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Micrografies (MET) de talls prims de cél-lules
de P. aeruginosa. D'esquerra a dreta: detall de
céllules individuals de P. aeruginosa 47T2, P.
aeruginosa 47T2 AAD, P. aeruginosa 42A2 i P.
aeruginosa 42A2 AAD.

Les soques Pseudomonas aeruginosa 42A2 i 47T2, aillades a partir de mostres
d’aiglies i sorres contaminades amb residus oliosos respectivament, van ser seleccionades
per la seva capacitat de produir diversos productes lipidics, entre ells els
polihidroxialcanoats (PHAs), productes d’elevat interés biotecnologic per les seves
propietats com a plastics biodegradables. A més a més, P. aeruginosa 47T2, com és
caracteristic de Pseudomones aeruginosa, té la capacitat de produir ramnolipids (Rhls),
productes amb propietats tensioactives i antimicrobianes i/o antifingiques, també
d’interés biotecnologic. P. aeruginosa 42A2 no produeix Rhls, perd és capag de
transformar els olis residuals en acids grassos hidroxilats (mono-, di- i trihidroxilats) i
polimeritzar-los a estolids, compostos amb possibles aplicacions com a emulsionants,
gracies a la seva activitat lipolitica.

Donat que es detecten diferéncies a nivell del metabolisme lipidic entre aquests
aillats naturals, s’ha estudiat el seu sistema lipolitic per comparacié amb el de la soca
tipus Pseudomonas aeruginosa PAOl. Prenent com a referéncia els productes del
metabolisme comuns i diferents entre els aillats, i tenint en compte que comparteixen
intermediaris a les seves rutes biosintétiques, s’han generat mutants negatius per la
produccié de PHAs per tal d’estudiar el flux de carboni en cada un d’ells.

Una vegada obtinguts els mutants s’ha estudiat I'efecte d’aquesta mutacié sobre
la produccié d‘altres metabolits. En la soca P. aeruginosa 47T2, es fa un estudi quantitatiu
i qualitatiu dels Rhls produits a partir d'olis residuals. La caracteritzacié dels
biotensioactius és interessant per les possibilitats a nivell d‘aplicacions biotecnologiques
dels Rhls. I pel que fa a la soca P. aeruginosa 42A2, els mutants obtinguts s’utilitzaran en

el futur per fer el mateix tipus d’estudi, en aquest cas referit als estolids.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Tecnologies netes i sostenibles. Residus oliosos

El desenvolupament sostenible i la produccié neta, sén dos conceptes que
apareixen a la déecada dels noranta com a conseqliéncia de la presa de consciéncia
global de l'augment incontrolat del consum de recursos naturals a les darreres
decades i de la generacid de residus i emissions que d’aquest consum se’n deriva.

Si bé és molt estesa la idea que el desenvolupament sostenible és aquell
capac de satisfer les necessitats actuals sense comprometre els recursos i
possibilitats de futures generacions, i que per tant es basa en I'lUs de recursos
naturals renovables (Brundlandt, 1990), cal considerar que es tracta d’una idea
termodinamicament impossible. Els recursos tenen una vida Gtil determinada i amb
la tecnologia actual es pot aconseguir és allargar-la, pero la pérdua d’energia en
fer-los servir és inevitable.

La produccié neta és aquella basada en I'Us de tecnologies que minimitzen
Iimpacte ambiental, reduint aixi I'emissido de residus. Tot i aixi, |'aplicacié de les
anomenades tecnologies netes suposa un canvi en la manera de produir que es
tradueix moltes vegades en la reutilitzacio sistematica dels residus per tal d’allargar
la seva vida util. El desenvolupament de la biotecnologia, la quimica i I'optimitzacio
de processos industrials han fet possible que aquesta reutilitzacié sigui viable
economicament i que s’hagi pogut utilitzar com a solucié a alguns dels problemes
gue es generen com a conseqiéencia de la pressié generada pel desenvolupament
huma (O’Brien, 1999; Rodriguez, 2006). Aix0 permet augmentar la produccié de
recursos i fer I'activitat humana més sostenible.

Es per tant molt important I'estudi i utilitzacié d’eines biotecnoldgiques per
obtenir nous productes industrials amb propietats millorades, d'impacte ambiental
minimitzat i d’elevada biodegradabilitat. Actualment s’estan desenvolupant, a
través de la biotecnologia, processos de produccié industrial menys contaminants
gue permeten optimitzar I'aprofitament de les matéries primeres i reduir el consum
d’energia; és a dir, tecnologies sostenibles de produccié (Gamiz, 2007).

Al nostre pais i en tots els de la riba mediterrania, el fet de fregir el menjar
amb oli forma part de la nostra cultura gastrondmica i genera com a residu l'oli de
fregit. Centres productors d’aquest residu sén restaurants, hotels, menjadors
col-lectius, indUstries de precuinats, bars... i domicilis privats. Una vegada utilitzat,
aquest producte suposa un problema per a I’'entorn si s’aboca indiscriminadament.
Com aquest tipus de greixos no poden ser rapidament eliminats del medi natural,

provoquen danys molt importants i perillosos a les canonades, a les estacions
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depuradores..., amb la qual cosa es contaminen les aiglies subterranies i es
destrueix una part important de la vida fluvial i marina. Un litre d'oli de fregit pot
arribar a contaminar 100.000 litres d’aigua (Generalitat de Catalunya, Departament
de Medi Ambient, Junta de residus, 1999).

La produccié dels olis vegetals usats a Espanya es situa entorn de les
750.000 tones/any, segons xifres del 2005 (Agéncia de Residus de Catalunya,
2007). A més a més, es calcula que, només a Catalunya, cada any es generen
45.000 tones d’olis minerals usats procedents de la renovacio dels lubricants
utilitzats a les industries, els vehicles d’automocio i les embarcacions. L'abocament
o la combustié en condicions inadequades d’aquests compostos provoquen efectes
molt negatius sobre el medi ambient (Agéncia de Residus de Catalunya, 2007;
http://www.arc-cat.net/ca/estaddin/index_ind.html).

Amb el reciclatge no sols s’evita aquesta contaminacié sind que s’afavoreix
la producci6 de combustible ecologic i productes de valor afegit i dinterés
biotecnologic com ara tensioactius o polihidroxialcanoats. Amb aquest aprofitament
i reciclatge dels residus com a matéries primeres barates, utilitzant-los per obtenir
productes de valor afegit, es poden evitar els costos de tractament d’aquestes
mateéries primeres com a residus.

Amb tot, en el cas dels olis, la seva recollida és problematica ja que la Llei
10/98 de Residus modificada per la Llei 62/03 estableix la prohibicié d‘abocar olis
usats (BOE num. 96 de 22/4/1998, BOE num. 313 de 31/12/2003). La Comissio
Europea proposa que el Ministeri de Medi Ambient i els ajuntaments crein un
sistema de recollida d'oli fregit, oleines i greixos en tres etapes: industrial,
hostalera i domestica (http://ec.europa.eu/index_es.htm).

Dins la diversitat de residus oliosos, els més estudiats i que més preocupacié
immediata causen, sén els petrolis i hidrocarburs. Els abocaments de tones de cru
al mar per accidents maritims o fuites d’oleoductes, causen importants desastres
ecologics. Com a conseqiencia d’aquests estudis s’ha desenvolupat Ila
bioremediacid, que és un procés en el qual s'utilitzen organismes vius per resoldre
problemes especifics mediambientals com la contaminacié i I'abocament de petroli.
Aquests abocaments es tracten emprant diverses técniques, incloent I'addicié de
microorganismes i fins i tot de fertilitzants per facilitar la descomposicio del cru pels
bacteris.

D’altra banda, I'estudi de la reutilitzacié dels residus d’olis vegetals es troba
en plena expansio degut a lI'augment del consum d’aquests productes. El caracter
residual que prenen els olis de fregit és degut al seu abocament després de ser

utilitzats, per tant la solucié seria el seu reaprofitament. Perd abans de donar una
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segona vida (til a aquests residus o subproductes és necessari saber en quin estat
es troben després de sotmetre’ls a les elevades temperatures del fregit.

En sotmetre I'oli a processos de fregit es provoca el trencament i saturacio
d’algun dels acids grassos de l'oli i augmenta el percentatge d’acids grassos
inferiors a 10 atoms de carboni, disminuint majoritariament el principal acid gras
present en l'oli: I'oleic, en el cas de I‘oli d’oliva, i el linoleic, en el cas de |'oli de gira-
sol (Taula 1.1).

Taula 1.1. Principal composicié d’acids grassos en olis fregits i no fregits d’oliva i de gira-sol
(Weast, 1975-1976). El control de la mescla oliva/gira-sol s’ha realitzat fregint els olis per

separat i mesclant-los posteriorment (adaptacié de Haba et al. 2000).

Acids grassos lliures Oliva Gira-sol Oliva/Gira-sol 1:1
[ (g/100g) No fregit | Fregit | No fregit | Fregit| Control | Fregit
Lauric Cy2:0 - 0,1 - 0,1 - 0,1
Miristic Ci4:0 - 0,8 0,1 0,17 - 0,12
Palmitic Ci6:0 9 8,74 7 7,55 3,1 8,2
Palmitoleic | Cyq:1 0,6 0,64 0,1 0,2 - 0,43
Estearic Cis:0 2,7 2,6 4,5 4,74 1,41 3,49
Oleic Cig:1° 80,3 55,51 18,7 24,7 74,5 41,65
Linoleic Cyg:2%12 6,3 7,43 67,5 55,6 21 27,98
Linolenic | Cyg:3%1%1° 0,7 0,67 0,8 0,28 - 0,3
Behenic Cx:0 - 0,1 - 0,8 - 0,38
Lignoceéric C>4:0 - 0,15 - - - -
Cis-accenic| Cig:1!! - 0,15 0,7 - - -

< Cyp - 22,52 - 2,39 - 14,11
Altres 0,4 1,49 0,6 4,08 - 3,41

L'elevada presencia d’acids grassos de llargada variable presents en els olis
fregits permetrien la seva reutilitzaci6 amb dues finalitats: per una banda, disminuir
els costos de la seva eliminacido com a residus, i per una altra part, aprofitar-los en
industries de transformacié basades en tecnologies netes. Aix0 seria possible a
través de la utilitzacié dels atoms de carboni presents en els acids grassos residuals
com a font de carboni per algunes espécies bacterianes, entre elles Pseudomonas
aeruginosa, com a substrat per a I'‘obtencié de nous productes d’interes

biotecnologic.

