* 8.0 ± 1.6b 46.6 ± 7.1b 145 ± 15 

BEGH 69 ± 2b 62 ± 6 19 ± 1b 9.4 ± 2.7* 9.9 ± 0.2b 49.5 ± 4.2b 151 ± 41 

BEW 287 ± 24a 114 ± 11* 251 ± 43a 12.2 ± 5.6* 18.5 ± 0.6a 76.2 ± 3.5a 225 ± 2 

SLC, sobrenadante libre de células; BE, bioemulsificante; BEE, BE producido con etanol; BEGH, BE 

producido con la mezcla de glicerol-hexadecano; BEW, BE producido con aceite usado de cocina. Los 
resultados son el promedio ± la desviación estándar 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 proteína soluble con las tres fuentes de carbono. Por 

lo tanto, se aplicó un procedimiento de purificación para carbohidratos. La proteína soluble en los 

BEs purificados fue menor que los SLCs, pero la AE no disminuyó. Este resultado sugiere la 

ausencia de lipopéptidos en los BEs de A. bouvetii UAM25. Por otro lado, la mayor cantidad de 

proteína soluble se midió en el SLC del bioemulsificante producido a partir de AUC (BEW), 

mientras que el pH (6.18 ± 0.19) fue más bajo que con los otros dos SLCs (6.80 ± 0.13 con el 

bioemulsificante producido a partir de etanol (BEE) y 7.11 ± 0.12 con el bioemulsificante producido 

con la mezcla glicerol-hexadecano (BEGH)). Estos resultados sugieren la presencia de ácidos 

grasos libres. Probablemente, se liberaron ácidos grasos libres debido a la hidrólisis enzimática 

de triacilglicéridos, el principal componente de AUC; las enzimas que catalizan la hidrólisis de 

triacilglicéridos, conocidas como lipasas, son de gran importancia para su posible aplicación en 

síntesis orgánica [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 mostró la mayor AE en el sobrenadante libre de células y en el BE purificado (18.5 ± 3.5 

EU mL-1 y 76.2 ± 3.5 EU mg-1, respectivamente) pero no se observaron diferencias significativas 

(P > 0.05) en la producción de los BE purificados. A. bouvetii UAM25 produjo en promedio 173 

mg L-1 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-1 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-1 para el 

Emulsan producido por A. venetianus RAG-1 a partir de etanol. BEE y BEGH 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 

purificación de carbohidratos para todos los BEs. Esto sugiere que los BEs producidos por A. 

bouvetii UAM25 están compuestos principalmente de exopolisacáridos. Además, debido a que el 

BEW presentó mayor AE que el BEE y el BEGH, esto sugiere que el AUC influyó en la parte 

hidrofóbica del BEW. Las especies de Acinetobacter producen exopolisacáridos, como el Emulsan 

y los ramnolípidos [89,90]. El Emulsan es un lipo-heteropolisacárido poli-aniónico producido por 

A. calcoaceticus PTCC 1318 [6] y A. venetianus RAG-1 [8]. 

El Emulsan y los ramnolípidos pueden disminuir la tensión superficial del medio de cultivo [89,90]. 

Sin embargo, en este estudio no se observó la disminución esperada en la tensión superficial en 

los SLCs, solo un valor promedio de 67.9 ± 8.2 mN m-1. Se ha reportado que el Emulsan disminuye 

la tensión superficial de los sobrenadantes de 70 a 27 mN m-1 [6] y los ramnolípidos de A. junii 

BD de 70 a 31 mN m-1 [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 tensión 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 análisis SEC (ver 8.4.5). La Tabla 5 muestra los altos pesos moleculares de los BEs 

producidos por A. bouvetii UAM25, con la observación de dos bandas en el cromatógrafo. 

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

Mn, peso molecular promedio en número; PDI, índice de polidispersidad; BE, bioemulsificante; BEE, BE 
producido a partir de etanol; BEGH, 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 desviación estándar de 
dos mediciones independientes. 

Mn1 en particular tiene un índice de polidispersidad estrecho (1.04) que podría indicar alta pureza. 

