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En este trabajo se estudid la cinética de la produccién simultanea de ramnolipidos vy
polihidroxialcanoatos a partir de Pseudomonas aeruginosa ORA9. Se determinaron los
parametros cinéticos, velocidad especifica de crecimiento celular (pix), velocidad volumétrica (rp)
y especifica de formacién de producto (ge), y el rendimiento del producto respeto a la biomasa
formada (Yrix). Los resultados mostraron que la produccién de polihidroxialcanoatos tuvo una
acumulacién maxima de 22 % (1,14 g L) en la biomasa, durante la fase exponencial del
crecimiento microbiano. Por el contrario, el mayor rendimiento de ramnolipidos se logra al
finalizar el cultivo (Yeix = 1,024) con un incremento de las variables cinéticas evaluadas a partir
de las 18 h, coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria del crecimiento microbiano. Se
comprob6 que, en las condiciones ensayadas, el tiempo de cultivo es un factor importante que

debe optimizarse para obtener concentraciones adecuadas de ambos productos.

Palabras clave: ramnolipidos; polihidroxialcanoatos; pseudomonas; cinética.

ABSTRACT

In this work, the Kinetics of the simultaneous production of rhamnolipids and
polyhydroxyalkanoates from Pseudomonas aeruginosa ORA9 was studied. The Kkinetic
parameters specific cell growth rate (ux), volumetric rate (rp) and specific rate of product
formation (gr), and the yield of the product with respect to the biomass formed (Yerix) were
determined. The results showed that polyhydroxyalkanoates production had a maximum
accumulation of 22 % (1,14 g L) in the biomass, during the exponential phase of microbial
growth. On the contrary, the highest yield of rhamnolipids is achieved at the end of the culture
(Yrix = 1,024) with an increase in the kinetic variables evaluated after 18 hours, coinciding with
the beginning of the stationary phase of microbial growth. It was found that, under the conditions
tested, the culture time is an important factor that must be optimized to obtain adequate

concentrations of both products.at the end of culture.

Keywords: rhamnolipids; polyhydroxyalkanoates; pseudomonas; kinetic.
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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que produce simultaneamente dos compuestos

importantes desde el punto de vista biotecnoldgico: ramnolipidos y polihidroxialcanoatos. 2%

Los ramnolipidos representan una de las principales clases de surfactantes microbianos y estan
compuestos por una o dos unidades aztcar ramnosa unidas por enlaces glicosidicos a cadenas de
acidos grasos o [-hidroxidcidos (3-hidroxialcanoatos). Son considerados como los
biotensoactivos mas promisorios en términos de produccion industrial, pues presentan
caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas distintas, dependiendo de su composicion quimica.
Pueden ser obtenidos en concentraciones superiores a otros biosurfactantes, lo que contribuye a la
difusion del uso de estas moléculas, especialmente en situaciones en las cuales el beneficio de la
aplicacion supera los costos de produccion.® Debido a su diversidad estructural, su baja
toxicidad y biodegradabilidad, estas moléculas pueden ser utilizadas en la fabricacion de
cosméticos, medicamentos y alimentos como agentes emulsificantes, humectantes, preservativos
y detergentes. Ademas, como son ecoldgicamente seguros, pueden aplicarse en la

biorremediacion y en el tratamiento de residuales.®

Los polihidroxialcanoatos son compuestos poliméricos sintetizados por las bacterias como
reserva de carbono, energia y equivalentes reductores. Forman una clase de poliésteres naturales
de &cidos grasos que pueden acumularse en forma de granulos intracelulares, y representan hasta
el 80 % de la masa seca de las células.® Estructuralmente contienen unidades monoméricas de

acidos (R)-3-hidroxialcanoicos.

Estos biopolimeros son termoplasticos naturales, biocompatibles y no toxicos, caracteristicas que
los convierten en importantes alternativas como substitutos de los polimeros sintéticos de origen
petroquimico.(” Considerando sus propiedades mecanicas, tienen un amplio rango de potenciales

aplicaciones, entre las cuales se incluyen la produccion de articulos de la industria de embalaje,
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materiales desechables y produccion de articulos biodegradables de higiene personal.® Por su
biocompatibilidad, estos poliésteres se han empleado para diversas aplicaciones médicas como
material osteosintético, en placas dseas, suturas quirdrgicas, implantes, sustitucion de vasos

sanguineos, y como vehiculos de liberacion sostenida de drogas.®

A pesar de las ventajas mencionadas, el uso a mayor escala de estas moléculas se encuentra
limitado por sus altos costos de produccion, asociados a una baja productividad, lo cual