1.2. Els lipids

Els lipids constitueixen una gran part de la biomassa terrestre, juntament

amb els carbohidrats, les proteines i els acids nucleics, essent elements claus en la
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quimica de la vida, tant a nivell estructural com a nivell fisiologic i energeétic
(Schmid i Verger, 1998). Soén compostos fonamentals pel funcionament dels éssers
vius amb funcions molt diverses gracies a la seva elevada heterogeneitat quimica.
Desenvolupen funcions estructurals formant les membranes bioldgiques, funcions
d’emmagatzemament d’energia de manera compacta i anhidra (com els granuls de
PHA), funcions fisiologiques, i actuen com a aillants, molécules missatgeres,
vitamines, pigments, hormones, transportadors d’electrons, cofactors enzimatics i
detergents entre d’altres funcions (Boyer, 2000).

No existeix una definicié precisa pel terme lipid. Generalment, dins dels
lipids s’agrupen substancies com ara olis, greixos i ceres, importants cadascuna per
les seves qualitats i funcions. Els lipids poden procedir de plantes i animals vius o
fossilitzats. Son un conjunt de molécules organiques, la majoria biomolécules,
compostes principalment per carboni, hidrogen i, en menor quantitat, oxigen tot i
que també poden contenir fosfor, sofre i nitrogen.

La seva caracteristica principal és que sén insolubles en aigua pero solubles
en dissolvents apolars o lleugerament polars com l|'éter, el cloroform, I'hexa o el
benze (Verger, 1997). Aixi, en un medi aquods, lipids amb caracter clarament
hidrofobic tendeixen a associar-se mitjangant forces no covalents, donant lloc a
gotes olioses, mentre que els lipids amfipatics, que tenen parts hidrofobiques i
parts hidrofiliques, formen monocapes, bicapes o micel-les (Boyer, 2000, Mathews
et al., 2000).

En funcié de la seva composicid quimica, els lipids es poden classificar en
lipids simples i lipids complexos, ambdds saponificables. Els terpens i esteroides sén
lipids derivats que no contenen acids grassos a la seva estructura basica i per tant
son insaponificables (Lehninger et al., 1993).

Els lipids simples tenen propietats no polars i contenen un o dos tipus de
molécules diferents, generalment neutres, excepte els acids grassos. En aquest
grup s’inclouen hidrocarburs, acids grassos, alcohols, aldehids, polihidroxialcanoats,
cutines, ceres, entre altres.

Els lipids complexos tenen propietats polars i estan constituits per tres o més
tipus de moléecules diferents. Dins d’aquest grup s’hi inclouen els gliceroglicolipids,
glicerofosfolipids, les esfingomielines, i els lipopolisacarids, entre altres (Boyer,
2000).

El rendiment energétic de I'oxidacié completa dels lipids és superior al dels
carbohidrats o les proteines; és per aix0 que els organismes emmagatzemen els
lipids com a reservori energétic (Lehninger et al., 1993). Pel recanvi metabdlic dels
lipids i altres compostos, els organismes produeixen hidrolases, un ampli grup

enzimatic on s’inclouen les carboxilesterases (EC 3.1.1.-) (Schmid i Verger, 1998).
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Donat que una de les funcions bioldgiques més importants dels lipids és I'Us
d’aquests com a font d’energia pels organismes, |'estudi del seu catabolisme és
imprescindible. Mitjancant una reaccié d’hidrolisi de les carboxilesterases, els
organismes obtenen glicerol i acids grassos lliures a partir dels triacilglicerids
(Figura 1.1). Aquests enzims hidrolitzen |'enllag éster mitjangant la incorporacié
d’una molécula d’H,0, i per tant, separen els acids grassos del glicerol (Jaeger et
al., 1994). Posteriorment, aquest glicerol segueix el catabolisme en la via glicolitica.
En canvi, els acids grassos obtinguts a partir dels triacilglicérids o d’altres lipids,
poden ser oxidats a través d’un procés de B-oxidacid, constituint aixi una bona font
d’energia pel creixement microbia (Prescot et al., 2002).

Tot i aixi, les complexes propietats fisico-quimiques dels lipids dificulten de
forma important la seva manipulacié i, per tant, l’'estudi dels enzims que els

degraden (Jaeger et al., 1994).

//O
R—C
\o-
O Carboxilesterasa
CI)HZ—O—C—R;; . gHon //)
Ry-C—O—GH Q 3 H0 P HO—CH * Ry—C * 3H
CH,—0—C—R; CH,OH Nor
R C// ©
—
\o-
triacilglicerol glicerol acids grassos

Figura 1.1. Reaccié d’hidrolisi on intervé una carboxilesterasa.

1.3. Utilitzacio d’acids grassos pels microorganismes per la produccié de

biopolimers i tensioactius

L'Gs de microorganismes per a la transformacié de substrats, i sobretot de
productes residuals, és una area en constant desenvolupament, ja que aquests sén
capacos de dur a terme reaccions molt complexes en pocs passos, que per sintesi
guimica seria molt dificil realitzar.

De I'Us d'olis vegetals i acids grassos pels microorganismes se’n deriven
productes d’elevada funcionalitat i reactivitat. Entre aquests productes cal destacar
els acids grassos hidroxilats (mono-, di- i trihidroxilats), els acids dicarboxilics i els
polimers d’ésters, ja siguin ramnolipids, estolids o polihidroxialcanoats (Kuo et al.,
2002).

Els microorganismes son capacos de portar a terme dos tipus de processos,

el de biotransformacio, en el qual I'acid gras pateix petites modificacions en la seva
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estructura, i el procés de conversid, en el qual a partir dels acids grassos s’obtenen

estructures polimériques per mitja d’enllagos ester (Culleré, 2002).

1.3.1. Les carboxilesterases

El metabolisme bacteria per a la transformacié d’acilglicérids i d’acids
grassos és dut a terme per diferents classes d’enzims entre els quals s’hi inclouen
un grup enzimatic amb una amplia especificitat de substrats, les hidrolases. Aixi,
aquests enzims sén capagos d’hidrolitzar des d’amides o péptids fins a ésters i
triacilglicérids. Les carboxilesterases (EC 3.1.1.-), dins les quals trobem les
esterases (EC 3.1.1.1) i les lipases auténtiques (EC 3.1.1.3), catalitzen la hidrolisi
d’ésters d’acids carboxilics (Fojan et al., 2000).

Les carboxilesterases son hidrolases que es troben presents a la major part
d’organismes, des dels procariotes fins als fongs i organismes superiors (Schmid i
Verger, 1998; Bornscheuer, 2002).

Les esterases sén aquells enzims que hidrolitzen enllagos éster, per tant sén
capaces d’actuar sobre els ésters carboxilics de triglicerids de cadenes curtes,
fosfolipids, acetilcolina, o sobre els ésters del colesterol o d’alcohols simples i sobre
els ésters d’acids inorganics, com el fosforic o el sulfuric (Jaeger et al., 1999).

Les lipases auténtiques, de manera general, sén carboxilesterases que
catalitzen la hidrolisi i la sintesi d’acilglicerols de cadena llarga, entenent per cadena
Ilarga aquelles que tenen 10 o més atoms de carboni (Jaeger et al., 1999). Gracies
a les seves propietats catalitiques caracteristiques presenten gran importancia en

aplicacions industrials i biotecnologiques (Arpigny i Jaeger, 1999).

Esterases Lipases auténtiques
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Concentracié de substrat
Figura 1.2. Comparacié de la cinética de catalisi de les esterases i les lipases autentiques.
Pel que fa a l'activitat enzimatica, les esterases mostren un comportament

cinétic tipic de Michaelis-Menten, és a dir, la velocitat de reaccié s'incrementa

paral-lelament amb la concentracié de substrat fins arribar a la saturacié. En canvi,
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les lipases auténtiques mostren un incrementen drastic de la seva activitat quan el
substrat té la suficient concentracié per formar una emulsié (Figura 1.2) (Jaeger et
al., 1994).

Les lipases i esterases també es diferencien pel substrat sobre el que
actuen. Mentre que les esterases trenquen Unicament enllagos éster d’acids grassos
de cadena curta, les lipases tenen un ventall més ampli d’actuacié i sén capaces
d’actuar tant sobre acids grassos de cadena curta com llarga. Els acids grassos de
cadena llarga sén més insolubles en dissolucions aquoses, aixi les lipases soén
capaces d’identificar i actuar sobre substrats agregats o insolubles. Per tant,
I’activitat lipasa no és proporcional a la concentracié del substrat en la dissolucié

sinod a l'area total de substrat disponible (Fojan et al., 2000).