La determinación 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 está de acuerdo con lo informado para el Emulsan, con un peso molecular 

 Mn1 (kDa) PDI1 Mn2 (kDa) PDI2 

BEE 3,999 ± 48a 1.05 352 ± 17b 1.27 

BEGH 4,320 ± 72a 1.04 485 ± 39ab 1.14 

BEW 3,279 ± 125b 1.03 551 ± 9ª 1.16 
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promedio de 1,000 kDa [8], formado por una mezcla de dos polímeros de aproximadamente el 80 

% de un lipopolisacárido y el 20 % como un exopolisacárido 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 composición de los BEs se estudió mediante análisis FTIR y la Figura 8a muestra 

un espectro representativo del BEE. Todos los espectros muestran una banda ancha en 3,000 – 

3,500 cm-1 asignada a los grupos hidroxilo [92], y otra banda ancha en 1,000 - 1,150 cm-1 

representativa de los grupos ‒C‒O y ‒C‒O‒C‒ que son espectros típicos de carbohidratos [93]. 

Además, se observaron bandas para los enlaces C‒H asignadas a cadenas alifáticas en la región 

de 2,800 – 3,000 cm-1 [94]. La presencia de los grupos metileno y metilo se confirmaron en 1,300 

– 1,480 cm-1 [3,93]. Otra banda de absorción fuerte en 1,641 – 1,648 cm-1 reveló la presencia de 

grupos carbonilo [95,96]. Las bandas observadas en la región de 674 - 900 cm-1 denotaron el pico 

característico para los compuestos heteropolisacáridos, de acuerdo con Rani y col. [96]. Una 

banda de absorción en 1,536 – 15,46 cm-1 se asignó al estiramiento del enlace C‒N, y en 512 - 

529 cm-1 se observaron señales que fueron características de derivados de azúcares [3,96]. Los 

análisis FTIR revelaron la presencia de carbohidratos y cadenas alifáticas que corroboraron que 

los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 fueron lipo-heteropolisacáridos. 

El análisis 1H RMN de la muestra del BEE, mostrada en la Figura 8b como un espectro 

representativo, presentó una señal característica entre 0.80 y 0.97 ppm para el grupo ‒CH3 y 

entre 1.00 y 1.40 ppm señales indicativas de metilenos de las cadenas alifáticas [3,97,98]. Estos 

datos corroboraron lo observado en el análisis FTIR con la presencia de cadenas alifáticas en la 

estructura química de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25. La señal de 1.90 a 2.00 ppm 

sugiere la presencia del ‒CH3 del grupo O‒acetilo, mientras que en 2.00 - 2.25 ppm indicó el ‒

CH3 del grupo lateral de acetamida [99]. Señales amplias de 3.5 a 4.5 ppm se asignaron a los 

protones anulares que se observan en los polisacáridos [97,99,100]. La estructura del 

polisacárido fue confirmada por la señal en 5 – 5.3 ppm asignada a protones anoméricos [99]. 

Por lo tanto, el análisis de 1H NMR apoyó el análisis FTIR e indicó que todos los BEs producidos 

por A. bouvetii UAM25 fueron lipo-heteropolisacáridos.  
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Figura 8. Espectro de FTIR (a) y espectro de 1H NMR (b) del BEE. 
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Los análisis FTIR y 1H NMR también sugieren que los BE producidos por A. bouvetii UAM25 entre 

ellos, sólo difieren en sus cadenas alifáticas. En este sentido, BEW mostró un mayor carácter 

hidrofóbico en comparación con BEE y BEGH (ver Anexo, Figura 2–A). Estudios previos 

demostraron que la composición de ácidos grasos en las cadenas alifáticas de Emulsan varía 

según el uso de diferentes fuentes de carbono [101]. El AUC se analizó mediante GC-MS y se 

identificaron ácidos grasos insaturados de 18 carbonos (ver 9.1.3). El mayor carácter hidrofóbico 

de BEW podría deberse que A. bouvetii UAM25 utilizó los ácidos grasos del AUC para la síntesis 

del BE. Se ha observado que, después de la entrada en la célula, los ácidos grasos libres se 

catabolizan o se incorporan directamente a los lípidos complejos [102]. Este aumento en el 

carácter hidrofóbico podría explicar una mayor afinidad por los compuestos hidrofóbicos, y por lo 

tanto el aumento en la actividad emulsificante de BEW observada en la Tabla 4. Además, el 

análisis elemental de los BEs (Tabla 6) reveló la presencia de C 43.3 ± 4.1 %, H 7.3 ± 0.9 %, N 

6.4 ± 3.7 % y S 0.6 ± 0.1 % en peso.  

