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Evaluacion dela eficiencia de produccion del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii a

partir de diferentes fuentes de carbono hidrofébicas

Palabras clave: biosurfactante, Acinetobacter bquyetii, fuentes de carbono hidrof6bicas, biorreactor
airlift. RESUMEN
Las actividades industriales y agricolas generan productos y residuos hidrofébicos de dificil
degradacion que en contacto con € ambiente generan contaminacion. Estas sustancias
hidrofébicas pueden ser utilizadas como fuentes de carbono de bajo costo para producir
biosurfactantes. El interés por |os biosurfactantes haido en aumento debido a: (i) su naturaleza
amigable con el ambiente, (ii) su potencial aplicacion en lasindustrias alimentaria, farmacéutica

y petroleraasi como (iii) en biorremediacion de sitios contaminados con compuestos organi cos

hidrof dbicos.

En e presente estudio se evalud e uso de cuatro fuentes de carbono hidrofdbicas para la
produccion del biosurfactante (BS) de Acinetobacter bouvetii. Paralaevaluacion sellevo acabo
un estudio de factibilidad técnicay economica. La factibilidad técnica se determind con base en
los siguientes parametros técnicos de produccion del BS: actividad emulsificante maxima
(AEmax), maximo crecimiento de A. bouvetii (Xmax), tasa maxima especifica de crecimiento
(Umax), duracion de fase lag (A) y cambio en la densidad poblaciona (D). Los parametros
técnicos se estimaron a partir de cinéticas de produccion de BS en botellas seroldgicas. Se
selecciond la mejor fuente de carbono (FC) con base en criterios de viabilidad y se realizaron
cinéticas de produccion en un biorreactor airlift (BAL) con la FC seleccionada para validar los

parametros técnicos estimados en las botellas seroldgicas. La factibilidad econdmica se

Xi



determind en funcion de un andlisis de costos de produccion del BS de A. bouvetii por medio de

un modelo matemati co.

A. bouvetii asimil6 aceite de higuerilla (AH), aceite usado de cocina (AUC), aceite lubricante
usado (ALU) y petréleo crudo Maya (PCM) como Unicafuente de carbono y energia. Se observo
gue la produccion del BS estuvo parcialmente ligada a crecimiento de A. bouvetii. Los mejores
pardmetros técnicos de crecimiento (mayores Xmax, Umax, D Y menores A) se observaron al
utilizar AH y AUC como FC, la mayor AEmax Se determind con el BS producido a partir de
AUC (9.04+0.46 UE mL™Y). Se seleccion6 e AUC como lamejor FC paralaproduccion del BS
de A. bouvetii a partir de criterios de viabilidad generales, econdmicos y tecnoldgicos. Los
parametros técnicos (A Emax, Xmax, D Y A) determinados en botella serologicay en BAL no fueron
diferentes. El tiempo de cultivo en e BAL disminuy6 de 72 a 36 h debido a que la pmax Se
duplico (0.42 ht). Se estim6 € costo de produccién de BS a partir de AUC en 148 USD kg,
un costo de produccion 1.8 veces menor a BS comercial Emulsan. Por 1o anterior, se demostré

lafactibilidad econdmica de la produccion del BS de A. bouvetii.

La principal aportacion de este estudio fue demostrar la factibilidad técnicay econdmica de la
produccion de biosurfactante de A. bouvetii utilizando fuentes de carbono hidrofdbicas. Asi
como € estudiar por primeravez el biosurfactante producido por A. bouvetii y determinar que
es un bioemulsificante de caracter anionico. Ademas, con € modelo matemético propuesto es
posible determinar las condiciones necesarias parareducir al minimo el costo de produccion del

BS con diferentes FC.
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Keywords. Biosurfactant, Acinetobacter bouvetii, Hydrophobic carbon sources, Airlift bioreactor.
ABSTRACT

Industrial and agricultural activities generate polluting hydrophobic products and residues hard
to be degraded. Such hydrophobic substances can be used as low-cost carbon sources able to
produce biosurfactants. Interest in biosurfactants has increased due to: (i) their environmentally
friendly nature, (ii) their potential application in the food, pharmaceutical and petroleum

industries, aswell as (iii) in bioremediation of hydrophobic compounds contaminated sites.

In the present study four hydrophobic carbon sources for biosurfactant (BS) production by
Acinetobacter bouvetii were evaluated. To achieve the task, atechnical and economic feasibility
study was developed. The technical feasibility was determined based on the following technical
parameters. maximum emulsification activity (AEmax), maximum growth (Xmex), maximum
specific growth rate (Umax), 1ag time (A) and relative population size (D). Technical parameters
were estimated from BS production kinetics in serological bottles. The best carbon source (FC)
was selected based on viability criteria. The production kinetic runs were performed in airlift
bioreactor (BAL) with the sel ected carbon sourceto validate the technical parameters previously
estimated. Economic feasibility was determined based on an analysis of BS production costs by

means of a mathematical model.

A. bouvetii assimilated castor oil (AH), used cooking oil (AUC), used lubricating oil (ALU) and
Maya crude oil (PCM) as the sole energy and carbon source. BS production was partialy
associated to A. bouvetii growth. The best technical parameters of growth (higher Xmax, dmax, D
and lower A) were observed when using AH and AUC as FC. The highest AEmax Was determined

with BS produced from AUC (9.04+0.46 UE mL™). AUC was selected as the best FC for BS
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production by A. bouvetii from general, economic and technological viability criteria. Technical
parameters (A Emax, Xmax, D and A) determined in BAL and serological bottleswere not different.
The cultivation time decreased in BAL from 72 to 36 h because pmax Was doubled (0.42 h't). BS
production cost from AUC was estimated in 148 USD kg, a production cost 1.8 times less than
the commercial BS Emulsan. Therefore, the economic feasibility of BS production by A.

bouvetii was demonstrated.

The main contribution of this work was developed to prove the technical and economic
feasibility of biosurfactant production by A. bouvetii when using hydrophaobic carbon sources.
Another contribution of this work was identified as the first study of biosurfactant produced by
A. bouvetii which was found to be an anionic bioemulsifier. Moreover, with the proposed
mathematical model it is possible to determine the necessary conditions to minimize the BS

production cost with different FC.
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Evaluacién de la eficiencia de produccion del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii a partir

de diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas

1 Revision bibliogréfica

1.1 Biosurfactantes

Los surfactantes son productos quimicos con uso en una gran variedad de aplicaciones
industriales. Se estima que la produccion mundial de surfactantes en 2007 fue alrededor de 10
millones de toneladas (Van Bogaert y col., 2007). La mayoria de |los surfactantes se derivan del
petréleo y se sintetizan quimicamente. Sin embargo, la tendencia hacia el uso de tecnologias
amigables con e medio ambiente, hafomentado la busgueda de compuestos biodegradables de
origen natural. Por lo tanto, los biosurfactantes (BS) son la eleccion natural ya que poseen
ventajas sobre |os surfactantes sintéticos, tales como menor toxicidad, biodegradabilidad y la
eficacia en una amplia gama de valores de pH y temperatura (Banat y col., 2010; Cameotray

col., 2010).

Parte
hidrafoba

Parte
hidrafila

Figura 1. Acumulacion deBSen lainterfaseliquidoy aire.

Los BS son moléculas anfifilicas que tienen extremos tanto hidrofilos como hidréfobos que
preferentemente se acumulan en las interfases liquido-liquido, gas-liquido o sdlido-liquido. En
la Figura 1 se muestra un esquema que pretende explicar la naturaleza anfifilica de los BS
(Pacwa-Plociniczak y col., 2011). Los BS tienen propiedades emulsificantes, espumantes,

detergentes y dispersantes. Los emulsificantes son grupos de moléculas que pueden formar
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de diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas

mezclas moderadamente homogéneas de dos liquidos inmiscibles. Estos compuestos pueden
reducir la tension superficia ya que simplemente pueden enlazar moléculas hidrofébicas a
hidrofilicas para formar una emulsion. Un espumante es una molécula que se concentra en una
interfase gas-liquido lo cua conduce alaformacién de burbujas. Un detergente es una sustancia
que tiene la propiedad quimica de disolver suciedad o impurezas de un objeto sin causar
corrosion. Un dispersante es un material que reduce la atraccion cohesiva entre particulas

similares (Satpute y col., 2010).

Los BS més activos pueden disminuir latension superficial del agua desde su valor normal 72
hasta30 mN my latension interfacial entre aguay n-hexadecano (HXD) desde 40 hastal mN
m™ (Desai y Banat, 1997). La funcionalidad, es decir, la capacidad emulsificante, espumante,
detergente o dispersante del BS depende de su concentracién en el medio en € que se encuentre.
En concentraciones por encimade la concentracion micelar critica(CMC), las moléculasde BS
tienden a asociarse para formar micelas, bicapas y vesiculas. La formacion de micelas de BS
reduce la tension superficial e interfacia de esta forma aumenta la solubilidad y la
bi odi sponibilidad de compuestos organicos hidréfobos (Whang y col., 2008). LaCMC se utiliza
comunmente paramedir la eficienciade |os espumantes o tensoactivos. Los BS eficientestienen
una bgja CMC, lo que significa que es necesario emplear menos biosurfactante para disminuir
la tension superficial (Desai y Banat, 1997). Por las destacadas caracteristicas positivas
anteriormente mencionadas es necesario disminuir e elevado costo de produccién de BS
medi ante una sel eccién cuidadosa de las posibles fuentes de carbono y energiaparalas bacterias
productoras de BS y asi favorecer sus posibles aplicaciones en las industrias alimentaria,

farmacéutica, petroleray en la biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos.
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1.2 Fuentes potenciales de carbono para la produccién de biosur factantes

El uso de fuentes de carbono costosas, concentraciones de productos limitados, baos
rendimientos y la formacién de mezclas de productos en lugar de los compuestos puros son
factores que elevan los costos de produccion de biosurfactantes. La principal estrategia para
lograr reducir los costos de produccion es através de: (i) la evaluacion del sustrato apropiado
para cada organismo y € uso de sustratos baratos o de residuos para reducir los costos de
materias primas que participan en e proceso, (ii) € desarrollo de bioprocesos eficientes y
rentables, incluyendo la optimizacién de las condiciones de cultivo y 10s procesos de separacion
para maximizar la recuperacion; y (iii) € desarrollo de cepas mutantes superproductoras o

recombinantes para mejorar |os rendimientos (Mukherjeey col., 2006; Makkar y col., 2011).

El BS Surfactina (98% de pureza) disponible de Sigma Chemical Company en 2011 tenia un
precio de venta aproximado de 153 dolares estadounidenses (USD) cadavial de 10 mg, €l costo
del caldo que contiene & BS Emulsan en 1997 se estim6 en 50 USD kg (Rosenberg y Ron,
1997). En comparacion, € costo de surfactantes quimicos es de alrededor de 2 USD kg™. Sin
embargo, cuando se toman en cuenta los dafios ambientales que puede provocar, en ultima
instancia, €l costo se vuelve mucho mas de 2 ddlares. El escenario comercial competitivo seria
contar con que €l costo de produccion del BS se sittie en € rango 6-10 dolares kgi(Makkar y

col., 2011).