1.3.1.1. Aplicacions de les carboxilesterases

La versatilitat de les lipases bacterianes i flngiques és interessant des del
punt de vista biotecnologic, que és cada vegada major (Jaeger i Reetz, 1998;
Bornscheuer, 2002 i Hasan et al., 2006). El seu elevat potencial tecnologic és degut
en gran part al seu ampli rang de substrats i a la seva elevada estabilitat en
dissolvents organics no aquosos. Aquestes caracteristiques possibiliten la seva
aplicaci6 ambivalent tant en reaccions d’hidrolisi com de sintesi d’esters (Villeneuve
et al., 2000; Schmid i Verger, 1998). Fins fa poc temps, les lipases més utilitzades
a nivell industrial eren les fungiques (Jaeger et al., 1997) degut a que dins la
industria alimentaria, on s’apliquen majoritariament, els fongs sén considerats com
a microorganismes segurs (GRAS: Generally Recognised As Safe) (Jaeger et al.,
1994).

Actualment les lipases microbianes s‘estan utilitzant a la induastria
alimentaria com a additius alimentaris per la produccié d‘aromes i emulgents
(Harwood, 1989; Hasan et al., 2006). En el procés de panificacié s’ha descrit la
participacié de les lipases en |'obtencié de productes finals amb unes propietats
reologiques més satisfactories (Poutanen, 1997). S’han utilitzat també en elements
dietetics i en el camp de la nutricié parenteral per a la preparacio de triacilglicerids
d’absorcid més facil a través de processos de transesterificacié (Schmid i Verger,
1998; Bjorkling et al. 1991).

Una altra aplicacié de les lipases es troba en el processament d’olis facilment
accessibles per a l'obtencié de compostos d‘alt valor afegit (Godtfredsen, 1993;
Macrae, 1989). A part d’aquestes aplicacions en la produccié d’aliments amb un alt
valor afegit, els acids grassos poliinsaturats produits per accié de les lipases també

tenen un paper molt important en medicina ja que la majoria estan inclosos en la
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llista d'acids grassos essencials. I també sén importants com a components
farmaceutics, donat que tant els acids grassos lliures com les seves formes mono- i
diglicérids, son utilitzats en la produccié d’anticolesterolémics, antiinflamatoris o
trombolitics (Jaeger i Reetz, 1998).

Les lipases també formen part de la majoria de formulacions de detergents.
Aixi, entre les lipases que s’estan comercialitzant s’hi inclouen la lipasa de
Pseudomonas alcaligenes [Lipomax, Gist Brocades] i la de Pseudomonas mendocina
[Lumafast, Genencor] (Schmid i Verger, 1998; Hasan et al., 2006).

Altres aplicacions destacables de les lipases com a hidrolases les trobem a la
indUstria paperera, per eliminar els components hidrofobics de la fusta que
provoquen greus problemes en la manufactura del paper (pitch) (Gutiérrez et al.,
2001); o a la industria téxtil i en la fabricacid de cosmeétics, entre altres (Hasan et
al., 2006).

Pel que fa a la capacitat sintética de les lipases, s’han utilitzat aquests
enzims com a catalitzadors d’una gran varietat de transformacions quimio-, regio- i
estereoselectives, perd l'aspecte més interessant és la |I'enantioselectivitat de les
lipases (Jaeger i Reetz, 1998). Molts intermediaris claus en la sintesi de
components terapéutics, agroquimics o additius alimentaris, son compostos quirals,
dels quals només és funcional un dels seus dos enantiomers. Per tant, és
necessaria la sintesi d’enantidbmers purs, i és en aquest punt on les lipases
contribueixen de manera essencial en el moén de la indlstria quimica i farmaceutica
(Reetz, 2002).

Altres reaccions que tenen lloc en solvents organics soén les
transesterificacions, un exemple de les quals és la sintesi de biodiesel, una font
d’energia alternativa pel transport produida enzimaticament a partir de l'oli de
diferents plantes oleaginoses. Les lipases poden catalitzar la transesterificacié
simple de l'oli vegetal a metil ester o a un altre alcohol de cadena més curta. Per
tant, aquest combustible prové d’una font renovable i resulta menys contaminant
degut a la reduccioé en la producci6 del sulfur d’oxid (Jaeger i Eggert, 2002).

En contrast, les esterases no sén utilitzades biotecnoldgicament de manera
tan amplia com les lipases (Kademi et al., 2000). Aquesta relativa poca utilitzacié
de les esterases sembla ser deguda a la manca de disponibilitat en quantitats
suficients per la indastria de la quimica organica (Kademi et al., 2000). Tot i aixi,
existeixen ja nombroses referéncies pel que fa a les aplicacions d’aquests tipus
d’enzims com ara sintesis de compostos opticament purs, perfums i antioxidants i
usos potencials de les esterases en referéncia a l'agricultura, l'alimentacié i
industries farmacéutiques. Aquestes prometedores aplicacions s’hauran de veure

recolzades per estratégies de produccié apropiades i eficients (Panda et al., 2004).
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Aixi, treballs encaminats a la sobreproduccié d’aquests enzims lipolitics podrien
millorar 1"0s i l'eficacia de les multiples reaccions catalitzades per les
carboxilesterases.

Actualment, altres compostos que estan rebent una especial atencié sén els
biopolimers generats per sintesi enzimatica. Un tipus especial de biopolimers sén
els estolids, polimers d’acids grassos hidroxilats amb propietats emulgents (Pelaez,
2000; Peladez et al., 2003). Aquests polimers poden ser produits a partir d’'una font
de carboni natural, renovable i a més a més, son biodegradables. Per tant, aquesta
biocompatibilitat amb el medi ambient els confereix una gran importancia i atrau
I'atencid per al seu estudi. El procés de sintesi d’estolids implica I'is de lipases
microbianes com a catalitzadors, amb la possibilitat de modular les propietats
funcionals del producte a través del procés enzimatic, obtenint aixi unes
caracteristiques noves respecte els productes obtinguts per sintesi quimica (Pelaez,
2000).

1.3.2. Acids grassos hidroxilats (AG-OH)

Existeixen nombrosos processos de bioconversié que poden ser realitzats per
microorganismes a partir dels acids grassos. Una de les reaccions de
biotransformacié que ha trobat aplicacié com a procés industrial és la hidroxilacio.

La hidroxilacié d’acids grassos per part dels microorganismes es pot produir
en diferents punts de la cadena hidrocarbonada i consisteix en la conversié d'un
enllag carboni-hidrogen en un carboni-hidroxil (Kuo et al., 2002). La hidroxilacid és
una de les activitats enzimatiques més esteses, que té lloc tant en ceél-lules
procariotes com en eucariotes (Holland i Weber, 2000). La introduccié del grup
hidroxil proporciona a l‘acid gras propietats especials com augmentar la seva
viscositat o reactivitat. Es per aix0 que aquests productes sén utilitzats com a
reines, ceres, plastics o en cosmética, entre altres aplicacions (Hou et al., 2002).

Als anys 60 diversos treballs van posar de manifest la capacitat de
biotransformacié de l'acid oleic per part d’espécies del geénere Pseudomonas
(Wallen et al., 1962; Schroepfer, 1966 i Davis et al., 1969). A finals dels 80 i
durant la década dels 90, s6n multiples els treballs referits a la biotransformacio de
I'acid oleic en els quals es descriu l'obtencidé d’'una gran varietat de productes,
essent els més destacats els derivats hidroxilats per les seves propietats
tensioactives i antifingiques.

L'any 1988 Mercadé i col-laboradors van descriure un nou tensioactiu
procedent de la hidroxilacié de |'acid oleic per Pseudomonas sp. 42A2, |'estructura

del qual es va assignar a l'acid 7,10-dihidroxi-8(E)-octadecenoic. Posteriorment,
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I'any 1991 Hou i col-laboradors van descriure la produccié dels derivats hidroxilats
10-hidroxi-8(Z)-octadecenoic i 7,10-dihidroxi-8(E)-octadecenoic per Pseudomonas
sp. PR3 a partir d’acid oleic (Hou et al., 1991 i Hou et al., 1992). L'any 1995
Kaneshiro i col-laboradors van descriure la producciéo de 10(R)-hidroxiestearic i 10-
cetoestearic per les especies del genere Sphingobacterium, Bacillus i Nocardia sp. a
partir de l'oxidacié de l'acid oleic. Segons els autors, en primer lloc es déna una
hidroxilacié de I'acid gras, i en segon lloc es produeix la desaparicioé del doble enllag
per actuacio d’una hidratasa.

Cal ressaltar també els estudis de Kuo i col-laboradors on es descriu
I'aparicié del derivat trihidroxilat acid 7,10,12-trihidroxi-8(E)-octadecanoic a partir
d’acid ricinoleic, amb aparicié de l'acid 10,12-dihidroxi-8(E)-octadecenoic com a
producte intermediari (Kuo et al., 1998). Aquest mateix grup l'any 2000, va
determinar la configuracié absoluta de I'acid 10(S)-hidroxi-8(E)-octadecenoic i de
I'acid 7(S),10(S)-dihidroxi-8(E)-octadecenoic. Igualment, els autors es continuen

referint a I’enzim hidratasa com a responsable del procés (Kuo et al., 2000).

9 COOH
Acid oleic 10
Hidroxilacié amb migracié del doble enllag
v
MHOD (VAN S
8
HO
Hidroxilacio
OH
9
DHOD 10 7 COOH
- 8

HO

Figura 1.3. Ruta de conversio de l'acid oleic per Pseudomonas aeruginosa PR3 (Kuo et al.,
2002). La soca Pseudomonas aeruginosa 42A2 també pot presentar un intermediari

hidroperoxi monoinsaturat (Guerrero et al., 1997).
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La tendéncia actual per a la bioconversi6 microbiana d’acids grassos
procedents de residus oliosos continua essent la mateixa que a finals dels anys 90,
i que consisteix en treballar en I'obtencié de compostos hidroxilats a partir d’acids
grassos com el ricinoleic, el linoleic o |'oleic entre d'altres. Els productes que

s’obtenen de la biotransformacié microbiana tant de I’acid oleic com del linoleic son:

- El derivat hidroperoxid, descrit per primera vegada l'any 1997, i trobat en
cultius de Pseudomonas sp. 42A2 fets utilitzant acid oleic com a font de carboni
(Guerrero et al., 1997). L'aparicié d’aquest tipus de compostos s’ha observat també
en plantes superiors, on es pot donar una conversid enzimatica dels acids grassos a
acids trihidroxilats passant pels epoxihidroxilats corresponents (Kim et al., 2000).