representa el principal obstaculo para su comercializacion.®

Una alternativa considerada para la reduccién de los costos de produccion de ambos productos es
obtenerlos de forma simultanea en un Unico proceso.X%*? La sintesis de ramnolipidos y
polihidroxialcanoatos esta relacionada, pues ambas rutas metabdlicas comparten un intermediario
comun: los &cidos 3-hidroxialcanoicos.®® Ademas, los polihidroxialcanoatos se encuentran en el
interior de la célula bacteriana, por lo que, para su recuperacion es necesaria la ruptura de la
membrana y la pared celular, con la consecuente liberacion de los mismos. Por otra parte, la
produccion de materiales secretados como la mayoria de los tensoactivos, en combinacién con la
produccion de polihidroxialcanoatos, representa un aumento en la viabilidad de los procesos de
biocatélisis, porque las células pueden ser utilizadas para la produccion de materiales excretados
al medio antes de la recuperacion final de los bioplasticos, y las técnicas convencionales como la

centrifugacion pueden utilizarse para la separacion de ambos productos.®

En este contexto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la cinética del proceso
fermentativo de obtencion simultanea de ramnolipdos y polihidroxialcanoatos por la cepa P.
aeruginosa ORAY, en un cultivo en biorreactor, como un aspecto esencial para establecer un

bioproceso eficiente, donde se obtengan concentraciones adecuadas de ambos bioproductos.

Materiales y métodos

Microorganismo
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En el estudio se utilizé la cepa P. aeruginosa ORA9,"¥ la cual se encuentra depositada en la
Coleccion de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial, de la Universidad de
Oriente. La cepa se mantuvo en cufias de agar nutriente (extracto de carne 3,0 g L™, peptona 5,0 g

L?, agar 15,0 g L'Y) a 4 °C, y subcultivada cada dos semanas.

Preparacion de indculo

Se tomaron colonias aisladas en placa de agar nutriente (24 h, 30 °C), se inocularon en 100 mL de
caldo nutriente, y se incubaron en zaranda (Zaranda rotacional P Selecta Espafia) por 24 h, 150
rom y 30 °C. Este cultivo se utilizd para inocular un medio mineral®® modificado, de
composicion (para 1 L): 4,6 g de NaNOs; 0,6 g de KH2POg4; 0,3 g de MgSOa4 . 7 H20; 1 g de
NaCl; 1 mL de disoluciones de CaCl2.2 H20 (1 %), Citrato Férrico Amoniacal (6 %) y 2 mL de
disolucion de elementos trazas: B (0,03 %), Co (0,02 %), Zn (0,01 %), Mn (0,003 %), Mo (0,003
%), Ni (0,002), Cu (0,001 %). Ademas, aceite residual de fritura (ARF) (aproximadamente 9 gL
1y como fuente de carbono. Un volumen apropiado de este cultivo constituyo el indculo para el

cultivo en biorreactor.

Condiciones de cultivo

El cultivo se realiz6 en un fermentador B. Braum Biostat B de 5 L con 2,5 L de volumen de
trabajo. La temperatura se controlé en 30 °C y el pH en 7,0 (con disoluciones de NaOH y H2SOg,
0,5 N). La formacion de la espuma se controld6 manualmente afiadiendo pequefias cantidades de
antiespumante. La tasa de aireacion se fijo en 0,5 L min?, y la agitacion en 900 rpm para
mantener el oxigeno disuelto superior al 40 %. Durante el cultivo se tomaron muestras para
analizar masa celular seca, pH, concentracion de ramnolipidos y contenido de

polihidroxialcanoatos.

Purificacidon de los ramnolipidos

El medio de cultivo libre de células se acidifico con H2SO4 6 N hasta pH 2,0 y se dej6 toda la

noche a 4 °C. Los ramnolipidos precipitados se separaron por centrifugacion (8 000 rpm, 15 min,

449



4 °C), se resuspendieron en una soluciéon de bicarbonato 50 mM (pH 7,0) y nuevamente se
precipitaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Finalmente, el bioproducto se

seco por liofilizacion.