Para que la aplicacion de los BS sea rentable, es necesario € uso de materias primas de bajo
costo. El enorme potencial asociado con € uso de desechos y residuos peligrosos de caracter
hidrof ébico todavia no se ha aprovechado y resulta conveniente en la busqueda de sustratos de

bajo costo para la produccion de BS. La sociedad moderna produce gran cantidad de residuos
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de materiales a través de las actividades relacionadas con las industrias, la silvicultura, la
agricultura y de los municipios. Para fines précticos los posibles sustratos hidrofobicos se
pueden clasificar de acuerdo a su origen en fuentes de carbono renovables y fuentes de carbono

no renovables (Kosaric, 1992; Makkar y col., 2011).

1.2.1 Fuentesde carbono hidrofdbicasrenovables

Entrelos sustratos renovabl es que se han utilizado paralaproduccion de BS destacan | os aceites
de origen vegetal. Los aceites vegetal es son una fuente de carbono lipidicay son en su mayoria
derivados de &cidos grasos saturados o insaturados de 16-18 &omos de carbono. Se han utilizado
diversos aceites vegetales como los de canola, maiz, girasol, cartamo, de oliva, de colza, semillas
de uva, palma, coco, pescado y de soya. La produccion mundial de aceites y grasas es de unos
2.5-3 millones detoneladas, 75% se derivan delas plantasy |as semillas de ol eaginosas (Dumont

y Narine, 2007).

1.2.1.1 Aceitedehiguerilla o dericino.
La higuerilla (Ricinus communis L) es una planta oleaginosa que se encuentra ampliamente

distribuida en México, es rustica y se adapta a las condiciones climéticas de diferentes
ambientes, ademas posee un alto potencia de produccion paralaobtencion de aceite (Martinez-
Vaenciay col., 2011). El aceite de higuerilla (AH) o de ricino es un liquido viscoso miscible
en alcohol y &cido acético glacial, de densidad 0.9537 g mLt a 25°C. Debido a su estructura
quimica, €l aceite de higuerilla puede ser utilizado como materia prima para la produccién de
una amplia gama de productos finales como pinturas, detergentes, insecticidas, nylon, resinas
plasticas, cueros artificiales, biocombustibles, bactericidas, fungicidas, grasas lubricantes para

motores de atas revoluciones, espumas, cosméticos, medicinas y hasta la elaboracion de
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protesis humanas. India, China y Brasil, son los paises que reportan las mayores areas
productivas de higuerillaen el mundo. En un estudio reciente se realizo un analisis bioquimico
de 239 genotipos de higuerillaen México, € estudio mostré una gran variacion en e contenido
de aceite en un rango de 25 a 66 %; deigual manera se encontraron 25 genotipos con contenidos
superiores a60% Yy se estimd que en promedio son necesarios 2 kg de semillas de higuerillapara

obtener 1 L de aceite (Martinez-Vaenciay col., 2011).

1.2.1.2 Aceite usado de cocina

Otra materia prima vegetal es el aceite usado de cocina (AUC) que proviene de un proceso de
fritura de alimentos a alta temperatura (160-190 °C), los AUC son unade | as principal es fuentes
deresiduosricos en nutrientes y de bajo precio de venta. Grandes cantidades de AUC se generan
en |los restaurantes en todo e mundo. Se ha estimado que en promedio 100 mil millones L
(semana)™* de residuos de aceite se produce en los Estados Unidos (Shah y col., 2007). Hay
pocos informes que utilizan el enorme potencia de estos aceites de freir parala produccion de

BS (Makkar y col., 2011).

1.2.2 Fuentesde carbono no renovables

La mayoria de los surfactantes estan hechos a base de derivados del petréleo y se sintetizan
guimicamente. De hecho, € petréleo ha sido € hilo conductor del desarrollo en € mundo
moderno en los Ultimos 100 afios, debido aesto el petréleo es un producto esencial paramuchas
industrias, y es de vita importancia para € mantenimiento de la misma civilizacion
industrializada, por |o que se considera unaindustria critica en lamayoria de | as naciones (Hall
y Hallock, 2003). México es un buen ejemplo de esta “regla” por lo que resulta interesante la

produccion de BS a partir de sustratos derivados del petréleo o del mismo petroleo.
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1.2.2.1 Petréleo crudo

El petréleo es una mezcla compleja en la que coexisten en fase sdlida, liquida y gaseosa,
diversos hidrocarburos y otros compuestos organicos constituidos ademéas con pequefias
proporciones de compuestos como nitrégeno, azufre, oxigeno y algunos metales. El petréleo
crudo es clasificado por laindustriamundial de hidrocarburosliquidos de acuerdo a su gravedad
especifica o grado API que diferencia las calidades del crudo: (i) extraligeros (> 39 API), (ii)
ligeros (31.1-39 API), (iii) medianos (22.3-31.1 API), (iv) pesados (10.22.3 API) y (V)
extrapesados (<10 API). La vaoracion de un crudo depende de su contenido de azufre (IMP,
2011). Cuanto mayor sea el contenido de azufre menor sera su precio en el mercado. Un crudo
de 40 °API tiene, por lo general, un valor mayor que un crudo de 20 °API debido a que contiene
mas fraccion ligera como gasolinas y menor cantidad de constituyentes pesados tales como los
residuos asfalténicos. Por o anterior |os petrol eos pesados se consideran de baja calidad, ya que
son viscosos con densidades més atas que e agua, algunos son solidos a temperatura ambiente
y, ademas, ricos en azufre y metales. En México, tres tipos de crudo se producen: e Maya
pesado, que constituye 52.4% del total de la produccion; € Istmo-34, ligero, bajo en azufre,
que representa un 35.3% de la produccion; y e Olmeca-39, extra ligero, que representa un

12.4% de la produccién (PEMEX, 2012).

1.2.2.2 Aceitelubricante usado

Uno de los muchos problemas que ha surgido con el uso de derivados de hidrocarburos, son los
aceites lubricantes usados (ALU). Los ALU comprenden a los aceites para motores de origen
mineral que durante su uso perdieron propiedades caracteristicas, volviéndose inapropiadas para
continuar utilizandose con e mismo proposito. Posterior a su uso, € ALU adquiere

concentraciones elevadas de hidrocarburos arométicos, solventes clorados, junto con altas
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concentraciones de metales pesados (Benavente, 1999). Si no se dispone adecuadamente, el
ALU causaproblemas a ambiente: si searrojaal suelo, destruye el humus vegetal y acaban con
lafertilidad del suelo. En &l agua impide la adecuada oxigenacion asfixiando a los seres vivos
que alli habitan. En México se estima que la generacion de ALU en € periodo 2004-2011
ascendié a 192 mil toneladas de lubricantes usados (SEMARNAT, 2012) los cuales tienen un

uso inadecuado, al quemarse o bien se vierten en el suelo y drengje urbano.

1.3 Produccion deBS

La produccion de BS a gran escala y su aplicacion estan restringidos por los atos costos de
produccion y por la limitada comprension de sus interacciones con las células y con el medio
abiotico. Esto hallevado en la ultima década a centrar |os esfuerzos en la minimizacion de los
costos de produccion con € fin de facilitar el amplio uso comercia de los BS (Makkar y col.,
2011). La aplicacion de tecnologias econdomicas y procesos basados en la utilizacion de
conversion de residuos a productos también esta ganando terreno. Ademas de la materia prima,
la comercializacion de los BS se restringe por los altos costos de produccion que pueden ser
estabilizados por la optimizacion de las condiciones de produccion y la aplicacion de nuevos y

eficientes pasos intermedios en los métodos de procesamiento.

1.3.1.1 BiorreactoresAirlift
El uso de biorreactores Airlift (BAL) para la produccion de BS no ha sido estudiada

ampliamente, sélo se ha estudiado la produccion del BS Surfactina de Bacillus subtilis en un
BAL a partir del efluente del procesamiento de papa (Noah y col., 2002). Por lo tanto, es
necesario desarrollar estudios de la factibilidad de produccion de BS en BAL. Un biorreactor

del tipo Airlift es un reactor agitado neumaticamente por medio del suministro de una fase
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gaseosa en la parte inferior. La fase gaseosa se expande isotérmicamente dando lugar a la
formacion de burbujas que ascienden hasta la parte superior de BAL, homogeneizando €l
contenido del reactor (Chisti, 1989). Las principales ventajas del BAL en comparaciéon con
biorreactores convencional es (tanque agitado) son la eficiencia de mezclado y las mayores tasas
de aireacion con un menor consumo de energia. Los BAL son utilizados en la produccién de
acido léactico, degradacion de compuestos fendlicos y la biodesulfuracion del petrdleo, entre
otras aplicaciones. Sin embargo, hay escasa informacion disponible sobre el crecimiento de
microrganismos en BAL con sustratos insolubles en agua (Lizardi-Jiménez y col., 2012)
destinados parala produccién de BS. Lizardi-Jiménez y Gutiérrez-Rojas en € 2011 estudiaron
lahidrodinamicade BAL trifasicos, demostraron que hay unaclaralimitacion en latransferencia
de masa proveniente de |la fuente de carbono particularmente cuando se trabajo con sustratos
hidrof 6bicos. Ademés, se hademostrado que el area de transferencia especifica es un parametro
gue debe ser considerado en € disefio de bioprocesos de compuestos organicos insolubles en
BAL, yaque € areade transferencia especificadisminuye con el tiempo de cultivo debido aque
la fuente de carbono hidrofdbica es consumida en forma emulsificada en gotas microscopicas
de0.1a0.7 um (Medina-Moreno y col., 2013). Por lo anterior, se propone el uso de BAL para

la produccion de BS a partir de fuentes de carbono insolubles en agua.

1.4 Acinetobacter bouvetii: Productor de biosurfactante

La mayoria de los BS descritos son de origen bacteriano y 1os géneros mas reportados como
productores de BS son Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp. y Arthrobacter sp.
(Amaral y col., 2010). El BS comercial Emulsan es producido por Acinetobacter calcoaceticus

RAG-1, e Alasan es producido por Acinetobacter radioresistens KA-53 y el Biodispersan es
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sintetizado por Acinetobacter radioresistens A2 (Pacwa-Plociniczak y col., 2011). Las células
del género Acinetobacter se caracterizan por ser pequefias, entre 1-1.5 y 1.5-2.5 um durante la
fase de crecimiento; en la fase estacionaria toman una forma cocoide. Todas las especias son
estrictamente aerobias y estas bacterias pueden usar gran variedad de compuestos organicos. En
el 2012, Tzintzun-Camacho y col. identificaron 4 cepas bacterianas hidrocarbonoclastas:
Xanthomonas sp., Acinetobacter bouvetii, Shewanella sp. y Delfluvibacter lusatiensis. Ademas,
demostraron que cambios en la hidrofobicidad celular y la produccion de biosurfactantes por
parte de A. bouvetii son prerrequisitos para la degradacion de sustratos hidréfobos como e n-
hexadecano. Hasta e momento no se han encontrado maés estudios que reporten la produccion

de biosurfactantes de la especie A. bouvetii.