- El derivat monohidroxilat (MHOD) (Figura 1.3), descrit per Guerrero i
col-laboradors l'any 1997, juntament amb el derivat hidroperoxid. Alguns dels
derivats monohidroxilats obtinguts per bioconversié microbiana d’‘acids grassos
mostren propietats antifingiques (Kuo et al., 2002). Es el cas de I'acid 10-hidroxi-
8(E)-12(Z)-octadienoic o de I'acid 9-hidroxi-10(E)octadecenoic, aillats de plantes
d’arros infectades que van resultar més resistents a una segona infeccié fungica
(Koshino et al., 1987).

- El derivat dihidroxilat (DHOD), concretament el 7,10-dihidroxi-8(E)-
octadecenoic (Figura 1.3), descrit l'any 1988 per Mercadé i col:-laboradors,
procedent de la hidroxilaci6 de l'acid oleic per Pseudomonas aeruginosa 42A2
(Mercadé et al., 1988). Aquest compost presenta propietats tensioactives.
Addicionalment, s’han descrit propietats antifingiques en altres compostos
dihidroxilats com ara el 7(S),10(S)-dihidroxi-8(E)-octadecenoic obtingut per
creixement de Pseudomonas aeruginosa sobre acid oleic (Hou et al. 2002).

- El derivat trihidroxilat, detectat per primer cop a la cervesa com a resultat
de la conversi6 de I'acid linoleic durant el procés de maltat de |'ordi, que aporta a la
beguda un gust astringent (Drost, 1971). L’'any 1998 es va descriure la formaci6 de
I'acid 9,10,13-trihidroxi-11(E)-octadecenoic i de l'acid 9,12,13-trihidroxi-10-
(E)octadecenoic a partir de I'acid linoleic per Pseudomonas aeruginosa PR3 (Kuo et
al., 1998). També s’ha observat i aillat aquesta familia de compostos (acid
12,13,17-trihidroxi-9(Z)-octadecenoic) en plantes d’arros amb marciment prematur
provocat per un fong, mostrant activitat antifiUngica (Hou et al., 2000). Kim i
col-laboradors van detectar la presencia d’acids mono- i dihidroxilats al medi de
cultiu de P. aeruginosa PR3 i els van designar com a compostos precursors dels
derivats trihidroxilats (Kim et al., 2000).
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1.3.3. Polihidroxialcanoats (PHAs)

Una altre tipus de bioconversié dels acids grassos residuals per a la
generaci6 de nous materials es troba en la producci6 microbiana de
polihidroxialcanoats (PHAs), biopolimers constituits per poliesters d’acids grassos,
amb propietats plastiques. Actualment, els materials plastics s’han convertit en una
part important de la rutina diaria per les seves propietats, entre les quals
destaquen la durabilitat i la resisténcia a la degradaci6. Pero el problema principal
d’aquests plastics és la seva acumulacid deguda a la dificil biodegradabilitat.
Segons dades del 2006 de I'Associaci6 Europea de Productors Plastics
(PlasticsEurope), només a Espanya es produeixen 4,5 tones de plastic I'lany, que
representen un 2% de la produccié mundial estimades en 225 milions de tones.

El desenvolupament dels plastics biodegradables ha evolucionat en la
darrera década gracies a la consciéncia de la poblacio i de I'administracié pel que fa
als problemes ambientals globals i, en concret, a la geréncia dels residus solids.
Dins d’aquests plastics biodegradables trobem els PHAs, els poliésters alifatics,
polisacarids i copolimers d’aquests (Lee, 1996). De tots aquests compostos, els
PHAs estan captant I'atencié de les indUstries i centres d’investigacié ja que tenen
propietats similars als plastics convencionals (Shimamura et al., 1994) i presenten
una biodegradabilitat completa (Lee et al., 1999; Rehm, 2003 i Suriyamongkol et
al., 2007).

Els PHAs son molécules estructuralment senzilles que s’acumulen en
determinades condicions a l'interior de certs microorganismes en forma de granuls
discrets, tant grampositius com gramnegatius, arribant en determinats generes fins
al 90% del pes sec cel-lular (Jendrossek et al., 2002; Kim et al., 2003; Tokiwa et
al., 2004; Kragelund et al., 2005; Akar et al., 2006). Aquests biopolimers funcionen
com a reservori de font de carboni i poder reductor per la cél-lula que els acumula

(Suriyamongkol et al., 2007).

1.3.3.1. Descobriment i caracteritzacié dels polihidroxialcanoats (PHAs)

L'any 1925, Lemoigne va aconseguir aillar els poliesters bacterians de
Bacillus megaterium i caracteritzar-los per primera vegada com a poli-3-
hidroxibutirat (PHB) (Lemoigne, 1925).

Entre les décades dels 1950-1970 es van publicar diversos estudis que
suggerien que el PHB funcionava com a reservori energéetic i font de carboni
intracel-lulars i que aquest fenomen era molt estés entre els bacteris tant

gramnegatius com grampositius. Es pensava perdo que el monomer 3-hidroxibutirat
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era I'Unic constituent que formava part de l'estructura d'aquest polimer de reserva
microbia. Aquesta idea va canviar l'any 1974, quan Wallen i Rohwedder van
identificar i descriure altres poliésters formats majoritariament per 3-hidroxibutirat
(3HB) i 3-hidroxivalerat (3HV) i, en menor quantitat es van detectar també 3-
hidroxihexanoat (3HHx) i 3-hidroxiheptanoat (3HHp) en mostres de fangs d’aigles
residuals (Wallen i Rohwedder, 1974). Posteriorment també s’han observat en
altres PHAs extrets de sediments fins a 11 tipus de poli-3-hidroxialcanoats (3HA). A
la taula 1.2 s’observen alguns d’aquests exemples de 3HA identificats en diferents

microorganismes i en determinats entorns ambientals.

Taula 1.2. Composici6 monomerica dels PHAs sintetitzats per diferents microorganismes i
aillats de diferents ambients naturals. 3HB:3-hidroxibutirat; 3HV:3-hidroxivalerat; 3HHx:3-
hidroxihexanoat; 3HHp:3-hidroxiheptanoat; 3HO:3-hidroxioctanoat; 3HD:3-hidroxidecanoat;
3HUD:3-hidroxiundecanoat i 3HDOD:3-hidroxidodecanoat (Kim i Lenz, 2001).

3HB 3HV 3HHx 3HHp 3HO 3HD 3HUD 3HDOD

Rhodospirillum rubrum X X X X
Rhodobacter sphaeroidis X X

Pseudomonas oleovorans X X X X X X X X
Pseudomonas cepacia X X

Ralstonia eutropha X X

Bacillus megaterium X X

Aphanotheco X X

Microvoleus X X

Sediments marins X X X X X
Aigues residuals X X X
Fangs d'aiglies residuals X X X X

En 1983, fent créixer Pseudomonas oleovorans en un medi amb n-octa com
a font de carboni i analitzant el polimer intracel-lular que acumulava, Witholt i
col-laboradors van demostrar que estava constituit principalment per 3HO (De Smet
et al., 1983, Witholt et al., 1988).

Aquest fet, conjuntament amb la identificacié d’altres HAs diferents del HB i
la cerca de materials alternatius als plastics a mitjans dels anys 70 per I'augment
del preu del petroli degut a la previsido d’exhauriment dels reservoris fossils, van
provocar un interés creixent a nivell industrial en els PHAs. En aquesta década va
comengar la producci6 a nivell industrial i la poténcia més gran en la
comercialitzacié dels PHAs va ser Imperial Chemical Industries, Ltd. (ICI), que en
1982 inicia la produccié del BIOPOL® (co-poliéster constituit per unitats de 3HB i
3HV) (Lenz i Marchessault, 2005).

En la década dels 80, el gruix de la recerca es va dirigir a la identificacid i

caracteritzacié dels potencials components d’aquests poliésters bacterians, els HAs.
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Es van arribar a identificar més de 125 tipus diferents d’unitats de 3HA (Rehm i
Steinblchel, 1999) i fins i tot algunes unitats de 4HA i 5HA (Williams et al., 1999).
A finals dels anys 80, els gens implicats en la biosintesi dels PHAs es van comencar
a clonar a partir de Ralstonia eutropha, transferint la seva activitat funcional a
soques d’Escherichia coli (Slater et al., 1988; Schubert et al., 1988). L'exit en la
clonacié dels gens biosintétics dels PHAs va fer possible també la generacié de
plantes transgeniques, que probablement seran les potencials productores de PHA
en el futur (Poirier, 2002).

Perd malauradament, els costos de produccié dels PHAs so6n un obstacle a
I’'hnora de potenciar I'Us d'aquests polimers en les multiples aplicacions comercials en
les que es podrien utilitzar. Emprant un soca salvatge de R. eutropha per exemple,
el cost del PHA ascendeix a 16$US per Kg, unes 18 vegades més car que el cost de
produccié del polipropilé. Es pot aconseguir reduir els costos fins a 4$US per Kg si
es fan servir soques d’E.coli recombinants, fent que el preu es trobi dins del rang
d’altres materials plastics biodegradables com ara els poliésters alifatics. Un cost
assumible per la produccio de biopolimers estaria entre 3 i 5 $US per Kg (Lee et al.,
1996).