Extraccion de los polihidroxialcanoatos

El polimero se extrajo de la biomasa celular liofilizada con cloroformo durante 5 h en un aparato
Sohxlet. El extracto cloroférmico se concentr6 en rotoevapor (Biichi RE111, Flawil, Suiza). El
polimero se purifico por precipitacion a partir del concentrado cloroférmico, sobre un exceso de

diez volimenes de metanol frio.16)

Estudio cinético

Se determinaron los parametros cinéticos velocidad especifica de crecimiento celular (px, h™),
velocidad volumétrica de formacion de producto (rp, g L™* h') y la velocidad especifica de

formacion de producto (gp, g g h%), calculadas por las ecuaciones (1)-(3), respectivamente

1 dX

X=— 1

WX =< (1)
dP

r,=— 2

P =gt (2)
1 dP

- 3

% =< 4t (3)

. : dX L -
donde X es la concentracion de biomasa (g L), Fes la variacion de la concentracion de

: : dP o - ,
biomasa en el tiempo, y ’m es la variacion de la concentracion de producto en el tiempo.
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La velocidad especifica maxima de crecimiento pmax (h™?) se calculé a partir del grafico In X/Xo
vs t, mediante un analisis de regresion lineal de la fase logaritmica en la curva de crecimiento

celular.

El rendimiento del producto relacionado con la biomasa formada (Yex) fue el pardametro

estequiométrico calculado por la ecuacion (4)

Yoix = (4)

siendo P la concentracion de producto (g L™). Estos parametros se calcularon siguiendo los
métodos estandar de Aiba y col. (1973).47

Metodologia analitica

Determinacion de pH

Al sobrenadante, obtenido por centrifugacion del cultivo, se le determiné el pH en un

potenciometro (Tecnal TEC-2) previamente calibrado con soluciones buffer de pH 4y 7

Masa Celular Seca (MCS)

Las muestras del cultivo (10 mL) se centrifugaron (Spectrafuge 24 D Labnet) a 10000 rpm por 10
min a 4 °C, se lavaron dos veces con una solucion de NaCl (0,85 % m/v) y Tween 80® (0,1 %
v/Vv) y se sometieron a liofilizacion. Luego del secado, se determind la masa de las muestras y la

concentracion de la MCS.

Cuantificacién de los polihidroxialcanoatos
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Aproximadamente 10 mg de células liofilizadas se sometieron a propanolisis.*® Los
propilésteres se analizaron por cromatografia gaseosa en cromatdgrafo Agilent 7890A equipado
con una columna HP5, detectandose los propilésteres por medio de ionizacién de llama, luego de
una inyeccién fraccionada (1:20). Las temperaturas del inyector y detector fueron 250 °C y 300
°C, respectivamente. EIl programa de temperatura de la columna empleado para separar los
propilésteres, consistio en 100 °C por 3 min, aumentando hasta 180 °C a raz6n de 6 °C min*, 180
°C por 5 min, aumentando hasta 240 °C a razdn de 6 °C min™* y mantenido a 240 °C por 3 min. El
gas de arrastre empleado fue helio a una razén de 0,8 mL min™. El 4cido benzoico se utilizd
como patrén interno, y &cidos grasos de composicion conocida se utilizaron como patrones

externos.

Cuantificacién de los ramnolipidos

Se analizaron los B-hidroxidcidos y la ramnosa presentes en el sobrenadante. La ramnosa se
determind mediante hidrdlisis acida segun la metodologia descrita por Lopes (2011),*9
utilizando un cromatdgrafo liquido (HPLC) Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, CA, Estados
Unidos) con detector por indice de refraccion (Shodex,Kawasaki, Kanagawa, Japan) a 40 °C,
columna HPX-87H (Bio-Rad, Hércules, CA, Estados Unidos) a 45 °C, fase mdvil de H2SO4 5
mM con flujo de 0,6 mL min? y volumen de inyeccion de 10 pL. Se prepararon soluciones de
ramnosa en las concentraciones de 0,01; 0,1; 0,2; 0,5; 1,0y 2,5 g L™, y se utilizaron como patrén
para la elaboracion de la curva de calibracion. Los &cidos grasos se cuantificaron segun

procedimiento descrito anteriormente.

Analisis estadistico

Se realizaron tres réplicas para cada determinacion, y se calcularon los estadigrafos media
aritmética y desviacion estandar. Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) simple para
comparar las medias. En todos los casos se utilizé un nivel de significacion del 5 %. Los analisis
y los graficos se realizaron con la ayuda del software estadistico STATGRAPHICS Centurién
XV 15.2.40

452



Resultados y discusion

Existen varios enfoques para reducir los costos de un proceso biotecnoldgico, y uno de ellos es la
obtencion de varios productos en el mismo proceso. Por tal motivo, con vistas a producir estos
bioproductos a gran escala con un proceso optimizado, se necesitan estudios para la adquisicion
de informacion sobre los parametros cinéticos que describen el crecimiento celular y la

acumulacion de los productos.

El cultivo en biorreactor de la cepa ORA9 en medio mineral y con ARF como fuente de carbono

fue seguido por 72 h (figura 1).