1.5 Relevanciacientificay originalidad del estudio

Un andlisis realizado en 1SI Web of Knowlegde (http://apps.webofknowledge.com/, 2013) a
nivel mundial revel 6 que en los Ultimos 5 afios la comunidad cientifica ha dirigido su atencion
al estudio de biosurfactantes. En las Ultimas dos décadas se han publicado 2,317 estudios
relacionados con BS (Figura 2a) y € nUmero de citas total es de estas publicaciones ascienden a
52,695 desde 1992 a la fecha (Figura 2b). En particular, € interés por los BS del género
Acinetobacter se ha mantenido constante con un promedio de cuatro publicaciones a afio desde
1993 a 2009 y un aumento a diez estudios anuales en los Ultimos tres afos (Figura 2d). En total
se han publicado 93 estudios de BS de Acinetobacter en los ultimos 20 afios con 4,403 citas
totales (Figura 2€). Lo anterior confirma la relevancia cientifica del presente trabgjo que

pretende contribuir con €l estudio de BS sintetizados por el género Acinetobacter.
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Figura 2. Reporte historico de publicaciones cientificasy namer o de citas por afio, indexadas en Web of Science
relacionadas con: biosurfactantes (ay b); biosurfactantesy Acinetobacter (cy d); biosurfactantesy Acinetobacter y
fuentes de carbono hidrofébicas (ey f).

Los estudios relacionados con el uso de fuentes de carbono hidrofébicas para la produccién de
BS de Acinetobacter son pocos (Figura 2€), seis en las Ultimas dos décadas con 124 citas totales
(Figura 2f). Con lo que se observa una clara ausencia de estudios sobre el tema, posiblemente
debida alas dificultades bioldgicas y técnicas para utilizar FC hidrofébicas. Lo que representa

un interesante reto cientifico y tecnol 6gico, ademas de denotar la originalidad de este trabajo.
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2 Planteamiento del problema

Recientemente, Tzintzun-Camacho y col. (2012), estudiaron los mecanismos de degradacion de
hexadecano utilizando consorcios bacterianos definidos, en este trabgjo se demostré que la
especie Acinetobacter bouvetii es capaz de producir biosurfactantes. Una de las inquietudes que
surgen araiz de este trabgjo, es e estudiar la produccion del o los biosurfactantes (BS) de A.
bouvetii. En gran medida € interés se debe a que, en las Ultimas décadas, se ha observado un
creciente interés por la produccion de BS por sus aplicaciones en las industrias alimentaria,
farmacéutica, petroleray en la biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos. Otra
inquietud que surge se centra en la busqueda de las meores condiciones de operacion que
permitan lamayor produccion del BS de A. bouvetii en un biorreactor Airlift (BAL). Esto tltimo
derivado de estudios recientes (Lizardi-Jiménez y Gutiérrez-Rojas, 2011; Lizardi-Jiménez y
col., 2012; Medina-Moreno y col., 2013) relacionados con la hidrodinamica de sistemas
trifésicos y consumo de fuentes de carbono hidrofébicas en BAL. Por dltimo, resulta
indispensable evaluar la posible utilizacién de diferentes fuentes de carbono hidrofébicas
renovables y no renovables que permitan mejorar la produccion del BS de A. bouvetii. En €l
presente trabajo se evalUa la capacidad de cuatro fuentes de carbono hidrofébicas: (i) aceite de
higuerilla(AH); (ii) aceite usado de cocina (AUC); (iii) petrdleo crudo maya (PCM) y (iv) aceite
lubricante usado (ALU) parala produccion del BS y su capacidad emulsificante. El trabagjo se
centra en aquellas posibles aplicaciones en laindustria petrolera, como por g emplo, meorando
lamovilidad y solubilidad del petréleo pesado; y en la biorremediacién de suel os contaminados

con compuestos organi cos hidrofobicos.

11
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3 Hipdtesis

La fuente de carbono hidrofdbica determinala eficiencia técnicay econdmica de la produccion

del biosurfactante de A. bouvetii.

4 Objetivos

Evaluar la eficiencia técnica y econdémica de la produccion del biosurfactante de A. bouvetii a

partir de diferentes fuentes de carbono hidrofébicas a nivel de laboratorio.

4.1 Objetivos particulares
Vaorar la produccion de biosurfactante y el crecimiento de A. bouvetii con cuatro
diferentes fuentes de carbono hidrofébicas.
Estimar parametros técnicos de crecimiento de A. bouvetii y de produccion del
biosurfactante obtenido a partir de fuentes de carbono hidrofébicas.
Seleccionar la megjor fuente de carbono para la produccion del biosurfactante de A.

bouvetii con base en criterios de viabilidad.

Determinar la factibilidad técnica de la produccion del biosurfactante de A. bouvetii a

partir de una validacion de los parametros técnicos de crecimiento y de produccion del
biosurfactante.
Determinar lafactibilidad econdmica de la produccién del biosurfactante de A. bouvetii

en funcion de un andlisis de costos de su produccion.

12
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5 Estrategiadetrabajo
La estrategia experimental consistio en cuatro etapas:

I.  Produccion del biosurfactante (BS) de A. bouvetii a partir de distintas fuentes de carbono
en botellas serol 6gicas para la estimacion de parametros técnicos de produccion de BS
y crecimiento de A. bouvetii.
1.  Evaluacion de factibilidad técnica y seleccion de la mejor fuente de carbono (FC) para
la produccion del BS con base en criterios de viabilidad: (i) generales, (ii) econdmicos
y (iii) tecnoldgicos.
I1l.  Produccion del BS de A. bouvetii en un biorreactor airlift (BAL) con laFC seleccionada
parala validacion de parametros técnicos de produccion y de crecimiento.
IV. Andisis de costos de produccion del BS de A. bouvetii para evaluar la factibilidad

econdmica de su produccion.

13
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6 Materialesy métodos

6.1 Material biol6gico y mediosde cultivo

6.1.1 Microorganismo

Se utiliz6 la bacteria Acinetobacter bouvetii (cepa UAM25). La cepa fue aislada de larizosfera
de Cyperus laxus LAM, una planta nativa de pantanos contaminados con petréleo en Veracruz,
Meéxico (Diaz-Ramirez y col., 2003). A. bouvetii fue identificada mediante un andlisis del gen

16s RNAr (Tzinzun-Camacho y col., 2012).

6.1.2 Mediosdecultivo

La preservacion y propagacion de la cepa se realizo con Agar soyatripticaseina (TSA, Bioxon)
y medio nutritivo (Bioxon). Para las cinéticas de produccién del BS se utiliz6 medio mineral
(MM) con la siguiente composicion (g L™): 0.675 de NaNOs (J. T. Baker, 99.9%), 0.215 de
KoHPO4 (J. T. Baker, 99.9%), 0.113 de KCI (J. T. Baker, 99.9%) y 0.11 de MgSO4e7H20 (J. T.
Baker, 100.1%), el MM se gjusté aun pH inicial de 6.5 con HCl 1.0 M (Medina-Moreno y col.,

2005).

6.1.3 Activacion de A. bouvetii

La bacteria se inocul6 por picadura en matraces Erlenmeyer de 150 mL con 25 mL de caldo
nutritivo. Los cultivos se incubaron a 30 °C con agitacion constante de 200 rpm en una
incubadora con agitacion (New Brunswick Scientific, USA) (Tzinzun-Camacho y col., 2012).
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 determind la densidad épticaa 600 nm (DOeoo) de ladilucion. La

15
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concentracion de A. bouvetii (Cab) fue determinada con una curva patron en unidades

formadoras de colonias (UFC) mL™.

6.2 Produccion de biosurfactante a partir de distintas fuentes de carbono

En las diferentes fuentes de carbono que se ensayaron para la produccion de BS de A. bouvetii
se conservé siempre una relacion carbono/nitrégeno (C/N) arededor de 10 g C g N. Las
cinéticas de produccion de BS se redlizaron en botellas seroldgicas de 150 mL con 50 mL de

MM inoculadas con 1x10° UFC mL™t de A. bouvetii (Tzinzun-Camacho 'y col., 2012).

6.2.1 Fuentesde carbono hidrofilicas

L as fuentes de carbono hidrofilicas utilizadas fueron D-glucosa (J. T. Baker, 99%) y D-fructosa
(J. T. Baker, 99 %). Cada fuente de carbono hidrofilica fue ensayada por separado con una
concentracion inicial de 2.7 g L. Las botellas se incubaron durante 48 h y se realizaron 3

réplicas.

6.2.2 Fuentesde carbono hidrofobicas

Las diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas ensayadas fueron: (i) n-hexadecano, fuente de
carbono de referencia; (ii) fuentes de carbono renovables como el aceite de higuerilla(AH) y €
aceite usado de cocina (AUC)  (iii) fuentes de carbono no renovables como €l petrdleo crudo

maya (PCM) y € aceite lubricante usado (ALU).

6.2.2.1 Fuente de carbono hidrofébica dereferencia

Como fuente de carbono de referencia se utilizé n-hexadecano (Sigma Aldrich, 99.9%) en una
concentracion inicial de 1.3 g L. Se redizaron tres réplicas por cada tiempo de cultivo

analizado: 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42,48y 72 h.
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6.2.2.2 Fuentes de carbono hidrofdbicas renovables

L as fuentes de carbono renovables utilizadas fueron AH (Laboratorio Productos Camacho) y
AUC (muestra facilitada por e comedor de la UAM lztapalapa) por separado en una
concentracion inicial de 1.11 g L. Se redlizaron tres réplicas por cada tiempo de cultivo

analizado: 0, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 36, 48, 72 h.

Antes de que € AUC fuera utilizado como fuente de carbono se dejé reposar por 48 h,
posteriormente el AUC sedecant0 y fuefiltrado con papel Whatman (Grado 1). El AUC filtrado
se conservé en un recipiente herméticamente cerrado de vidrio (1 L) atemperaturaambiente (25

°C) y en oscuridad.

6.2.2.3 Fuentes de carbono hidrofobicas no renovables

L as fuentes de carbono no renovables utilizadas fueron PCM (proporcionado por el Instituto
Mexicano del Petrdleo) y ALU (muestra de aceite usado de motor) por separado en una
concentracion inicial de 1.31 g L. Serealizaron 3 réplicas por cadatiempo de cultivo: 0, 6, 12,
15, 18, 21, 24, 30, 36, 48,60y 72 h. El ALU setrat6é y se conservé de la misma manera que el

AUC antes de su utilizacion.

6.3 Composicién cualitativadel AUC
La composicion de acidos grasos presentes en el AUC se determin6 mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masas (CG-EM). Se determiné la acidez del AUC y enseguida se

realizé unareaccion de transesterificacion con el AUC, a continuacion se detallan las técnicas.

6.3.1 Acidez
Los acidos grasos libres del AUC se determinaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL, se

agregd 1 mL de AUC, 9 mL de metanol y dos gotas del indicador fenolftaleina. Se titul6 la
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mezcla con una solucion de NaOH (0.1 M) hasta el vire del indicador. El porcentaje de acidez

se calcul6 mediante la ecuacion 6.1.

VNaOH * CNaOH * MM Ac

Acidez = "

VAUC 10 61

Donde Vnaon €s & volumen en mL de solucién de NaOH gastados en la titulacion, Caon €S la
concentracion molar de la solucion de NaOH, MM 4c es la masa molecular del acido graso de

referencia (&cido oleico) y Vauc es el volumen en mL de AUC analizado.

6.3.2 Reaccion detransesterificacion

Lareaccion de transesterificacion se realizé en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 10 mL de
AUC, se adicionaron 2.44 mL de metanol (J. T. Baker, 99.9 %) y 100 mg de NaOH finamente
molido. La mezcla se mantuvo con agitacion constante durante 2 h a 60 °C (Ramezani y col.,
2010). Al término de lareaccién, 2 mL de lamezcla se separaron por centrifugacion (18 500 g,

20 min, 4 °C), los ésteres metilicos formados fueron en un color amarillo &mbar.