El preu del producte depén directament del cost del substrat, del rendiment
del procés d’acumulaciéo respecte el substrat de partida i de leficiencia dels
processos de purificacio i de formulacié final del producte (Lee et al., 1996). Aixi,
no sembla que I'Us d'aquests materials d’alta qualitat pugui ser molt ampli, tot i que
si que s’ha trobat un gran potencial en aplicacions biomediques, industria en la qual
el alts costos de produccié sén més acceptables ja que els productes que se'n
deriven son considerats d’alt valor afegit.

En l'actualitat l'interés per millorar la produccié dels PHAs necessita de
I'estudi dels mecanismes catalitics dels enzims implicats en la sintesi, i per tant
implica la determinacié de les estructures terciaries i quaternaries de les PHA
sintases. Aquest desenvolupament en la enginyeria de proteines i la investigacié de
I’'especificitat de substrat d’aquest grup d’enzims per tal d’analitzar la biosintesi dels
PHAs facilitara que la produccié d'aquests biopolimers sigui més dirigida i eficient
(Rodriguez, 2006; Suriyamongkol et al., 2007).

1.3.3.2. Genética d’acumulacio dels PHAs. La PHA sintasa (PhaC)
La biosintesi dels PHAs es produeix gracies a la capacitat polimeritzant de la
PHA sintasa o PHA polimerasa. Els substrats naturals d’aquest enzim sén els

coenzim-A tioésters d’'un acid (R)-hidroxialcanoic (HA-acil-CoA tioésters) amb el

grup hidroxil en la posicié 3, 4, 5 o 6 de la unitat acil, amb diverses longituds de
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cadena de carboni i també amb una amplia varietat de substituents (Steinblichel y
Valentin, 1995).

Aguesta PHA sintasa i la resta d’enzims que intervenen en la biosintesi del
PHA soén codificats per 'accié d’uns pocs gens situats en el mateix operd (Witholt et
al., 1999). S’ha estudiat aquest operd en molts microorganismes que acumulen
PHA (Ralstonia eutropha, Pseudomonas aeruginosa, Allochromatium vinosum D,
Bacillus megaterium, etc.) (Figura 1.4) observant-se diferéncies tant en els gens
que contenen aquests operons com en la distribucidé i orientacié dels mateixos
(Madison et al., 1999).

A Pseudomonas aeruginosa s’han identificat i caracteritzat dos gens PHA
sintasa, phaC1 i phaC2, que es troben separats entre si pel gen phaZ. Aquest gen
codifica per una putativa PHA depolimerasa intracel-lular —PhazZ- implicada en
I'alliberament de derivats d’hidroxiacil-CoA a partir dels PHAs (Timm i Steinblchel,
1992).

L'operd per a la biosintesis de PHAs en P. aeruginosa inclou també el gen
phaD, que codifica per un putatiu regulador transcripcional, i els gens phaF i phal,
que aparentment codifiquen per proteines estructurals associades als granuls de
PHA. La proteina PhaF també ha estat considerada com un regulador negatiu dels
gens implicats en la biosintesi dels PHAs. Per ultim, el gen phaG codifica per una
transacilasa que uneix la biosintesi d’acids grassos amb la biosintesi de PHAs
(Prieto et al., 1999; Kilnke et al., 2000).

La PHA sintasa pertany a la superfamilia d’a/B-hidrolases, dins la qual es
distingeixen tres tipus enzimatics: classe I, classe II, classe III i classe IV, d’acord a
la seva mida, nimero de subunitats i estructures primaries, i a la seva especificitat
de substrat. Els tres tipus de PHA sintases posseeixen un residu de cisteina
altament conservat, un acid aspartic i una histidina que constitueixen potencialment
el centre actiu implicat en la reacci6 de polimeritzacié (Jia et al., 2000). La
mutagénesi dirigida ha proporcionat un gran coneixement sobre la bioquimica de
les PHA sintases, i s'ha progressat molt en la comprensié del mecanisme catalitic
d’aquest tipus de polimerases (Taguchi et al., 2001; Jia et al., 2001).

La PHA sintasa de Pseudomonas aeruginosa pertany a la classe II (Figura
1.4). Aquest segon tipus de PHA sintases s’ha descrit com aquelles sintases que
incorporen preferentment monomers de cadena mitja de (R)-3-HA-CoA (mcl-HAs)
de forma eficient a les seves cadenes laterals, és a dir, mondmers que continguin
de 6 a 14 atoms de carboni (Rehm, 2003; Lageveen et al., 1988; Steinblichel i
Hein, 2001).

A la Figura 1.4 es mostren els enzims que codifiquen per la PHA sintasa de

les quatre classes enzimatiques en diferents espécies bacterianes, aixi com la resta
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de gens que es troben en el mateix operd i que contribueixen de manera indirecta

en la formacié del PHA (Suriyamongkol et al. 2007).

Class |

Ralstonia eutropha
phaC (1T6T bp) pheed (1179 bp) phalf (T3 bp) ORFI (351 bp)

RN

| Se———— { - L) | = SE—
14 by #ibp Tibg 450 bp
Class 11
Pseudomonas aeruginosa
i plal’] (1677 bp) Phal (855 bp) asniar phat’2 (1680 bp) fild (615 bp)
24012 3510
— (— — bt
] 155 bp kg Sibp
“"W
=
Class 111

Allochromatium vinosum D

phariC (1068 bp) phal (1074 bp) == 3510 phad (1185 bp) ORF4 (462 bp) imr' (363 bp)  phali (741 by) ORFT

(5] | S| L LJ L -
£ by 140 by 146 bp o by 155 bp 149 bp
Class IV
Bacillus megaterium
phaf I"!_]_“lpj ) (44 1bp) FL T 1rulr_l_|"m; Pl (744 bp) plvarl” rli_:ﬂm[l
[— - i i =
164 bp 15 by 2 by T by

Figura 1.4. Representacié de l'organitzacié genética dels gens que codifiquen per la PHA
sintasa de dierents classes d’enzims. PhaC/C1/C2, gen que codifica per la PHA sintasa; phak,
gen que codifica per una subunitat de PHA sintasa; phaA, gen que codifica per la B-
etotiolasa; phaB, gen que codifica per una acetoacetil-CoA reductasa; phaR, gen que codifica
per una proteina reguladora; ORF, origen de replicaciéo de funcié desconeguda; phaZ, gen
que codifica per una PHA depolimerasa; phaD, origens de replicacié de funcié desconeguda.

Per la classe II I'operd correspon a phaC1ZC2D per la formacié de PHA (Rehm, 2003).

Les soques de Peudomonas (P. oleovorans, P. aeruginosa, P. mendocina, P.
putida), aixi com Rickettsia prowazekii, tenen dues polimerases actives (PhaC1 i
PhaC2), i s’han detectat tres polimerases en Pseudomonas sp. GP4BH1 i en
Pseudomonas sp. 61-3 (Timm et al., 1994; Matsusaki et al., 1998; Steinbiichel i
Hein, 2001) (Figura 1.4). L'existéncia de dos o més polimerases en el mateix

microorganisme, probablement com a conseqléncia d’una duplicacié de gens,
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representa un interessant esdeveniment evolutiu que pot haver contribuit a la
transiciéo bioquimica dels polihidroxibutirats (PHBs), que només requereixen una
sola polimerasa, als PHAs, on estan implicats dos enzims. En qualsevol cas, es
requereixen més estudis que confirmin aquesta hipotesi (Luengo et al. 2003).
Ambdds enzims sén bastant similars en les seves seqliéncies aminoacidiques, amb
aproximadament el 50% d’homologia, i les seves especificitats de substrat sén
també similars. Les PHA sintases PhaCl i PhaC2 de Pseudomonas putida BMOI
s'assemblen molt a les de Pseudomonas oleovorans GPol, mentre que les de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 i Pseudomonas sp. 61-3 sén més divergents entre
si (Witholt i Kessler, 1999; Rehm, 2003).

1.3.3.3. Biosintesi i regulacié de les rutes de PHAs

Existeix una extensa bibliografia sobre el metabolisme, la bioquimica i la
fisiologia del poli-(3-hidroxibutirat) (P-(3HB)), que s’ha enriquit en els darrers anys
gracies a la genética molecular. Aquests estudis sén una eina poderosa pel disseny i
I'enginyeria d’organismes recombinants, que permeten modular a voluntat la
produccié de PHAs.

Aixi, actualment se sap que existeixen a la natura diferents rutes per la
biosintesi de PHAs. Els estudis genétics han proporcionat una idea sobre la
regulacié d'aquestes rutes biosintéetiques en funcié de les condicions de cultiu, aixi
com del paper que desenvolupen en el metabolisme central i en la fisiologia de les
propies cel-lules (Suriyamongkol et al. 2007). El descobriment, fa més de dues
decades, de components diferents del 3HB (3-hidroxibutirat) en els PHAs va fer que
s’estudiés I'amplia varietat de monomers que poden ser polimeritzats, resultats que
van mostrar l'ampli rang d’especificitat de substrat de les PHA sintases. Els
microorganismes son capacos de produir PHAs a partir de fonts de carboni molt
variades: des de recursos renovables (sacarosa, midd, cel-lulosa, triacilglicerols,
etc.), recursos fossils (meta, oli mineral, carbd, etc.), residus complexes i de baix
cost com les melasses i el glicerol, compostos quimics (acid propionic, acid 4-
hidroxibutiric i dioxid de carboni), olis vegetals i els seus acids grassos, fins alcans
o simples carbohidrats (Suriyamongkol et al. 2007).