A las 2 h de iniciado el cultivo, la biomasa comenzd a incrementarse alcanzando un valor
maximo de 4,95 + 0,25 g L™ a las 18 h, momento a partir del cual el cultivo entr6 en la fase
estacionaria del crecimiento bacteriano, debido, posiblemente, a la limitacion de un nutriente

esencial en el medio de cultivo.

—e—MCS (gL') —e—RL (gL") —e—PHA (gL

6,00 1,20
5,00 1,00
i
@ 4,00 0.80 ~
EI -
= 3,00 060 =
8 z
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1,00 0,20
0,00 0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Fig. 1- Variacion en el tiempo de la produccion de ramnolipidos, la acumulacion de polihidroxialcanoatos

y masa celular seca en el cultivo de la cepa ORA 9 con ARF como fuente de carbono en biorreactor de 5 L
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Por otra parte, se observo que la sintesis de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos comenzo6 en

diferentes momentos del crecimiento microbiano.

La concentracion de ramnolipidos comenzd a aumentar a partir de las 14 h (0,15 + 0,02 g LY),
coincidiendo con el final de la fase logaritmica del crecimiento microbiano, y continuo
incrementandose durante toda la fase estacionaria, alcanzando, al cabo de las 72 h de cultivo,

concentraciones de aproximadamente 5 g L

Este hecho corrobora el comportamiento de dichos compuestos como metabolitos secundarios,

con una produccién no asociada al crecimiento microbiano.

Por otra parte, la acumulacion de polihidroxialcanoatos en la biomasa microbiana se detect6
desde horas tempranas de la fermentacion, pero comenzo6 a aumentar a partir de las 7 h, durante la
fase exponencial del crecimiento microbiano, alcanzando un maximo de 1,04 + 0,07 g L™ (23 %
de la MCS) a las 46 h, momento en que el cultivo ya se encontraba en su fase estacionaria.
Posteriormente se observd una disminucion hasta un valor de 0,90 g L al finalizar el cultivo. De
esta forma, la acumulacién de polihidroxialcanoatos esta asociada al periodo en que se observa

crecimiento celular.

El estudio de la produccion simultanea de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos se ha reportado
por varios autores y los resultados varian, en funcién de las condiciones de cultivo y de las cepas
microbianas empleadas. Hori y col. (2002)® observaron que la produccion simultanea comenzé
cuando cesé el crecimiento microbiano en el cultivo de la bacteria P. aeruginosa 1FO3924,
utilizando decanoato como fuente de carbono. Un comportamiento similar reportaron Marsudi y
col. (2008)@Y, durante la produccion simultanea de ramnolipidos y polihidroxialcanoatos por esta
misma cepa (P. aeruginosa IFO3924) en condiciones de cultivo analogas, pero utilizando acido

oleico, aceite de palma y glicerol.

Por otra parte, Costa y col. (2009)? observaron un comportamiento similar al obtenido en esta
investigacion, con la cepa P. aeruginosa L2-1 cultivada en diferentes sustratos oleosos. La
sintesis de polihidroxialcanoatos ocurrio durante el crecimiento celular activo, en las primeras 48

h del cultivo, y la produccién de ramnolipidos mostr6é una produccion méaxima a las 96 h.
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La diferencia en los periodos de induccién para la sintesis de ramnolipidos y
polihidroxialcanoatos puede deberse a sus diferentes mecanismos de regulacion.® La sintesis de
ramnolipidos en P. aeruginosa esta estrechamente regulada a nivel transcripcional por el
mecanismo de sensor de quorum, y por las condiciones de cultivo. Por otro lado, la regulacion de
la sintesis de polihidroxialcanoatos depende de la fuente de carbono y de la cepa bacteriana. Para
sustratos no-carbohidratos, la acumulacion de polihidroxialcanoatos pudiera estar simplemente

controlada por la competencia por los metabolitos.)

Parametros cinéticos de la produccion de ramnolipidos y

polihidroxialcanoatos

En el cultivo en medio mineral con ARF como fuente de carbono, la cepa P. aeruginosa ORA9
mostré una velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax.) de 0,28 h en la fase exponencial
del crecimiento microbiano (figura 2), un valor superior a 0,114 h™obtenido por De Lima
(2007)?% durante la produccién de biosurfactantes por la cepa Pseudomonas aeruginosa PALC,
utilizando aceite de soya residual. Este hecho indica que la cepa ORA9 creci6 adecuadamente en

el sustrato utilizado, lo cual viabiliza la obtencion de los bioproductos de interés.