6.3.3 Cromatografia de gasesy espectrometria de masas

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). Se hizo
una solucién de los ésteres metilicos a una concentracion de 500 mg L2, utilizando hexano (J.
T. Baker, 99.8%) como diluyente. Un pL de esta solucion fue analizado en €l cromatégrafo. La
separacion de | os ésteres se obtuvo con una columna capilar 5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 pym)
manteniendo €l flujo constantea 1 mL min™(12.75 psi). Latemperaturadel puerto deinyeccion

se mantuvo a 280 °C, con helio como gas acarreador. La temperaturainicial del horno fue de
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150 °C, posteriormente se elevd a210 °C con unarampade 10 °C minty por Gltimo hasta 270
°C con una rampa de 5 °C min (Ramezani y col., 2010). 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 ionizacion de

70 eV. Laidentificacion de ésteres metilicos se obtuvo através delalibreria NIST05a.

6.4 Produccion del BSde A. bouvetii en un Biorreactor Airlift

La produccion de BS a partir de AUC se realizd en un biorreactor Airlift (BAL), integrado por
una columna de vidrio de 2 L, con un didmetro externo de 0.077 m y un didmetro interno de
0.072 m, un tubo concéntrico de vidrio con didmetro interno de 0.033 m y alturade 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) (Lizardi-
Jiménez y Gutiérrez-Rojas, 2011). El BAL fue operado en lote a dos vel ocidades superficiales
de gas (Ug): 0.6 y 2.7 cm s durante 72 h a 30°C. Cada Ug se ensay6 por duplicado con un
volumen de operacion de 1 L, con MM, una concentracion inicial de AUC de 1.11 g L
inoculado con 1.0x10° UFC mL"1 de A. bouvetii. Se tomaron 5 mL de muestra en los siguientes

tiempos de cultivo: 0, 3, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 30, 36, 42, 48,60y 72 h.

6.5 Meétodos Analiticos

6.5.1 Crecimiento bacteriano

El crecimiento bacteriano se determind en UFC mL mediante la técnica de dilucion en placa.
L as diluciones correspondientes seinocularon en agar soyatripticaseinay se incubaron a30 °C.

A las48 h serediz6 e conteo delas UFC.
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6.5.2 Cuantificacion del BS

El medio de cultivo se centrifugd a 18 500 g durante 20 miny 4 °C, a3 mL del sobrenadante
se agregaron 20 uL de PCM. Posteriormente lamezcla se agito en vortex durante 2 min, después
de 24 h la fase acuosa se separd y se determiné la densidad éptica a 400 nm (DOaoo) (Patil y
Chopade, 2001). Mediante la ecuacion 6.2 se determind la concentracion del BS (Cgs) en mg
equivalentes de Tween 20 por litro del sobrenadante libre de células.

DO, +0.0321

R?=0.97 6.2
BS 00016\ ) (6.2)

6.5.3 Hexadecano residual

El HXD residua se extrajo del sobrenadante libre de células (50 mL, 18 500 g, 4 °C, 20 min)
con 50 mL de hexano:acetona 1:1 (v:v). EIl HXD se determiné por cromatografia de gases
acoplado a un detector de ionizacién de flama (Star 3900, Varian). La cromatografia se realizo
con unacolumna AT-HT (15 m x 0.25 mm x 0.10 ym, Heliflex) manteniendo el flujo constante
a30 mL min'(40 psi). Latemperatura del puerto de inyeccion se mantuvo a 290 °C, con helio
como gas acarreador. La temperatura del horno se increment6 hasta 120 °C con una rampa de
30 °C mint, posteriormente se elevé a 150 °C con unarampade 10 °C min™ y por Ultimo hasta
170 °C con unarampade 15 °C min'. El detector se mantuvo a300 °C. El volumen deinyeccion

fuede 2 uL (Velasco-Alvarez y col., 2011).

6.54 pH
El pH se determind directamente en el caldo de cultivo con un potenciometro Oakton 1100

(Eutech Instruments, Malasia).
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6.5.5 Tension superficial
La tension superficial de los cultivos se determind con un tensiometro de burbuja SensaDyne
QC6000 (Chem-Dyne Research Corporation, USA) a una temperatura constante de 25°C, y

utilizando como fluidos de referencia agua destilada y etanol.

6.5.6 Potencial Z

Se determiné el potencial Z (pZ) del sobrenadante libre de células (18 500 g, 4 °C, 20 min)
después de 72 h de cultivo con HXD como fuente de carbono. Setomd 1 mL del sobrenadante
libre de célulasy de diluy6 1:10 con agua desionizada, se gjusté el pH avaloresde 2.1, 3.1, 5.0,
7.7,9.0y 10.0con HCI 0.1 M y NaOH 0.1 M y se determiné el potencial Z mediante un equipo

Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments).

6.5.7 Actividad emulsificante

La actividad emulsificante (AE) del extracto libre de células (18 500 g, 4 °C, 20 min) se
determiné con 0.5 mL del sobrenadante alos que se agregaron 7 mL de Tris-HCI (20 mM, pH
7) con MgSOa (10 mM), enseguida se agreg6 100 pL de mezcla n-hexadecano:2-metil naftaleno
1:1 (v:v) (Sar y Rosenberg, 1983). Por ultimo, se agité 2 miny se leyd ladensidad Opticaalos
3 min a 600 nm. Una absorbancia de 0.1 unidades a 600 nm multiplicada por € factor de

dilucion fue considerada como una unidad emulsificante por mL (UE mL™).

6.6 Analisis matematico
6.6.1 Modelodecrecimiento
Las curvas y los pardmetros de crecimiento de A. bouvetii se determinaron gjustando el modelo

reparametrizado de Gompertz que se muestra en la ecuacion 6.3 (Zwietering y col., 1990).

21



Evaluacion de la eficiencia de produccion del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii a partir

de diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas

(E(I —t)+l]

A=De*®" (6.3)

Donde A es € logaritmo natural del tamarfio relativo de la poblacidn de A. bouvetii definida
como A=In(CV/CV,,), D es la asintota definida como D=In(CV,/CV,,), CV es la cuenta
viable a tiempo t (UFC mL™), pumax €s la tasa méxima especifica de crecimiento (h'Y), A esla

duracién de lafaselag (h).

6.6.2 Seleccion dela mejor fuente de carbono hidrofobica para la produccion del BS de
A. bouvetii

Laeleccion delamejor fuente de carbono hidrofobica para ser utilizada como materia primaen

la produccion de BS serealizo a partir de una matriz de decision. Fueron evaluados criterios de

viabilidad con base en referencias bibliograficas y se calificaron en criterios generales, de

mercado y tecnol 6gicos que se detallan a continuacion:
1) Criterios generales

a) Competencia con otros proyectos. se consideré importante debido ala utilizacion de

la FC como materia prima en otros proyectos en México.
i) LaFC no se utilizacomo materia prima en otros proyectos.
i) LaFC seutilizacomo materia prima en pocos proyectos.

i) LaFC se utiliza como materia prima en muchos proyectos.
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b) Se cuenta con la informacion suficiente: el disponer de informacion de la FC, como

sus propiedades fisicas y quimicas, disminuye |os riesgos que se presenten al momento

de utilizarla como materia prima.

i) Informacion suficiente.

ii) Se cuenta con informacién parcial.

iii) No se cuenta con lainformacion.

Beneficios adicionales de utilizar la FC: utilizacion de residuos, generacion de

subproductos o de capital.

1) Segeneran beneficios adicionales.

i) Podria generarse beneficios adicionales.

iii) No se generan beneficios adicionales.

2) Criterios de mercado

a)

Existencia de incentivos fiscales: Ahorrar energia, reciclar o disminuir la produccion
de desechos son acciones que la industria puede intercambiar con el gobierno por
descuentos en e pago de predial e impuesto sobre némina. El uso de residuos como
fuentes de carbono puede disminuir los costos de produccién de BS con la obtencion de

incentivos fiscales.

i) LaFC esun residuo peligroso.

i) LaFC esunresiduo.
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b)

d)

1ii) LaFC no esun residuo.

Disponibilidad de la fuente de carbono: esimportante que la FC esté disponible en €l
Estado donde se encuentre la planta de produccion del BS para evitar costos de

transporte.

1) Existen proveedoresdelaFC.

i) No existen proveedores pero es facil disponer delaFC.
iii) No existen proveedoresy es dificil disponer dela FC.
Costo dela fuente de carbono: precio de ventade la FC.
i) Menor oigual a0.50 USD kg de FC.

i) Mayor a0.50 y menor oigual a1l USD kg™ de FC.

iii) Mayor a1 USD kg de FC.

Pretratamiento: fue valioso considerar s es necesario un tratamiento de la FC antes

de entrar al proceso de produccion.
i) No es necesario un pretratamiento.
1) Esnecesario un pretratamiento simple.

iii) Es necesario un pretratamiento compleo.

3) Ciriterios tecnol 6gicos
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a)

Infraestructuratecnolégica: latecnol ogia necesaria debe existir y estar al alcance para

pretratar y procesar la FC.

i) Altamente disponible.

i) Disponible.

1ii) Poco disponible.

b) Tasa especifica maxima de crecimiento (Umax): 1a Pmax €Xpresala rapidez con que A.

d)

bouvetii asimilalafuente de carbono para su crecimiento.

1) Mmex Mmayor alaestimada con la FC de referencia.

1) Mmex igual alaestimadacon laFC de referencia

Iii) Mmax Menor alaestimada con la FC de referencia.

Duracion delafaselag (A): la A es el periodo de tiempo durante el que A. bouvetii se

adapta a la fuente de carbono.

1) A menor a la estimada con la FC de referencia

ii) Aigual alaestimadacon laFC de referencia.

1ii) A mayor alaestimadacon laFC de referencia

Concentracion maxima (Xmax): la Xmax €s la cantidad méxima de crecimiento de A.

bouvetii.

1) Xmex mayor aladeterminada con laFC de referencia.
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1) Xmax igual aladeterminadacon laFC de referencia.
1ii) Xmeax menor aladeterminada con laFC de referencia.

e) Actividad emulsificante (AE): la AE es una medida de |la capacidad emulsificante del

BS producido a partir de la fuente de carbono.

1) AE mayor aladeterminada con la FC de referencia
i) AEigua aladeterminadacon laFC dereferencia.
1ii) AE menor aladeterminada con la FC de referencia.

Los criterios se ponderaron de acuerdo a su relevancia y cada FC se clasifico en i, ii 0 iii
conforme a sus caracteristicas, la clasificacion i recibio una valoracion de 1 punto, ii de 0.5
puntosy iii de O puntos. Lacalificacion de cada criterio se obtuvo multiplicando la ponderacion
del criterio por su valoracion. Finalmente, la calificacion de la FC se obtuvo sumando las

calificaciones de todos | os criterios.

6.6.3 Modelo de produccién exponencial maximo
Las curvas y los parémetros de produccion del BS se determinaron gjustando el modelo de

produccién exponencial maximo (Motulsky y Ransnas, 1987) que se muestraen laecuacion 6.4

P=R,(1-e") (6.4)

Donde P es € logaritmo natural de la actividad emulsificante relativa del BS definida como

P=In(AE/AE_,), Pmax €s & cambio maximo de actividad emulsificante definido como
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P =IN(AE,/AE_,), AE es la actividad emulsificante a tiempo t, v es la tasa maxima de AE

(Y y t ese tiempo (h).