Per tant, la composicié dels PHAs dependra de les PHA sintases i per tant del
microorganisme productor d'aquests PHAs, de la font de carboni utilitzada, i de les
rutes metaboliques implicades (Madison i Huisman, 1999; Rehm i Steinblichel,
2003).
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Fins el moment s’han descrit quatre rutes metaboliques principals, que
varien segons els microorganismes productors de PHAs (Doi i Abe, 1990;
Steinblchel, 1991):

e La ruta biosintética del P(3HB) en Cupravidus necator.

e La ruta biosintética de Rhodopseudomonas rubrum.

e La ruta biosintética de Pseudomonas pertanyents al grup I
d’homologia del rRNA 16S (entre les que es troba P. aeruginosa).

e La ruta biosintetica de Pseudomonas pertanyents al grup II
d’homologia del rRNA 16S.

En qualsevol cas, la biosintesi bacteriana dels PHAs pot dividir-se
fonamentalment en dos tipus majoritaris atenent a la composiciéo dels monomers
(scl-PHA o mcl/-PHA) utilitzats pels diferents tipus de soques salvatges. Aixi,
C. necator representa a un grup que utilitza monomers de cadena curta (scf),
mentre que les espécies de Pseudomonas representen a l‘altre tipus majoritari de
patré de biosintesi de PHAs en que s'utilitzen els mondmers de cadena mitja (mc/)
(Rodriguez, 2006).

A soques de Pseudomonas s’han trobat com a minim tres rutes metaboliques
diferents (Figura. 1.5) per la sintesi d’aquests 3-hidroxiacil-CoA tioésters, (Rehm et
al., 1998; Soberon-Chavez et al., 2005):

- La B-oxidacid, ruta principal quan s’utilitzen acids grassos com a font de
carboni.

- La sintesi de novo d’acids grassos, ruta principal durant el creixement amb
fonts de carboni que s6n metabolitzades a acetil-CoA com carbohidrats, el
gluconat, 'acetat o I'etanol.

- La reaccié d’elongacié de cadena, en la qual unitats d’acetil-CoA so6n
condensades a 3-hidroxiacil-CoA. Aquesta ruta esta implicada en la sintesi

de PHAs durant el creixement amb hexanoat.

Es coneix poc sobre el procés de regulaciéo dels sistemes de sintesi dels
PHAs. Alguns grups d’investigacido proposen que la regulacié vindria donada per
proteines associades als granuls que contenen els PHAs, que podrien actuar sobre

la transcripcio dels gens de sintesi de PHAs (Steinbtichel et al., 2003).
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Substrats no

relacionats (glucosa) Substrats relacionats

(acids grassos)
|_> Acetil-CoA
Acil- CoA
. Elon acio de
3-Cetoacil -ACP Acil-ACP cagden a
Sintesi de B-oxidacio
novo d’acids 3_Cetoac|| -CoA d’acids 2-trans
grassos \ grassos En0|l CoA
R-30H -Acil-ACP S-30H -Acil- CoA

I—> R-30H- Acil --CoA
\ <---- PHA sintasa

Poli (R)-(3-hidroxialcanoats)
PHAs

Figura 1.5. Principals rutes de biosintesi dels mc/-PHA en Pseudomonas sp. (adaptat de
Witholt et al., 1999). Els nimeros corresponen als enzims de les rutes de sintesi i degradacid
dels acids grassos. (1) B-cetoacil-ACP hidratasa, (2) B-cetoacil-ACP reductasa, (3) enoil-ACP
reductasa, (4) acil-CoA deshidrogenasa, (5) enoil-CoA hidratasa, (6) 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa i (7) 3-cetoacil-CoA tiolasa. Les lletres sén els principals enzims de la sintesi
de PHAs. (a) 3-hidroxiacil-CoA ACP transferasa, (b) cetoacil-CoA reductasa, (c) 3-hidroxiacil-

CoA epimerasa, (d) enoil-CoA hidratasa i (e) PHA sintasa o polimerasa.

1.3.4. Tensioactius

A banda d’acids grassos hidroxilats i PHAs, la bioconversié microbiana dels
residus oliosos permet també la produccié de tensioactius. Un compost tensioactiu
€s una substancia quimica o bioquimica que s’adsorbeix a les interfases gas/liquid
(aire/aigua), liquid/liquid (oli/aigua) o gas/solid (aire/superficie de solids). S’entén
per interfase el limit entre dues fases condensades no miscibles, o bé la superficie
quan una de les fases és un gas (normalment |'aire) i I'altra una fase condensada
(liguida o solida) (Attwood i Florence, 1983).

Aixi, podem definir tensioactiu, o agent de superficie, com una substancia
capac de fer variar la tensié superficial d’un liquid. Algunes substancies
tensioactives sén capaces d’incrementar la tensié superficial, com ara les

dissolucions concentrades de determinats electrolits forts; tot i aixi, els més
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emprats a nivell practic sén aquells que actuen de manera contraria, és a dir,
reduint la tensioé superficial o interficial entre components liquids (Van Hamme et
al., 2006).

Els tensioactius s6n molécules de naturalesa amfifilica, amb una marcada
diferéncia de polaritat en la seva estructura quimica entre els extrems de la
moléecula, fet que els hi confereix un marcat caracter dual (Van Hamme et al.,
2006) (Figura. 1.6).

\/\/\/\/\Q

Part hidrofoba Part hidrofila
Figura 1.6. Esquema de I'estructura d’un tensioactiu.

La part hidrofoba és apolar i presenta afinitat per dissolvents organics o
apolars i normalment correspon a una cadena hidrocarbonada de tipus alquil o
alquil benzeé de longitud variable. La part hidrofila és polar i es caracteritza per
mostrar atraccié cap a dissolvents polars, sobretot I'aigua, i pot estar formada per
atoms d’oxigen, sofre, fosfat o nitrogen, inclosos en grups funcionals com alcohols,
tiols, éters, ésters, acids, sulfats, sulfonats, fosfats, amines, amides, etc.

Aquesta propietat amfifilica els hi permet formar micel-les de diferents tipus
(esferiques, tubulars o planes) en funcié de la concentracié en la que es trobin en el
medi dispersant, o bé formar monocapes a les interfases existents entre els liquids
immiscibles (Rosen, 2004).

La naturalesa dual (polar-apolar) dels tensioactius i concretament |'equilibri
entre aquestes dues parts hidrofila i hidrofoba de la molécula rep el nom de balang
hidrofil-lipofil. L'index HLB (Hydrophile-Lipophile Balance) representa el
percentatge en pes de la part hidrofilica de la molécula no idnica del tensioactiu i
esta directament relacionat amb la solubilitat d’aquest. Aquest index ens permet fer
una predicci6 del comportament i de les propietats fisico-quimiques dels
tensioactius, i representa numeéricament el predomini de la part hidrofila o lipofila
de la molécula en una escala de valors adimensional entre el 0 i el 20. De manera
que com més hidrofilica sigui la molecula més alt sera el seu valor HLB, mentre que
als productes poc polars o oliosos els corresponen valors d’HLB baixos (Rosen,
2004).

Aguest index evidencia la diferéncia conceptual entre tensioactiu i emulgent.
El tensioactiu és un terme molt més ampli que engloba totes les molécules

amfifiliques. Dins d’aquestes podem trobar molécules d’HLB extrem, que s’utilitzen
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preferentment com a co-solvents donada la seva solubilitat molt preferencial per
una de les fases. La seva accid es limita exclusivament a reduir la tensié interficial
(per humectacié o formacié de micel-les), perd no sén capaces de constituir
pel-licules uniformes que estabilitzin el sistema en forma d’emulsidé (Griffin, 1949).
L'emulgent en canvi és capag d’estabilitzar I'emulsié que l'integra mitjancant la
formacié de pel-licules interficials coherents, continues i flexibles. Aquest terme
doncs, engloba les molécules més equilibrades pel que fa a I'index HLB tot i poder
tenir un cert predomini d'un dels pols sobre l'altre, cosa que diferencia els
emulgents A/O (aigua en oli) amb predomini del pol hidrofob i amb un HLB baix,
dels O/A (oli en aigua), en els que el predomini és de la fraccié polar i que
presenten un HLB alt.

El concepte d'HLB proposat per Griffin en 1949 respon a la seglient
expressio:

HLB=_A x20
A+0O

On A és la massa molecular de la fraccié hidrofila de la molécula i O la massa
molecular de la fraccié lipofila de la molécula.

Aquest index HLB no determina l'eficiencia del tensioactiu sind que el
classifica segons la seva estructura quimica, mitjancant la qual es relaciona amb
I’estructura quimica del que es vol emulsionar. A grans trets, la correlacié general

entre I'HLB i IUs del tensioactiu és la que es mostra a la Taula 1.3.

Taula 1.3. Correlacié existent entre I'HLB requerit i I'Us pels diferents tipus d’emulsions
(Rivas et al., 1999).

7

HLB us
1-3,5 Antiescumants

4-6 Tensioactius per emulsions A/O
7-9 Agents humidificants
8-18 Tensioactius per emulsions O/A
13 -15 Detergents
15 -40 Solubilitzadors

En determinats casos és molt millor fer servir una barreja de tensioactius
que un per si sol, ja que l'efecte sinérgic augmenta la seva eficacia. En general, les
barreges de tensioactius es recomanen per emulsions més fluides o de menor

viscositat.
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Una equacio general per determinar I'HLB d’una barreja de dos tensioactius
(A'i B) és:

HLBgarreja=(%Tensioactiu A x HLBs a)+( %Tensioactiu B x HLBrs g)

1.3.4.1. Tensio superficial

Les forces d’atraccié i repulsié intermoleculars afecten les propietats de la
matéria com ara el punt d’ebullicid, la fusid, la temperatura d’evaporacid, i la tensio
superficial. Dins d’un liquid, al voltant d’'una molécula actuen atraccions simétriques
intra i intermoleculars, perd6 a la superficie, una molécula es troba només
parcialment envoltada per molécules i en conseqiiéncia es veu atreta cap al interior
del liquid per les molécules que l'envolten, fet que genera la tensié superficial
(Rosen, 2004).