Tabla 6. Composición elemental (expresada como distribución porcentual masiva) de los 
bioemulsificantes producidos por A. bouvetii UAM25. Diferentes letras indican diferencias significativas (α 

= 0.05, prueba de Tukey). 
 C H N S O 

BEE 40.98 ± 0.69 6.96 ± 0.02b 9.03 ± 1.24a 0.68 ± 0.17 42.34 ± 2.12 

BEGH 40.93 ± 0.01 6.63 ± 0.11b 8.04 ± 0.39a 0.54 ± 0.14 43.87 ± 0.41 

BEW 48.02 ± 7.64 8.26 ± 0.51a 2.15 ± 1.21b 0.69 ± 0.10 40.88 ± 9.45 

BEE, BE producido a partir de etanol; BEGH, 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 desviación estándar de dos mediciones independientes. 

Es notable destacar que este estudio, según nuestro conocimiento, es el primero que reporta la 

composición elemental de los BEs producidos por A. bouvetii. Los BEs mostraron composiciones 

elementales similares de C, S y O. BEW mostró una composición más alta de H y una composición 

menor de N con respecto a el BEE y el BEGH. Estos datos corroboraron que los BEs producidos 

por A bouvetii UAM25 sólo difieren en sus cadenas alifáticas. Por otro lado, el contenido de CHN 

de los BEs fue similar al reportado para los exopolisacáridos producidos por Paenibacillus pabuli 

ATSKP (37.5: 5.90: 8.28) [103] y el contenido de CHNP fue diferente al reportado para el 

exobiopolímero de A. haemolyticus MG606 (10.4: 2.6: 1.7: 0.3) [66]. El análisis elemental sugirió 

que los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 fueron macromoléculas similares: complejos de 

lipo-heteropolisacáridos de alto peso molecular que sólo difieren es sus cadenas alifáticas. 
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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 glicolípidos muestran una alta estabilidad en condiciones extremas de salinidad, pH y 

temperatura [1,2]. La Figura 9 muestra el efecto de la salinidad (a, g de NaCl L-1), 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 calculó a partir de la AE de cada tratamiento con relación a su 

respectivo control (0 g de NaCl L-1, pH 7.0, 25 °C). El aumento en la concentración de NaCl no 

disminuyó la AER de los BEs. En cambio, la AER del BEGH aumentó en una concentración de NaCl 

de 20 y 50 g L-1 (Figura 9a). Estos resultados fueron similares a los reportados para la estabilidad 

del exopolisacárido Rhizobium tropici LBMP-C01 [38] y del biosurfactante de Bacillus subtilis [39]. 

Los tensioactivos iónicos son muy sensibles a los electrolitos; este fenómeno se produce porque 

los electrolitos afectan directamente los grupos carboxílicos del biosurfactante, lo que disminuye 

su AE [38,104]. En nuestros resultados, los análisis FTIR y NMR indicaron que los BEs de A. 

bouvetii UAM25 no contienen grupos carboxílicos, lo que explica por qué la concentración de 

NaCl no disminuyó la AER de los BEs. 

Por otro lado, el pH no afectó 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 exopolisacárido de Rhizobium tropici LBMP-C01 [38]. Se observó un ligero aumento en 

las AER de los BEs a pH 10, probablemente porque en soluciones alcalinas los biopolímeros 

adquieren un comportamiento aniónico, lo que conduce a una reducción en la tensión superficial 

[38]. 

La temperatura no disminuyó la AER de los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 (Figura 9c). El 

BEGH mostró activación por calor. Es bien conocido que las emulsiones son sistemas 

termodinámicamente inestables y que cualquier aumento en la temperatura dará como resultado 

un aumento de las tasas de colisión de las gotas. Sin embargo, los BEs de alto peso molecular 

disminuyen este fenómeno debido a su tamaño [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-1), pH (b) y temperatura (c, °C) sobre la actividad 
emulsificante relativa (EAR) de BE de A. bouvetii UAM25. El asterisco indica diferencias significativas (α = 
0.05, método de Dunnett). BEE, BE producido con etanol; BEGH, BE producido con la mezcla de glicerol-

hexadecano; BEW, BE producido con aceite usado de cocina. Los resultados son el promedio ± la 
desviación estándar 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]. Además, recientemente se demostró la capacidad del BE 

producido con hexadecano por A. bouvetii UAM25 para emulsificar hidrocarburos aromáticos 

policíclicos [46]. Por lo tanto, una posible aplicación en biotecnología para estos nuevos BEs 

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

9.4 EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LOS 

BIOEMULSIFICANTES PRODUCIDOS Y SU ESTABILIDAD. 