6.6.4 Estimacion del costo de produccién de biosurfactante

La estimacion del costo de produccion de BS se determind en funcién de cuatro pardmetros
centrales: (i) la concentracion inicial de la fuente de carbono (FC), (ii) € precio de venta
comercial delaFC, (iii) laconcentracion final de BS'y (iv) € costo de purificacion. El costo de

produccion de BS se puede cal cular mediante |a ecuacion general 6.5.

Costo de BS = Costo de materias primas+ Costo de operacion (6.5)

El costo total de las materias primas se calcul 6 con la siguiente expresion:

Costo de materias primas= Costo de MM + Costo de FC (6.6)

El costo del medio mineral (MM) se determind en 0.0353 dolares estadounidenses (USD) L™
con base en precios de venta de sales minerales y la formulacion empleada en este trabgjo. El
precio de venta de las FC se cotizd directamente con los proveedores, |os valores, expresados
en USD kg-1, fueron los siguientes: AH en 8.19, el AUC en 0.03, el PCM en 0.88y el ALU en
0.65. El costo de la FC por L de medio de cultivo se expresd en funcion de la concentracion

inicial de FC, como sigue:

Costo de FC = C..S. (6.7)

Donde Crc es la concentracion inicial de FC en kg L™ de MM y Sec es € precio en USD kgt

de FC. Por lo anterior, la ecuacion 6.6 se denotd como sigue:
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Costo de materias primas=0.0353+C_.S.. (6.8)

Los costos de operacion generados por mano de obra, operacion de equipos y consumo de
servicios (gas, agua y energia el éctrica, entre otros) pueden representar de un 70% hasta un 90
% del costo total de produccién del BS (Cameotray Makkar, 1998). Por lo tanto, € costo de
operacion se estimo con la ecuacion 6.9.

Costo de operacion

0.7 (6.9)
Costo de BS

Al sustituir las expresiones 6.8 y 6.9 en la ecuacion 6.5, se obtuvo:

0.0353+ CSc
0.3

Costo de BS= (6.10)

Posteriormente para estimar de manera mas completa los costos de produccion del BS, fue
necesario considerar €l costo generado por un proceso de purificacion. De hecho, los costos
generados por la purificacion de BS pueden representar hasta un 60% del costo total de
produccion (Desal y Banat, 1997). Por o anterior, el costo total de produccién del BS secalcul6
mediante la ecuacion 6.11 y el costo de purificacion de BS se consideré como una fraccion del

costo total de produccion de BS (Ec. 6.12).

Costo total de produccién de BS= Costo de BS+ Costo de purificacion (6.11)

Costo de purificacion

_ - (6.12)
Costo total de produccién de BS

S
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Donde Sp eslafraccion del costo total de produccion de BS debidaaun proceso de purificacion,
la cual puede variar entre 0 y 0.6. Al sustituir las ecuaciones 6.10 y 6.12 en la expresion 6.11,

se obtuvo:

0.0353+ C,.Sc

Costo total de produccién de BS=
0.3%(1-S;,)

(6.13)

Por Ultimo, se definid la ecuacion 6.14 para expresar € costo de BS en USD kg* utilizando

como factor de conversion la concentracion final de BS.

Costo total de produccion de BS= S,Cy (6.14)

Donde Sgs es e costo en USD kg de BS y Cas es la concentracion final de BS en kg L™ de
MM. Al igualar las ecuaciones 6.13 y 6.14 se obtuvo laecuacion 6.15 que se utilizo para estimar

el costo de BS (Sss) en funcion de Crc, Src, Cesy Se.

5 0.0353+C,.S.c 6.15)
0.3%Cys (1-S,)

6.7 Analisisestadistico

Para el gjuste no lineal de los model os reparametrizado de Gompertz y produccion exponencial
maximo, se utilizo el método de estimacion de Levenberg-Maquard con el software SPSS v.
18.0 (SPSS Inc., 2009). El software SigmaPlot 12.5 (Systat Software Inc, 2011) se utilizo para

el andlisis de varianza (ANOVA), prueba Tukey y pruebat con a igual a 0.05.
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7 Resultadosy discusion

7.1 Produccion del biosurfactante de A. bouvetii a partir de distintas fuentes de
carbono

Los miembros del género Acinetobacter son quimioheterotrofos que utilizan una gran variedad

de sustratos como Unicas fuentes de carbono y energia (Doughari y col., 2011), recientes

reportes han utilizado etanol (Su y col., 2009), glucosa (Amoabediny y col. 2010) y hexadecano

(Chen y cal., 2012) en la produccion de los biosurfactantes del género. Por lo tanto, para la

produccion del BS de A. bouvetii se probaron fuentes de carbono tanto hidrofilicas como

hidrof dbicas.

7.1.1 Fuentesdecarbono hidrofilicas

Se ensay6 con D-glucosa 'y D-fructosa como fuentes de carbono hidrofilicas parala produccién
de BS. Nuestra cepa de A. bouvetii no fue capaz de asimilar ninguno de los dos sustratos. Lo
anterior concuerda con lo reportado para Acinetobacter sp. YC-X2 (Cheny col., 2012) y otras
especies de Acinetobacter (Baumann y col., 1968; Warskow y Juni, 1972; Navon-Venezia y
col., 1995). Laincapacidad de A. bouvetii para crecer con glucosa o fructosa como Unicafuente
de carbono se puede deber a la ausencia de una enzima clave para la asimilacion de estos
sustratos (Juni, 1978). Se ha demostrado que €l género Acinetobacter degrada glucosa
exclusivamente por la via Entner-Doudoroff, donde la glucosa-6-fosfato se oxida a 6-
fosfogluconato por accion de la enzima glucosa deshidrogenasa (Bouvet y Bouvet, 1989) y
posteriormente e 6-fosfogluconato se oxida a 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato mediante la

enzima gluconato deshidrogenasa. Esta Ultima enzima est4 ausente en algunas especies del
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género Acinetobacter provocando una acumulacién de 6-fosfogluconato y su incapacidad para

asimilar glucosa como unica fuente de carbono (Juni, 1978).

7.1.2 Fuentede carbono hidrofébica dereferencia

El n-hexadecano (HXD) es un alcano que se ha empleado como Unica fuente de carbono en
estudios del género Acinetobacter (Ishige y col., 2000; Phetrong y col., 2008; Chen y cal.,
2012,). Ademas, la experiencia adquirida por nuestro grupo de trabajo hizo del HXD la FC de
referencia parala produccion del BS de A. bouvetii. En los apartados que siguen se muestran €l
crecimiento de A. bouvetii, consumo de HXD, produccion de BS, tension superficial pH y

potencia Z.

7.1.2.1 Crecimiento de A. bouvetii, consumo de HXD y produccién de BS
En la Figura 4 se presenta la produccién de BS (gje vertical izquierdo), € crecimiento de A.

bouvetii (primer gje vertical derecho) y la concentracion de HXD residual (segundo €je vertical
derecho) con respecto € tiempo de cultivo. A. bouvetii crecié a partir de una concentracion
inicia de 8.72+0.53x10° UFC mL™ hasta una concentracion de 1.25+0.24x10® UFC mL™,
Tzintzun-Camacho y col. (2012) reportaron un crecimiento aproximadamente 10 veces mayor
de A. bouvetii (1.3+0.04x10° UFC mL™t) con una concentracion de HXD y medio mineral 10
veces mayor al utilizado en este estudio. Durante la cinética se consumieron 805+33 mg L™ de
HXD en30h, esdecir el 61.9+1.7% del HXD inicial, resultado menor a reportado por Tzintzun-
Camacho y col. en & 2012 (72+4% en 360 h) con una concentracion inicial de HXD 10 veces
mayor (13 000 mg L1). Sin embargo, |as tasas promedio de consumo de HXD fueron iguales
en ambos estudios (26. 8 y 26 mg HXD h™%) lo que sugiere que la concentracion inicial de HXD

no tuvo un efecto sobre la tasa de consumo. Esto se explica por un consumo de HXD a través
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del contacto directo entre las células de A. bouvetii y gotas de HXD. Se ha demostrado que €l
mecanismo de consumo de FC hidrofobicas por especies del género Acinetobacter es mediante

contacto directo (Baldi y col., 1999; Hori y col., 2002; Baldi y col., 2003; Bihari y col., 2007).
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Figura 4. Cinética de produccién del BS (¢), crecimiento de A. bouvetii (m) y consumo de n-hexadecano (e). Cada

punto representa el valor promedio detresrepeticionesy lasbarrasel error estandar.

En @ caso de la produccién del BS por A. bouvetii se observd un maximo de produccion de
86+8 mg eq T20 Lt alas 42 h de cultivo. Tzintzun-Camacho y col. (2012) reportaron una
concentracion de 170 mg eq T20 L de BS después de 120 h de cultivo, cerca del doble de
concentracion de BS cuantificado en este trabajo pero a una concentracion inicia de nutrientes
10 veces mayor. Es importante destacar que la produccién de BS estuvo parciamente ligada al
crecimiento de A. bouvetii, observacion similar alo reportado para el BS de Acinetobacter sp.

YC-X 2 (Cheny coal., 2012) y e BS de A. Iwoffii TA38 (Jagtap y col., 2010).

Lacuantificacion del BS de A. bouvetii en unidades equivalentes de Tween 20 L™ fue un método

sencilloy rapido que facilito la cuantificacion del BS, ademés de poder comparar |os resultados
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con antecedentes directos. Sin embargo, no fue posible comparar estos resultados con los
reportados por otros grupos de trabajo debido a que la cuantificacion de la actividad
emulsificante de los BS producidos por especies del género Acinetobacter se determina
tradicionalmente por un método estandar (ver seccion 6.5.7) (Sar y Rosenberg, 1983), por lo
que se decidié cambiar de método. La actividad emulsificante (EA) del BS producido con HXD
fue de 5.18 UE mL ™! después de 72 h de cultivo, actividad menor a la reportada para el BS de
A. calcoaceticus RAG-1 (Emulsan) que fue de 12.67 UE mL™ producido con HXD como
principal FC (Rosenberg y col., 1979b). Ademas de estudiar la produccién del BS a partir de

HXD, se evalud la capacidad del BS de A. bouvetii como agente tensoactivo.

7.1.2.2 Tension superficial
Con €l objetivo de estudiar la capacidad de modificar latensién superficial del BS de A. bouvetii,

se determiné la tension superficial del medio de cultivo durante una cinética de produccion
(Figura5). Latension superficial aument6 de 71.8+0.1 mN m* hasta un méximo 72.7+0.1 mN
m?t a las 72 h de cultivo, un resultado importante por dos razones. (i) las especies de
Acinetobacter producen biosurfactantes de ato peso molecular y se clasifican como
bioemulsificantes (Phetrong y col., 2008) y (ii) los bioemulsificantes estan compuestos por
mezclas de polimeros de carécter hidrofébico e hidrofilico que pueden llegar a aumentar la
tension superficial (Franzetti y col., 2010). Debido a lo anterior, € BS de A. bouvetii es un
bioemulsificante que incrementalatensién superficial del medio de cultivo. El bioemulsificante
Alasan de A. radioresistens KA53 es un complejo anidnico de alto peso molecular conformado
por polisacaridos y proteinas (Navon-Venezia y col., 1995), en ese estudio se menciona un

incremento del pH del medio de cultivo paralelo al crecimiento y produccién del emulsificante
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producido por la cepa KA53. Por lo anterior, se realizé una valoracion de pH en el medio de

cultivo durante la cinetica de produccién del BS de A. bouvetii.
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Figura 5. Evolucién detension superficial (A) durantela cinética de produccion de BS (¢#). Cada punto representa el

valor promedio detresrepeticionesy lasbarrasel error estandar.