La tensié superficial és la responsable de la resisténcia que un liquid
presenta a la penetracié de la seva superficie, de la tendéncia a la forma esferica de
les gotes d'un liquid, de I'ascens dels liquids en els tubs capil-lars i de la flotacio
dels objectes o organismes en la superficie dels liquids.

A nivell termodinamic, la tensié superficial és un fenomen de superficie i és
la tendéncia d’un liquid a disminuir la seva superficie fins que la seva energia de
superficie potencial sigui minima, condicié6 necessaria per tal que l'equilibri sigui
estable. Com l'esfera presenta una area minima per un volum donat, per accié de la
tensio superficial, la tendéncia d’una porcio de liquid porta a formar una esfera o a
que es produeixi una superficie corba o menisc quan entren en contacte un liquid
amb l'aire dins un recipient (Rosen, 2004).

La tensid superficial d’un liquid equival a la forca que actua per centimetre
de longitud d’una pel-licula que s’estén, la qual actua com una forga que s’oposa a
I'augment de I'area del liquid. Numeéricament és la proporcié d’augment de lI'energia
superficial amb |'area, i s’expressa en N/m o J/m’. L'energia superficial per

centimetre quadrat es representa amb la lletra grega gamma ():

Fix = phS =

La tensid superficial depén de la naturalesa del liquid, del medi que I’'envolta
i de la temperatura. En general, la tensié superficial disminueix amb la
temperatura, ja que les forces de cohesié disminueixen en augmentar |'agitacio

téermica. La influencia del medi exterior és deguda a que les molécules del medi
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exerceixen accions atractives sobre les molécules situades en la superficie del

liquid, contrarestant aixi I'accié de les molécules del liquid (Rosen, 2004).

Taula 1.4. Tensio superficial dels liquids a 20°C.

Liquid g (103 N/m)
Oli d’oliva 33.06
Aigua 72.8
Alcohol etilic 22.8
Benze 29.0
Glicerina 59.4
Petroli 26.0

La formacidé de la interfase és deguda a la interaccido que es déna entre les
molécules d’aigua i les molecules de liquids o gasos no solubles en aigua. Per tal de
modificar aquesta interfase cal un aportacié d’energia, i el treball necessari per a
canviar la forma és el que es coneix com a tensid interficial.

Com ja s’ha comentat, els tensioactius sén molecules amb activitat sobre la
tensio superficial, aixi, en afegir un tensioactiu a l'aigua, inicialment aquest es
concentrara a la superficie amb els dominis hidrofobics enfocats cap a la superficie.
Ara bé, quan tota la superficie d’aigua queda recoberta de molécules del
tensioactiu, les seves molecules comencen a formar micel-les dins l'aigua. La
concentracio de tensioactiu a partir de la qual es comencen a formar micel-les és el
que es coneix com concentracié micel-lar critica (CMC), mesura important per a la
caracteritzacié dels tensioactius (Rivas et al., 1999).

Les micel-les sdn estructures esferiques o el-lipsoidals que exposen els
dominis hidrofilics dels tensioactius cap a la superficie exterior i els dominis
hidrofobics cap a la cara interna. L'efecte rentador dels tensioactius es basa en el
fet que les substancies hidrofobiques com els greixos poden ser incorporades i

emmagatzemats en les micel-les (Rosen, 2004) .

1.3.4.2. Classificacio dels tensioactius i emulgents més emprats

Tal com s’ha comentat abans, les molécules tensioactives sén amfifiliques,
amb dues parts clarament diferenciades, una lipofilica i I’altra hidrofilica. La majoria
estan constituides per una cadena hidrocarbonada llarga (part hidrofobica), i una
cadena o grup hidrofilic. En funcié d’aquest ultim els tensioactius es classifiquen en

anionics, cationics, amfoters i no ionics (Taula 1.5).
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Taula 1.5. Classificacié i exemples de tensioactius (Solsona, 2001).

Tipus Nom Formula
Anionics Sals d'acids carbixilics RCOO-M+
Sals d'acids sulfonics RSO3-M+
Esters de I'acid sulfiric R-0-SO3-M+
Ester de I'acid fosforic R-0-PO3-(M+)2
Cationics | Sals d'amoni R3N+H(X-)
Sals d'amoni quaternaries R4N+X-

Amfoters |Sal d'amoni-grup carboxilat R3N+CHRCOO-
Sal d'amoni -grup sulfonat R3N+(CH2)nSO3-

No ionics | Alcohols etoxilats R-(OCH2CH2)nOH
Eters etoxilats d'acids grassos RCOO-(CH2CH20)nH
Oxids d'amina R3N(O)

Aquesta classificacid, basada en el caracter ionic del tensioactiu, estableix

quatre grups de productes (Roberts, 2000; Holmberg et al., 2002; Rosen 2004):

Tensioactius i emulgents anionics: son aquells que en dissolucid
s’ionitzen i el grup hidrofob queda carregat negativament. Sén molecules amb
cations organics i inorganics (Na*, K*, Ca®*, Ba®*, Mg?*, NH4*, etc.) i una part
hidrofilica que conté els grups anidnics (-CO07,-SO57, -0-P0O5*, etc.), unida a la
fraccid organica. Son importants pel seu Us en la formulacid de detergents d’Gs
domeéstic i industrial.

Tensioactius i emulgents cationics: son aquells que en dissolucié
s’ionitzen i el grup hidrofob queda carregat positivament. S6n compostos que tenen
com a minim una cadena de 8 a 25 atoms de carboni, derivada d’acids grassos o
d’un derivat petroquimic, i un nitrogen carregat positivament; I'anié acostuma a ser
CI, Br, OH", SO,*, etc. La majoria estan constituits per una cadena llarga de sals
d’amoni quaternaries o bé sals d’alquilamines. El grup hidrofobic és, per tant, la
cadena llarga, mentre que el grup hidrofil és petit i constituit pel nitrogen
guaternari. So6n importants a la indlstria per la seva eficiencia bactericida,
germicida, algicida, etc.

- Tensioactius i emulgents amfoters: sén aquells que presenten en la
seva molecula grups anionics i cationics, formats per una cadena d’acids grassos i
un nitrogen quaternari, contenint un radical anidonic. Sén productes estables en
sistemes acids i alcalins, molt importants en cosmética per tenir una tolerancia
cutania bona, i en la formulacié de productes de neteja alcalins o com a inhibidors

de la corrosio.
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- Tensioactius i emulgents no ionics: sén aquells que es solubilitzen
sense ionitzar-se mitjangant un efecte combinat d'un cert nombre de grups
solubilitzants debils (hidrofils) com éter i OH'. Sén derivats polioxietilenats i
polioxipropilenats, derivats de sorbitan, alcanolamides grasses, etc. Tenen
I'avantatge que son estables en front a la majoria dels productes quimics en les
concentracions usuals en que s’empren, i en no ionitzar-se en l'aigua no formen
sals amb els ions metal-lics i son igualment efectius en aiglies toves (amb una
concentracio de CaCOs inferior a 50 mg/L) i dures (amb una concentracié de CaCOs
superior a 200 mg/L). La seva naturalesa els fa compatibles amb altres tensioactius
cationics, anionics i col-loides carregats positivament i negativament. D’altra banda,
les seves caracteristiques els fan molt valuosos com a matéries primeres, base per
la formulacio de diversos productes per la industria, I’agricultura, el latex, téxtils,

processament de metalls, pintures en emulsio, petroli, polpa i paper i detergents.

1.3.4.3. Tipus de tensioactius i microorganismes productors

Segons la seva naturalesa quimica i I'espécie microbiana que els produeix
existeixen diferents tipus de tensioactius. Aixi doncs els principals grups soén:
glicolipids, fosfolipids i acids grassos, lipopéptids i lipoproteines, i tensioactius
polimérics (Hommel i Ratledge, 1993; Das et al., 2008).

Els glicolipids, els més estudiats, son carbohidrats en combinacié amb
cadenes llargues d’acids alifatics o acids alifatics hidroxilats. Els glicolipids més
comuns son els glicosil diglicérids, presents en les membranes cel-lulars de molts
bacteris. Tres exemples de glicolipids sén: els ramnolipids, els trehalosalipids i els

soforolipids.

- Ramnolipids: biotensioactius formats per diversos tipus de molécules,
amb una o dues unitats de ramnosa lligades per un enllag éster a una o dues
molecules de I'acid gras B-hidroxidecanoic .

- Trehalosalipids: formats per disacarids de trehalosa lligats pel C-6 i C-6’
a un acid micolic. La diversitat de trehalosalipids depén de l'estructura de l|'acid
micolic (nombre de carbonis i grau d’insaturacions).

- Soforolipids: sén dimers de soforosa units a llargues cadenes d’acids
grassos hidroxilats. En funcié de la longitud de l'acid gras s’obtenen diferents tipus
de soforolipids. El biotensioactiu esta format per entre 6 i 9 tipus diferents de

soforolipids.
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Taula 1.6. Classificacié i microorganismes productors de tensioactius.