15 .'--.-...'-h.l-t

y =0,2752x - 1,6858
R#=0,9203

20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (h)

Fig. 2- Velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax.) de la cepa ORA9 en el cultivo con ARF como

fuente de carbono
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El calculo de los parametros cinéticos y estequiométricos determinados a diferentes intervalos de
tiempo (tabla 1) revelaron que el mayor rendimiento de ramnolipidos se logra al finalizar el
cultivo (Yrx = 1,024), no ocurriendo lo mismo para la produccion de polihidroxialcanoatos, cuyo

rendimiento maximo (Yre/x = 0,209) se alcanzd a las 50 h de cultivo.

Tabla 1- Pardmetros cinéticos y estequiométricos de la produccién de ramnolipidos y

polihidroxialcanoatos por la cepa ORA 9 creciendo en medio mineral con ARF como fuente de carbono

ramnolipidos polihidroxialcanoatos
Tiempo
Q " N T Ve
@L*h?)  (@gth?) @L*h")  (gg*h?)
4 0,019 0,033 0,130 0,007 0,013 0,053
18 0,016 0,003 0,057 0,029 0,006 0,107
30 0,048 0,011 0,321 0,024 0,005 0,161
50 0,061 0,012 0,619 0,020 0,004 0,209
72 0,068 0,014 1,024 0,013 0,003 0,188

re- velocidad volumétrica de formacion del producto, ge— velocidad especifica de formacion del producto, Yex— rendimiento del producto

relacionado con la biomasa formada.

Por otra parte, el perfil no asociado al crecimiento que tiene la produccion de ramnolipidos se
pone de manifiesto al observarse el incremento de las velocidades, tanto volumétrica (re, g L™ hr
1Y como especifica (gp, g gt h'!) de formacion del producto a partir de las 18 h de cultivo,

coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria del crecimiento microbiano.

En este periodo es donde la bacteria comienza la excrecion celular de los metabolitos secundarios
al medio, estimulada por la escasez de nutrientes y por el mecanismo de sensor de quorum debido
al aumento de la concentracion celular, tal y como ha sido descrito para la producciéon de

ramnolipidos por las bacterias pertenecientes al género Pseudomonas.®
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Por otro lado, en la acumulacion de polihidroxialcanoatos, las velocidades volumétrica y
especifica de formacion del biopolimero tuvieron su maximo valor a las 18 h de cultivo
alcanzando valores de 0,029 g L h™y 0,006 g g h'%, respectivamente, indicando la acumulacion
activa del polimero por la célula bacteriana durante el crecimiento celular, pues fue en este

periodo donde se observaron los mayores valores de concentracion de biomasa.

El perfil cinético obtenido en este estudio para la produccion simultanea de ramnolipidos y
polihidroxialcanoatos por la cepa ORA 9 indica que es posible establecer un bioproceso
integrado, siempre que se establezca un tiempo de cultivo éptimo en el cual se alcancen
concentraciones aceptables de ambos productos, pues como se ha observado, un tiempo de
cultivo prolongado favorece la produccion de ramnolipidos, pero es contraproducente para la

obtencion de concentraciones adecuadas de polihidroxialcanoatos.

Uno de los factores que puede contribuir en la reduccion de los costos es la duracion de la
fermentacion para la produccion de algunos biosurfactantes. Las fermentaciones de los
ramnolipidos en la mayoria de los procesos reportados en la literatura, contindian hasta las 100 h,
mientras que la mayor produccién puede haber ocurrido en las primeras 48 h. Prolongar el tiempo
de produccidn para lograr un poco mas de rendimiento puede no ser particularmente econémico,
teniendo en cuenta que la expresion de los genes que participan en la produccion de ramnolipidos
ocurre en las primeras 24 h de la fermentacion.®® Por ello, las estrategias futuras estarian
dirigidas a la optimizacion de las condiciones de cultivo, siendo el tiempo de fermentacion una

variable clave por mejorar.

Conclusiones

Se demostro que la produccién de ramnolipidos por la bacteria Pseudomonas aeruginosa ORA9
cultivada en ARF presentd una cinética de produccion no asociada al crecimiento, mientras que la
acumulacion de polihidroxialcanoatos en la biomasa estuvo asociada al crecimiento microbiano.
Los resultados obtenidos corroboran la factibilidad de producir ramnolipidos vy

polihidroxialcanoatos, teniendo en cuenta su cinética de produccion como punto de partida para
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disefiar un proceso econdmico, y alcanzar concentraciones adecuadas de ambos productos en un

unico proceso.
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