7.1.2.3 pH ypotencial Z
El pH del medio de cultivo se determind durante la cinéticade produccién de BS por A. bouvetii.

En la Figura 6 se observa la evolucion del pH (gje vertical izquierdo) alo largo del tiempo de
cultivo (eje horizonta inferior). EI pH cambié de 6.71+0.01 a un méximo de 7.53+0.06,
resultado que sugiere un posible caracter anionico del BS de A. bouvetii. Para confirmar €
posible carécter anidnico del BS de A. bouvetii sedeterminé el potencia Z (pZ) del sobrenadante
libre de células después de 48 h de cultivo. En la Figura 6 se muestra e pZ (ge vertica
izquierdo) a diferentes valores de pH (ge horizontal superior). El pZ es una medida de la
magnitud de la repulsion o atraccion entre las particulas y en las condiciones ensayadas, € pZ

tiene una aproximacion aceptable al potencia de superficie. En todos los pH ensayados el pZ
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siempre fue negativo con valores entre -7.5 mV (pH=2.1) y -36.7 mV (pH=10.0), lo que

confirmo &l carécter anidnico del BS de A. bouvetii.
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Figura 6. Evolucion del pH (+) durante la cinética de produccion de BSy Potencial Z (V) del sobrenadantelibre de
células (48 h de cultivo) a diferentes pH.

Con base en los resultados anteriores, se puede describir de manera preeliminar a BS de A.
bouvetii como un bioemulsificante con caracter anidnico, descripcion similar a Alasan
producido por A. radioresistens (Navon-Veneziay col., 1995); sin embargo, es necesaria una
purificacion y caracterizacion molecular paradescribir con méas detalle el BS de A. bouvetii. De
hecho, nuestros resultados preliminares sugieren que se podriamejorar lapurificacion del BS al
utilizar un coagulante cationico que favorezca la precipitacion del BS o utilizar un proceso de
separacion basado en un intercambio i6nico. En esto radica la importancia de nuestras

observaciones con el potencial Z.
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La produccion del BS de A. bouvetii con HXD fue crucial para: (i) la seleccion de métodos de
evaluacion, (ii) tratamiento de unidades experimentales, (iii) propiedades del BS y contar con
una FC dereferencia. Sin embargo, uno de los objetivos de este estudio fue proponer fuentes de

carbono hidrofébicas parala produccion del BS, punto que se aborda a continuacion.

7.1.3 Fuentesde carbono hidrofdbicas

Hay numerosas aplicaciones de las especies de Acinetobacter: (i) en el tratamiento de residuos
peligrosos tales como bifenilo, fenol, petréleo crudo, acetonitrilo, eliminacion de fosfato y de
metales pesados o (ii) como productores de compuestos de importancia econémica como
lipasas, proteasas y bioemulsificantes (Abdel-El-Haleem, 2003). Por o anterior, paralapresente
investigacion se consideraron ciertos residuos como fuentes de carbono hidrofébicas para la
produccion de BS por A. bouvetii, dos fuentes de carbono hidrofébicas con caracter renovable,
se utilizaron: (i) aceite de Higuerillaoricino (AH) y (i) aceite usado de cocina (AUC), también
dos de caracter no renovable: (i) petrdleo crudo Maya (PCM) vy (ii) aceite lubricante usado
(ALV).

7.1.3.1 Crecimiento de A. bouvetii en fuentes de carbono hidrofdbicas

Las cinéticas de crecimiento de A. bouvetii con las diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas
se muestra en la Figura 7. A. bouvetii fue capaz de asimilar todas las fuentes de carbono
hidrof 6bicas que se ensayaron; de hecho, las mejores fuentes de carbono para€ crecimiento de
A. bouvetii fueron el AH y AUC sin diferencias significativas (p<0.05) entre las concentraciones
finales de A. bouvetii después de 72 h de cultivo y sus promedios fueron de 1.71+0.36x10° y
1.82+0.07x10° UFC mL™, respectivamente. Las concentraciones finales de A. bouvetii con

HXD, PCM y ALU no fueron diferentes significativamente (p<0.05) y sus medias fueron

36



Evaluacion de la eficiencia de produccion del biosurfactante de Acinetobacter bouvetii a partir

de diferentes fuentes de carbono hidrofdbicas

0.14+0.02x10°, 0.18+0.01x10°y 0.19+0.03x10° UFC mL ", respectivamente. Las diferencias en
el crecimiento de A. bouvetii se podrian explicar por lariqueza de compuestos presentes en los
aceites vegetales gque son compuestos mas simples y parcialmente oxidados (Makkar y cal.,
2011) en comparacion con los compuestos presentes en e PCM y ALU. La capacidad para
degradar aceites vegetales y aceites usados de cocina por especies del género Acinetobacter ha
sido demostrada (Abdel-El-Haleem, 2003; Tanaka y col., 2010; Pirog y col., 2013;). Esta
capacidad, ladeterminalaproduccién de unalipasaextracelular definidacomo LipA (Snellman,
2002; Tanakay col. 2010) que catalizala hidrdlisis de triglicéridos para producir acidos grasos
libres y glicerol. Cabe destacar que las lipasas constituyen € grupo de enzimas de mayor

importancia debido a su potencial aplicacion biotecnolégica en biocataisis (Jaeger, 2002;

Hasan, 2006).

A bouvetii (UFC L)

0 12 24 36 48 60 2

Tiempo (h)
Figura 7. Cinéticas de crecimiento de A. bouvetii y curvas ajustadas con el modelo de Gompertz. AH (m), AUC (+),
HXD (e), PCM (A) ALU (V). Cada punto representa el valor promedio detresrepeticionesy el error estdndar.

Letras diferentes indican diferencias significativas (0=0.05, prueba Tukey).

Para describir las curvas de crecimiento de A. bouvetii y para reducir los datos experimental es

aun numero limitado de parametros técnicos de interés (Umax, A y D), fue necesario utilizar un
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modelo adecuado. El modelo de Gompertz se limita a describir € nimero de organismos y no
incluye e consumo de sustrato (Gompertz, 1825) como lo haria un modelo basado en la
ecuacion de Monod, por 1o que se gjustd el modelo reparametrizado de Gompertz a los datos
experimentales (ver ecuacion 6.3y Figura 7) con el objetivo de comparar parametros cinéticos
de crecimiento de A. bouvetii. Los modelos gjustados representaron a menos e 98% de la
variacion de los datos experimentales (R?>0.98), es decir, con e modelo de Gompertz fue
posible describir € crecimiento de A. bouvetii utilizando FC hidrofdbicas como e AH, AUC,
ALU y PCM, ademas de obtener los pardmetros técnicos de crecimiento necesarios para

seleccionar lamejor de las FC hidrofdbicas.

7.1.3.2 Estimacion de parametros cinéticos de crecimiento de A. bouvetii

En la Tabla 1 se enlistan los pardmetros cinéticos estimados para las distintas fuentes
hidrof 6bicas de carbono. Con lasfuentes de carbono AH, AUC y ALU seobservaron las mejores
tasas maximas especificas de crecimiento (Mma) 0.2620.01, 0.24+0.02 y 0.25+0.03 h,

respectivamente.

Tabla 1. Parametros cinéticos de crecimiento de A. bouvetii estimados con €l modelo de Gompertz.
Letras diferentes indican diferencias significativas (0=0.05, prueba Tukey).

Mmax A D Ximax
Fuente de carbono
ht ES h ES ES UFC mL™*?
Aceite LubricanteUsado | 0.25® 0.03 | 8.242 1.43 | 498> 0.19 | 0.18x10%
n-Hexadecano 0.19°«¢ 002 | 1.12° 1.21 |517° 0.4 | 0.14x10%®

*ESesd error estandar dela estimacion.

L as pmax Més bajas de A. bouvetii se observaron con HXD (0.19+0.02 h't) y PCM (0.13+0.01 hr

1. Lo anterior se puede explicar por lacomposicién de las fuentes de carbono; el ALU, e AUC
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y € AH contienen compuestos parcialmente oxidados (Dominguez-Rosado y col., 2003;
Knothe y Steidley, 2009; Mohamed y col., 2010) que pueden ser féacilmente asimilados, en
cambio e HXD es un compuesto totalmente reducido y e PCM una mezcla de compuestos
complgos y reducidos en su mayoria (Cafipa-Morales y col., 2003) que son dificiles de
asimilar. Los mayores cambios en ladensidad poblacional (D) de A. bouvetii se observaron con
AH (7.1+0.14) y AUC (7.43£0.19) lo que finalmente demostré que A. bouvetii crecié con mayor

facilidad en las FC hidrofdbicas de caracter renovables.

7.1.3.3 Actividad emulsificante del biosurfactante de A. bouvetii producido a partir de
distintas fuentes de carbono hidrofébicas

Para valorar la capacidad emulsificante del BS de A. bouvetii producido a partir de distintas
fuentes de carbono se determind laactividad emulsificante (AE) del BSalolargo delascinéticas

de crecimiento como se muestraen la Figura 8.

10

AE(UE m_'])

Tiempo (h)
Figura 8. Actividad emulsificante del BS de A. bouvetii producido a partir de distintas fuentes de carbono. AH (m),
AUC (¢), PCM (A)y ALU (V). Cada punto representa el valor promedio detresrepeticionesy el error estandar.

Letras diferentes indican diferencias significativas (a=0.05, prueba Tukey).
Lafuente de carbono tiene un claro efecto sobre la AE del BS producido (p<0.05), lamejor AE

correspondié al BS producido con AUC (9.04+0.46 UE mL™), seguido de la AE del BS
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producido con AH (5.48+0.11), enseguidala AE del BS producido con ALU (3.74+0.10) y por
altimo laAE del BS producido con PCM (1.66+0.45). LaAE del BS producido apartir de HXD
(FC de referencia en nuestro trabajo) fue de 5.18 UE mL™L. Lo anterior se puede deber aque la
FC determino la estructura molecular del BS producido, que a su vez modifico su AE. Se ha
propuesto que el incremento de la solubilizacion de hidrocarburos por € biosurfactante Alasan
de A. radioresistens KA 53 depende de la natural eza hidrofdbica de las moléculas de Alasan y

no de su capacidad paraformar micelas (Barkay y col. 1999).