Durante la planeación de este estudio, se tenía la hipótesis equivocada de que la biomolécula 

que produce A. bouvetii UAM25 con actividad emulsificante era sintetizada por la bacteria para 

consumir FCs hidrofóbicas. En contraste, A. bouvetii UAM25 produce BE a partir de una FC 

hidrofílica como el etanol. Además, se demostró que los BEs producidos por A. bouvetii UAM25 

se producen como metabolitos primarios; durante las cinéticas de producción se hizo evidente 

que la mayor producción de BE se observó durante la fase exponencial de crecimiento de A. 

bouvetii UAM25 y no durante la fase lag de cultivo (ver 9.1), lo que sí se esperaría para una 

biomolécula que fuera necesaria para el consumo de la FC. Los hallazgos anteriores sugieren 

que A. bouvetii UAM25 produce BEs con otro propósito. En este sentido, es importante mencionar 

que A. bouvetii UAM25 formó una biopelícula 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 biopelículas [105–107]. Una biopelícula es una 

comunidad multicelular de una o varias especies de microorganismos, que se puede unir a 

cualquier superficie biótica o abiótica, por lo que se puede formar en la interfaz entre el aire y 

agua [107]. La biopelícula está constituida por exopolisacáridos, proteínas, ADN y ácidos 

húmicos, de los cuales, los exopolisacáridos han sido identificados como el constituyente 

predominante [106]. La formación de biopelículas se caracteriza por un cambio en la 

hidrofobicidad celular por medio de la producción de exopolisacáridos que se acumulan en la 

superficie de las células. Luego, una vez que el crecimiento alcanza la fase estacionaria, la 

biopelícula se rompe y los exopolisacáridos se liberan al medio [108]. Se ha observado que los 

exopolisacáridos 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-

heteroplisacáridos (ver 9.2), son el componente principal que sintetiza para la formación de su 



Contribución al estudio del bioemulsificante de Acinetobacter bouvetii 
UAM25 para su producción y aplicación en hidrocarburos 

Resultados y 
Discusión 

 

Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa ~ 41 ~ 
 

biopelícula. 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 producción (ver 9.2). Por otro lado, cuando un microorganismo crece en forma 

de biopelícula, 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 

síntesis, la fuente de carbono no afectó significativamente la composición química 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 producción de los bioemulsificantes estuvo asociada al 

crecimiento de la bacteria. Además, el bioemusificante producido con aceite usado de cocina 

presentó la mayor actividad emulsificante. 

Los bioemulsificantes fueron macromoléculas similares sin importar la fuente de carbono 

utilizada. Todos se caracterizaron como complejos de lipo-heteropolisacáridos de alto peso 

molecular. El uso de aceite usado de cocina como fuente de carbono modificó la cadena alifática 

del bioemulsificante producido. Es probable que debido a esta modificación 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-1), pH (3 – 10) y temperatura (25 – 121 °C) ensayadas. 
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11 PERSPECTIVAS 

▪ Optimizar el proceso de purificación y determinar la estructura química de los 

bioemulsificantes de A. bouvetii UAM25. 

▪ Optimizar la producción del BE en biorreactores airlift con miras al escalamiento del 

proceso. 

▪ Evaluar la aplicación de A. bouvetii UAM25 y de su BE en la biorremediación de suelos y 

aguas contaminadas con hidrocarburos. 

▪ Determinar la viabilidad de la aplicación del BE de A. bouvetii UAM25 en recuperación 

mejorada de petróleo. 

▪ Desarrollar una técnica estándar para el estudio de BEs de alto peso molecular. 

▪ Estudiar la lipasa de A. bouvetii UAM25 para definir sus potenciales aplicaciones 

industriales. 

▪ Evaluar la producción 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 metabólica de biosíntesis del bioemulsificante de A. bouvetii UAM25. 

▪ Estudiar la formación de biopelícula de A. bouvetii UAM25 para dilucidar las posibles 

aplicaciones biotecnológicas. 
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13 ANEXO 

13.1 ESPECTROS DE LOS ÉSTERES METÍLICOS PRESENTES EN EL ACEITE USADO DE 

COCINA 

 
Figura 1–A. Espectros de los ésteres metílicos presentes en el aceite usado de cocina. 
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13.2 ESPECTROS DE LOS BIOEMULSIFICANTES DE ACINETOBACTER BOUVETII UAM25 

 
Figura 2–A. Espectros de FTIR del BEE (A), BEGH (B) y BEW (C). Espectros de 1H NMR del BEE (D), BEGH 

(E) y BEW (F). 
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