7.2 Seleccion delamejor fuentede carbono parala produccion del biosurfactante
de A. bouvetii
Los resultados obtenidos en e punto anterior (7.1) fueron determinados en una escala de
produccion pequefia (50 mL) y dificilmente escalable. Por lo tanto, fue necesario darle validez
a los resultados de este estudio. La decision que se tomd fue seleccionar 1a mejor fuente de
carbono hidrofébica para producir € BS de A. bouvetii en un biorreactor airlift de 1 L. La
seleccion delaFC serealizé mediante unamatriz de decision (Tabla2) que considerd diferentes
criterios de viabilidad, previamente explicados en e punto 6.6.2. Cabe mencionar que una
matriz de decisién es un instrumento que permiteidentificar y analizar lafuerzadelasrelaciones
entre diversos conjuntos de informacion para facilitar la toma de decisiones. En la matriz de
decision se observa que el AUC fue la FC hidrofdbica con lamejor calificacion (0.77) y por lo
tanto se selecciond como lamateria prima con lamés alta factibilidad técnicay econdémica para

la produccion del BS de A. bouvetii en un biorreactor airlift.
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Tabla 2. Matriz de decision para elegir la mejor fuente de carbono parala produccién del BS.

c c
Ne) O
o 8~ o S FUENTE DE CARBONO
Criterio 5 Subcriterios o=
g g
@ g AH AUC PCM ALU
o 9 3) Compfgn;f‘o‘;on oros | 5, |iii o |i o005 |ii o |ii 0025
88 proy
g 5| & in?())rsrﬁe(\:éileé?lt;;?gelr?te 7% | i o007 |ii o003%|i 007 |ii 0035
50 e
o c) Beneficiosadicionalesde | g0, | ;i go4 | | 008 |ii 004 |i 008
utilizar la fuente de carbono
o g Ex'ge”f‘i:';;gnce”t“’os 5% |ii o |ii oos|ii o0 |i 005
© o . S
2| 88| b) Disponibilidad defafuente | yo0, | i 01 | i 005 | i 01 |ii 005
ke 3_3 B
=] 8 | » -
s|l£€ © Pre°'°deb'af”mtede 14% |ii o |i o014 l|ii o007 |i o014
£l carbono
d) Pretratamiento 6% i 0.06 | ii 003 [ii 0.03 [iii 0
a) I nfraestructura tecnolégica 5% i 0.05 i 0.05 | i 0.05 | i 0.05
(70
9 3 b) Hemax 9% | i 009 |ii 0045|ii 0045 ii 0045
— c’ o
2| 5 ¢)A 9% |ii 0045 |ii 0045|iii 0 |ii 0
O g d) Xmax 7% |i o007 |i o007 |ii o0035]|ii 0035
e) AE 15% |ii 0075 | i o015 |ii o |ii o
Total | 100% 100% 0.60 0.77 0.44 0.51

7.2.1 Caracterizacion cualitativa del aceite usado de cocina

Hasta esta etapa del estudio, la FC con la mayor factibilidad técnica'y econdmica fue el AUC
pero se desconocia su composicion. Por o tanto, sejuzgd pertinente realizar una caracterizacion
cualitativadel AUC utilizado en este estudio como FC para A. bouvetii. El porcentaje de acidez
del AUC fue de 0.65. El cromatograma de ién total y € porcentaje de &cidos grasos presentes

en el AUC se presentan en laFigura9.

En el cromatograma de ion total se observan |os tiempos de retencion de los ésteres metilicos
de acidos grasos sintetizados a partir del AUC. Los esteres metilicos identificados fueron

aquellos derivados del: (i) &cido hexadecanoico o pamitico (9.423 min); (ii) acido 9,12-
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octadecadienoico o linoleico (11.507 min); (iii) &cido 9-octadecenoico u oleico (11.574 min) y

(iv) acido octadecanoico o estedrico (11.875 min).
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Figura 9. Cromatograma deion total (izq.) y composicion de acidos grasos presentesen el AUC (der.)
La composicion de acidos grasos y una mayor presencia de écido Oleico (57 %) son
caracteristicas del aceite de girasol (Brevedan y col., 2000). Esta caracterizacion puede ser
empleada como una medida de la calidad del AUC al utilizarlo como materia prima para la
produccion agran escala del BS de A. bouvetii. Ademés, el método propuesto para caracterizar
el AUC (ver seccion 6.3) se puede utilizar como una técnica para evaluar los posibles

proveedores del aceite.

7.3 Produccion del BSde A. bouvetii en un biorreactor airlift

Una vez caracterizado cualitativamente e AUC, los pardmetros técnicos de crecimiento
determinados anteriormente se validaron con cinéticas de produccion del BS en biorreactor
airlift (BAL) utilizando AUC como unica fuente de carbono y energia. Un BAL es un reactor

agitado neumaticamente por medio del suministro de una fase gaseosa en la parte inferior. La
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principal ventgja del BAL en comparacion con biorreactores convencionales (tanque agitado)
son la eficiencia de mezclado y mayores tasas de aireacion con un menor consumo de energia
(Chisti, 1989). Lahidrodindmicade BAL trifasicos se ha estudiado antes en nuestro laboratorio;
por g emplo, se optimizo la operacion de laaireacion con estrategias de velocidad superficia de
lafase gaseosa variable (Lizardi-Jiménez y col., 2012). Lavelocidad de lafase gaseosa (Ug) es
un factor que modifica la hidrodinamica en los BAL y ésta a su vez podria modificar los
parametros cinéticos de crecimiento previamente determinados en botellas serologicas. Para
determinar si es que habia variaciones en los parametros técnicos debidas a cambios en los
fendmenos de transporte de masa, se evalud laproduccion del BS en dos corridasindependientes

ados Ug constantes (0.6 y 2.7 cm st) para determinar lamagnitud de estas modificaciones.

7.3.1 Cinéticadecrecimiento de A. bouvetii en un biorreactor Airlift
En laFigura 10 se presentael crecimiento de A. bouvetii en un BAL adosUg (0.6 y 2.7 cms?)

y en botellas serol6gicas. Todos |os ensayos se prolongaron por 72 h de cultivo.

El crecimiento de A. bouvetii se observd similar en los ensayos realizados, con la misma
tendencia, de hecho no hubo diferencias significaticas (p<0.05) en el crecimiento maximo (Xmax)
de la bacteria en e BAL operado a Ug dta y en botellas seroldgicas (1.45+0.15x10° y
1.82+0.07x10° UFC mL, respectivamente). El menor X max Se observé en e BAL operado aUg
baja con una concentracion de 0.14+0.07x10° UFC mL™. El crecimiento similar en BAL y en
botellas serol6gicas se explica por e mecanismo de consumo directo de la FC hidrofébica, en
otras pal abras que | as resistencias a los fenébmenos de transporte del aceite de lafase organicaa
la acuosa son irrelevantes debido a que la células de A. bouvetii se adhieren a las gotas

hidrofobicas de la FC. En este sentido, hay reportes que mencionan diferentes estrategias de
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adhesion a gotas de compuestos hidrofobicos; por gemplo, la cepa A. venetianus VE-C3
interactUa con gotas de Diesel por un proceso complego: la presencia de alcanos inducen la
glicosilacion de las proteinas de membrana que participan en la absorcion de aceite (Baldi y
col., 2003) y se forma un biopelicula favorecida por la produccion de exopolisacaridos. La
agregacion célula a célula es paralela a un aumento en la hidrofobicidad celular y seguida de
unainternalizacion de las gotas del Diesel (Baldi y col., 1999). El cambio en la hidrofobicidad

celular paralelo a un consumo de HXD por A. bouvetii ya fue reportado (Tzintzun-Camacho y

col., 2012).
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento de A. bouvetii ajustadas con €l modelo de Gompertz. Crecimiento: en botella
serolégica (+) y curva (linea continua), en BAL aUg alta (*) y curva(-), en BAL aUg baja (=) y curva (—). Cada
punto representa el valor promedio detresrepeticionesy € ES. Letrasdiferentesindican diferencias significativas

(0=0.05, prueba Tukey).

Con estos resultados, € model o reparametrizado de Gompertz (ver ecuacion 6.3) se gjusto alos
datos experimental es de crecimiento mostrados en la Figura 10 y se compararon |os parametros
cinéticos estimados. Las curvas de crecimiento gjustadas representaron al menos € 97% de la

variacion de los datos experimental es (R%>0.97).
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7.3.2 Parametros cinéticos de crecimiento de A. bouvetii en un bioreactor airlift.

En la Tabla 3 se listan los pardmetros cinéticos de crecimiento (Umax, A Y D) estimados con el
modelo de Gompertz en BAL (operado, en corridas independientes, a dos Ug) y en botellas
seroldgicas. La tasa especifica de crecimiento (Umax) estimada en el BAL operado a cuaquier
Ug fue significativamente mayor (p<0.05) ala pmax estimadaen botell as serol 0gicas (1.7 veces).
En la duracion de la fase lag (A) no hubo diferencias significativas en ningun biorreactor
ensayado. L.os mayores cambios en la densidad poblacional (D) de A. bouvetii se observaron en

el BAL operado aUg altay en botellas serol dgicas.

Tabla 3. Parametr os cinéticos de crecimiento estimados con €l modelo de Gompertz en distintos biorreactores. Letras
diferentes indican diferencias significativas (0=0.05, prueba Tukey).

Amax A D Xmax

Biorreactor
ht ES h ES ES | UFC mL?

Botella serol6gica 0.24° 0.02 | 071 083 | 7.422 0.19 | 1.82x10%
BAL (Ug2.7cms?Y | 0422 003 | 267 0.79 | 7.852 0.3 | 1.45x10%
BAL (Ug0.6cms?t) | 0.40* 0.06 | 1.93 0.98 | 517° 0.13 | 0.14x10%

*ESesel error estandar de la estimacion.

L os anteriores resultados demostraron que € crecimiento de A. bouvetii en el BAL sefavorecié
en rapidez, especialmente después de la fase lag, pero no en magnitud. La hidrodinamicaen €l
BAL permitié una mejor mezcla de nutrientes y células beneficiando € incremento en la ptmex
de A. bouvetii. El Xmax en €l BAL operado aUg altase alcanzé en 24 h'y en botellas serol dgicas
se observd e mismo Xmax en 48 h. El aumento en pmax también podria incrementar |a tasa de
produccion del BS debido a que la produccion estuvo parcialmente ligada al crecimiento de A.
bouvetii. Por o tanto, se determind la actividad emulsificante del BS producido en el BAL y se
ajusté e modeo de produccion exponencial maximo (ver ecuacion 6.4) para comparar los

parametros técnicos de produccion del BS en los dos sistemas de cultivo.
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7.3.3 Actividad emulsificante del biosurfactante de A. bouvetii producido en BAL
En laFigura 11 se muestra la actividad emusificante (AE) del BS alo largo de 72 h de cultivo
en: (i) BAL operado con unaUg de 2.7 cm s, (i) BAL oprerado con unaUg de 0.6 cm sty

(iii) botellas seroldgicas.
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Figura 11. Cinética de AE ajustadas al modelo de produccion. AE: en botella serolégica (¢) y curva (linea continua), en
BAL aUgalta(*)ycurva(-),en BAL aUgbaja (=) y curva (—). Cada punto representa el valor promedio detres
repeticionesy €l error estandar.

La AE maxima (AEmwx) del BS producido en los biorreactores ensayados no fue
significativamente diferente (p<0.05). En & BAL, las AEma Se determinaron a las 36 h de
cultivo con Ug alta fue de 10.49+0.04 y con Ug baja fue de 8.64+0.04 UE mL™, la AEmax en
botellas serol 6gicas se determiné alas 72 h de cultivo (9.04 UE mL™). Andlogos alos resultados
de crecimiento de A. bouvetii observados en |os diferentes biorreactores, la AEmax Se alcanzo en
menor tiempo en los BAL. Para dar mayor solidez a la anterior observacion, e modelo de

produccién exponencial maximo (ver ecuacion 6.4) se gjustd alos datos experimentales de AE,
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como se muestraen la Figura 11. El modelo representd al menos el 98% de la variacion de los

datos de AE (R%>0.98).

Los parametros técnicos estimados con e modelo de produccion exponencial maximo se
presentan en la Tabla 4. En este estudio, €l parametro v se definié como latasa maxima de AE
enh?y el parémetro Pmax como € cambio maximo de expresion dela AE durante la produccion
del BS. Lasv estimadas en el BAL fueron significativamente mayores (p<0.05) alav estimada
en las botellas serol 6gicas (2 veces). Pmax NO resulto significativamente diferente en ninguno de
los sistemas ensayados, es decir que la AE cambioé a menos 8 UE durante las cinéticas de
produccion. Los resultados anteriores dieron mayor validez alos resultados ya observados con
la AEmax y € crecimiento de A. bouvetii. La produccion de BS en un BAL disminuy6 e tiempo
de cultivo debido a una mayor velocidad de crecimeinto de la cepa, |0 anterior se explico
asumiendo que la sintesis del BS estuvo ligado o parcialmente ligado a crecimiento del

microorganismo.

Tabla 4. Parametros de AE estimados con el modelo de produccion exponencial maximo en diferentes biorreactor es.
Letras diferentes indican diferencias significativas (0=0.05, prueba Tukey).

\Y) Prmax AEmax

Biorreactor
hl ES ES [UEmL?

Botellas seroldgicas | 0.21° 0.01]8.44° 0.11| 9.042
BAL (Ug27cms?) |0.522 0.04]/8.83% 0.06| 10.492
BAL (Ug0.6cms?')|0.422 0.03|8.59° 0.07| 8.642
*ESesel error estandar de la estimacion.

Los resultados obtenidos en e BAL demostraron que |os parametros cinéticos de crecimiento
Xmax, A, D de A. bouvetii y las AEmax del BS producido a partir de AUC no fueron diferentes a
los obtenidos en botellas seroldgicas. El Unico cambio significativo se observo en larapidez de

crecimiento de la cepa (Umax) que asu vez modifico latasa de cambio delaexpresion de AE (v),
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siendo aproximadamente del doble de magnitud en el BAL con respecto a las botellas
seroldgicas. Por |o tanto, |os parametros técnicos estimados a partir de datos experimentales en
botellas serolégicas (Xmax, A, D Y AEmax) Se vaidaron o bien se gustaron (Umax Yy V) para la

produccion del BS de A. bouvetii.

Ademas de la validacion de parametros técnicos, en nuestro grupo de trabajo se manifesto un
gran interes en estimar el costo de produccion del BS de A. bouvetii ya que es el principal factor

gue limitael uso de BS en laindustria (Syldatk y Hausman, 2010).

7.4 Analisis de costos de produccion del BS de A. bouvetii a partir de diferentes

fuentesde carbono
El costo de produccién de biosurfactantes se eleva por € uso de fuentes de carbono caras,
concentraciones de producto limitadas, bajos rendimientosy laformaci on de mezclas compleas
en lugar de los compuestos puros (Mukherjee y col., 2006; Makkar y col., 2011). Por lo tanto,
el estimar el costo de produccion del BS de A. bouvetii se considerd necesario para determinar
su factibilidad econémica. Los costos de produccion se estimaron tomando en cuenta tres
variables. €l precio de la fuente de carbono (Skc), concentracion final del BS (Cgs) y fraccion

de costo de purificacion con respecto al costo total de produccion (Sp).

La ecuacion 6.15 se desarroll6 especialmente paralacalcular el costo del BS en funcion de las
variables antes mencionadas (ver seccion 6.6.4).

© 0.0353+CSic

Sis = 03C..(1-S) (6.15)
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Donde Sgs se expresO en unidades de dolares estadounidenses (USD) por kg de BS, Cgs se
expreso en kg de BS por L de medio de cultivo, Sec se expreso en USD por kg delaFC, Sptomo

valoresde 0 a0.6 y Crc eslaconcentracion inicial de FC enkg L™t de MM.

Se redliz6 una revision de la literatura (1979-2012) para determinar un rango para Cgs. Se
encontré que las especies del género Acinetobacter producen BS con valores para Cgs que
fluctlian entre 0.041y 3.78 g L™ de cultivo (Rosenberg y col., 1979; Chamanrokh y col., 2008).
El costo de produccién del BS se estim6 en funcién de: (i) Ces 'y Sec (Figura 12a), (ii) Cesy Sp
(Figura12b); se utilizd Crcigual a11.1 g L™y Secigual @9.13 USD kg cuando fue necesario.
En laFigura 12a, se observa que a Src bajos (menores de 1 USD kgt) y Cessuperioresa1.16 g
L e Sgs fue de 300 USD kg?; cuando Skc fue igual a 8.19 USD kg, la Cestuvo que ser
superior a3.41 kg L™ paraque € Sgsfuerael mismo. En laFigura 12b, se observa que sélo con

Ces superioresa1.91 kg L™ y Sp menores a 0.3 e Sgsfue de 314 USD kg™
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Figura 12. Estimacion del costo (USD) de produccion del BS de A. bouvetii (Sgs) en funcion de: (a) la concentracion
final deBS (Css) y precio dela FC (Src), (b) laCssy del porcentaje del costo de purificacién con respecto al costo
total de produccién de BS (Sp).

oo Y01

Un Sss menor a300 USD kg resultd deinterés debido aque € costo de produccion de Emulsan

fue de 270 USD kg, 50 % del precio comercial del Emulsan que se cotiz6 en 540 USD kgt
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(Dunao Co., China, 2013). De hecho, para que el BS de A. bouvetii pudiera competir con €l
Emulsan se tendria que: (i) utilizar una FC con un precio menor a8.19 USD kg, (ii) producir
en una Cgs mayor a2.23 g L y (iii) los costos de purificacién no asciendan a més del 30% del
costo total de produccién. Otro BS ampliamente utilizado, especialmente en laindustria de los
alimentos, eslalecitinade soya con un precio comercial que variaentre 30y 40 USD kg (Xi'an
Realin Biotechnology Co.). Para que €l BS de A. bouvetii lograra competir con e costo de
produccion de lalecitina (20 USD kg?) serianecesario que: (i) la cepa produjeraa menos 7.56
gL, (ii) € costo dela FC alo més fuerade 0.03 USD kgy (iii) los costos de purificacion no

ascendieran amas del 30% del costo total de produccién.

A partir de las anteriores consideraciones, fue [6gico determinar cuales FC eran las adecuadas
paralaproduccion del BS. Caberecordar que €l precio de ventade las FC se cotiz6 directamente
con los proveedores, los valores, expresados en USD kg, fueron los siguientes: AH en 8.19, €
AUC en 0.03, € PCM en 088 y  ALU en 0.65. En € presente trabgjo se determind
experimentalmente solo la AE del BS pero no se determind la concentraciéon Cgs. En € 2012
Chen y col. optimizaron la produccién del BS producido por Acinetobacter sp. YC-X 2
utilizando HXD como FC (Cgsigual a1.15 g L), serelaciond la Ces optimizada con la AE del
BS de A. bouvetii producido a partir de HXD (5.18 UE mL™?) y se determiné que un mg de BS
de Acinetobacter emulsifico 4.5 Unidades. Por |o tanto, las Cgs estimadas para cada FC en kg

L fueron las siguientes: con AH de 1.22, con AUC de 2.01, con ALU de 0.83 y con PCM 0.37.

El costo de produccion (Sgs) del BS producido a partir de distintas FC hidrofobicas (Figura 13)
se estimd con la ecuacion 6.15, Sp de 0.6, Crc de 11.1 g L™ paralasrenovablesy Crc de 13 g L

! paralas no renovables. EL BS producido apartir de PCM fue el de mayor costo de produccion
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(1 058 USD kg™) debido a la baja Css que se alcanzd, ya que Ses es bajo sblo es necesario
optimizar Cgs 3.5 veces para que se pudiera competir con el Emulsan en cuanto a costos de
produccion. Los Sgs utilizando ALU como FC ascendieron a439 USD kg, optimizar 1.5 veces
la Cgs de este estudio reducirialos Sgs 2293 USD kg. Los Sgs utilizando AH como FC fueron

de 864 USD kg?, duplicar Cgsy reducir Sp a0.4 Sgs disminuiriaa 288 USD kg™

$439.2
AH AUC ALU PCM
Fuente de carbono

Figura 13. Costo de produccion del BS de A. bouvetii (Sss) a partir de distintas fuentes de carbono.

El BS producido a partir de AUC fue & de menor costo de produccién (148 USD kg?) por su
bajo Src y la alta Cgs que se estimo, e costo de produccion fue menor a del Emulsan y con

duplicar Cgsy reducir Sp a 0.3 Sgs posiblemente se podria competir con lalecitina de soya.

Por lo anterior, con € modelo propuesto para la estimacion de los costos de produccion del BS
fue posible: (i) determinar las condiciones necesarias (Cgs, Src, Y Sp) para acanzar un costo de
produccion especifico, (ii) estimar los costos de produccion del BS de A.bouvetii a partir de
distintas FC hidrofobicas y (iii) determinar las condiciones éptimas para reducir los costos de

produccion del BS con las diferentes FC.
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8 Conclusiones

A. bouvetii asimil6 aceite de higuerilla, aceite usado de cocina, aceite lubricante usado y petréleo
crudo Maya como unicas fuentes de carbono y energia. A. bouvetii no fue capaz de asimilar las

dos fuentes de carbono hidrofilicas ensayadas. D-glucosay D-fructosa.

A. bouvetii produjo BS con las cuatro fuentes de carbono hidrofdbicas ensayadas. En todos los

casos, la produccion del BS estuvo parcialmente ligada a crecimiento de A. bouvetii.

Se estimaron los parametros técnicos del crecimiento de A. bouvetii y de produccion del
biosurfactante a partir de cuatro fuentes de carbono hidrofébicas. Los mejores parametros
técnicos de crecimiento (Umax, A, D Y Xmax) Se observaron a utilizar aceite de higuerilla (0.26 h°
1,2.95h, 7.09 y 1.71x10° UFC mL%, respectivamente) y aceite usado de cocina (0.24 h't, 0.71
h, 7.43 y 1.82x10° UFC mL* respectivamente) como Unicas fuentes de carbono y energia. La
mayor actividad emulsificante del BS de A. bouvetii (9.04 UE mL™1) se observé al utilizar aceite

usado de cocina como Unicafuente de carbono y energiaalas 72 h de cultivo.

Lameor fuente de carbono hidrofébica paralaproduccion del biosurfactante de A. bouvetii fue

el aceite usado de cocina con base en un andlisis de criterios de viabilidad.

La factibilidad técnica de la produccion del biosurfactante de A. bouvetii fue demostrada a no
encontrar diferencias entre los pardmetros técnicos A, D, Xmax Y AEmax estimados a partir de
datos experimentales determinados en botellas serologicas y en biorreactor airlift a partir de
aceite usado de cocina como fuente de carbono. Ademas, | os parametros técnicos imax y v fueron

1.7 veces mayores en un biorreactor airlift.
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La factibilidad econémica de la produccion del biosurfactante de A. bouvetii fue validada. El

costo de produccion del BS de A. bouvetii a partir de aceite usado de cocina fue competitivo con

el costo de produccion del biosurfactente comercial Emulsan.
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