Tipus de biotensioactius

Espécies microbianes productores

Glicolipids

Micolats de trehalosa

Rhodococcus erythropolis
Arthrobacter paraffineus
Mycobacterium phlei

Esters de trehalosa

Mycobacterium fortitum
Micromonospora spp.
Mycobacterium smegmatis
Mycobacterium paraffinicum
Rhodococcus erythropolis

Micolats de mono-, di- i trisacarids

Corynebacterium diphteriae
Mycobacterium smegmatis
Arthrobacter spp.

Ramnolipids i Soforolipids

Pseudomonas spp.
Torulopsis bombicola
Torulopsis petrophilum
Torulopsis apicola
Candida spp.

Fosfolipids i acids grassos

Fosfolipids i acids grassos

Candida spp.
Corynebacterium spp.
Micrococcus spp.
Acinetobacter spp.

Fosfolipids

Thiobacillus thiooxidans
Aspergillus spp.

Lipopeéptids i lipoproteines

Gramicides Bacillus brevis
Polimixines Bacillus polymyxa
Ornitina-lipid Pseudomonas rubescens
Thiobacillus thiooxidans
Cerilipina Gluconobacter cerinus
Lisina-lipid Agrobacterium tumefaciens

Streptomyces sioyaensis

Surfactin Subtilisina

Bacillus subtilis

Péptid-lipid

Bacillus licheniformis

Tensioactius polimérics

Lipoheteropolisacarids

Arthrobacter calcoaceticus RAG-1

Heteropolisacarids

Arthrobacter calcoaceticus A2

Polisacarid-proteina

Arthrobacter calcoaceticus strains
Candida lipolytica

Mano-proteina

Sacharomyces cerevisiae

Carbohidrat-proteina

Candida petrophilum
Endomycopsis lipolytica

Manan-complex lipidic

Candida tropicalis

Manosa/Eritrosa-lipid

Shizonella melanogramma
Ustilago maydis

Carbohidrat-Proteina-complex lipidic

Pseudomonas spp.
Pseudomonas fluorescens
Debaryomyces polymorphus
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Els fosfolipids i acids grassos son produits per alguns bacteris i llevats
degradadors d’hidrocarburs en créixer en medis amb n-alcans com a font de
carboni. Aquets tensioactius poden produir microemulsions d’aquests alcans en
|'aigua. S'utilitzen a la industria farmacéutica pel tractament de ferides, entre
altres.

Els lipopéptids i lipoproteines sén antibiotics decapeptidics i lipopeptidics
amb propietats tensioactives. El lipopéptid surfactina, un compost ciclic que
incorpora set aminoacids (tant isdomers D com L) i 3-hidroxi-13-metil tetradecanoic,
és un dels tensioactius coneguts més efectius pero la seva capacitat hemolitica en
limita el seu Us (Cooper, 1984).

Per ultim, els tensioactius polimérics son biopolimers d’alt pes molecular que
acostumen a presentar viscositats altes, resisténcia a la ruptura i elasticitat.
Aguestes caracteristiques fan que aquests productes puguin ser aplicats en diverses
arees industrials. Alguns exemples sén: Emulsan®, Liposan®, manoproteines i altres
proteines polisacaridiques complexes (Hommel i Ratledge, 1993).

A la taula 1.6 es pot veure la relacié entre la classificacié dels tensioactius i les

espécies microbianes productores.

1.3.4.4. Funcions biologiques dels tensioactius

Els tensioactius son produits per una gran varietat de microorganismes molt
diversos, cosa que fa dificil determinar de manera general quin és el paper que
aquests juguen a la natura. Tot i aixi, diversos autors han proposat i demostrat una
serie de funcions que posen de manifest el seu interes:

- Els tensioactius permeten incrementar la superficie de substancies
hidrofobiques insolubles en aigua. S’ha comprovat que bacteris que creixen sobre
hidrocarburs veuen limitat el seu creixement per l'area de la interficie aigua-oli
(Shreve et al., 1995).

- També incrementen la biodisponibilitat de substancies hidrofobiques
insolubles en aigua. Els tensioactius poden potenciar el creixement bacteria en
substrats adsorbits que no sén accessibles, tot desadsorbint-los de la superficie o
augmentant la seva solubilitat aparent en aigua (Deziel et al., 1996).

- Els tensioactius tenen la capacitat de fixar metalls pesants. Els ramnolipids,
per exemple, poden recuperar cadmi, plom i zinc del sol ( Herman et al., 1995).

- Pel que fa a la patogénesi dels bacteris, s’ha vist que els tensioactius
poden actuar com a factors de viruléncia. Els ramnolipids, per exemple, sén
considerats factors de viruléncia en Pseudomonas aeruginosa, associats a

exoproductes, i la seva producci6 és portada a terme i regulada de manera
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paral-lela a altres factors de viruléncia (Olvera et al., 1999). Aquesta hipotesi
també es veu recolzada pel moment de la seva produccid ja que els tensioactius es
produeixen quan la densitat cel-lular és prou alta com per causar un atac localitzat
a I'hospedador (Sullivan et al., 1998).

- S’han descrit propietats antimicrobianes evidents d‘alguns tensioactius per
inhibicié de creixement, com és el cas dels ramnolipids produits per Pseudomonas
aeruginosa 4772 (Haba et al., 2003).

- Per Ultim els tensioactius estan implicats en la unidé-desunié dels
microorganismes a les superficies. Els microorganismes poden usar els seus
tensioactius per regular les seves propietats superficials per tal d’unir-se o alliberar-
se de les superficies d’acord amb les necessitats del moment (Rosenberg, 1993).
S’han observat transferéncies horitzontals de gens que codifiquen per a la
produccié de tensioactius d'una espécie bacteriana a una altra en comunitats

bacterianes naturals, en coagregacions i en biofilms (Ron et al., 2001).

1.3.4.5. Aplicacions industrials dels tensioactius

Les propietats Uniques dels tensioactius permeten el seu Us i la possible
substitucio dels tensioactius sintetitzats quimicament i utilitzats en gran quantitat
en les operacions industrials. Els tensioactius sén usats en un gran nombre
d’industries i es pot dir que la majoria d’operacions industrials modernes fan Us de
les propietats d'aquests agents. Aixi doncs es pot dir que l|'aplicacid potencial
d’aquests agents és ja una realitat (Singh et al., 2007).

En general els tensioactius tenen funcions com a emulsificants, dispersants,
humectants, en I'escumat o trencament d’escuma, com a impermeabilitzants, en
detergéncia, com a germicides, insecticides, com a engrassants i desengreixants,
en el tenyit, el blanquejat, com a suavitzants o lubricants, entre altres (Singh et al.,
2007).

Aquestes funcions s’aprofiten a la industria per tal de preparar emulsions,
pel platejat, la neteja de metalls i en el bany i gravat d’aquests. També s’utilitzen
en el curtit de pells, per preparar tints d'impremta, en la preparacié d’agents
abrasius, en la preparacié d’adhesius, en emulsions alimentaries, en el camp de la
lubricacié, la soldadura, la industria paperera, en la pintura, en la industria
petroliera i en la dels plastics, entre altres (Singh et al., 2007).

D’acord amb les propietats generals dels tensioactius, aquests resulten de
gran interés en la formulacié galénica a la indUstria farmacéutica, generalment en
la solubilitzacié micel-lar de farmacs poc solubles que es vulguin incorporar en

formes farmaceutiques liquides. A més a més, tenen una accid6 humectant de
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farmacs poc solubles o hidrofobs en formes farmacéutiques solides (comprimits,
capsules). Addicionalment els tensioactius faciliten la solubilitzacié del farmac en els
fluids biologics, afavorint el procés d'absorcié del mateix. També sén utils en Ia
formulacié d’emulsions farmaceutiques (fluides o cremes), proporcionant estabilitat
fisico-quimica per ser administrades de manera parenteral, oral o topica, i en la
formulacié de preparats d’higiene com sabons antiséptics, gels de bany, xampdus,
etc (Sadurni et al., 2006; Singh et al., 2007).

A la industria téxtil els agents tensioactius s’utilitzen per preparar les fibres,
com a suavitzants, humectants, auxiliars de tintura, antiestatics i per donar acabats
antibacterians (Desai et al., 1997).

A la indlstria del rentat, gracies a les seves propietats de detergéncia,
humectacid, mullat, dispersants i emulsionants, es fan servir per productes de
neteja, desodorants, aromatitzants, desinfectants i detergents. A la industria dels
desinfectants s’utilitzen per la seva accié germicida i antiséptica, i a la industria
agricola com a insecticides principalment (Roberts, 2000).

A la industria dels cosmetics s'utilitzen els tensioactius amb funcions
d’humectacid, detergencia, emulsificacié, escumacio, solubilitzacio i efecte
bactericida, generalment per preparar productes de neteja de la pell, preparats pel
bany, locions, cremes, dentifrics, xampus, etc (Singh et al., 2007).

A la industria de la metal-lirgica es fan servir en la lubricacié, com a
preventius de l'oxidacid, com a detergents, desfloculants, emulsionants, etc. (Desai
et al., 1997).

A la industria alimentaria es fan servir com agents emulsionants,
normalment lipofilics. Els més desitjats sén els d’origen biologic, que siguin estables
i no modifiquin el gust final dels aliments ni les emulsions durant mesos considerant
el canvi de temperatura que poden patir els aliments. També s’utilitzen com a
agents escumants en pastisseria i per I’'elaboracié de salses i embotits (Singh et al.,
2007).

1.3.5. Ramnolipids (Rhis)

Els ramnolipids sén ésters de ramnosa amb propietats d’activitat superficial
que s’‘acumulen al sobrenedant del cultiu de Pseudomonas aeruginosa i altres
espéecies de Pseudomonas com un conjunt de molécules homologues (Déziel et al.,
2003). S6n emulsionants complexos, la composicié dels quals determina les seves
propietats fisico-quimiques. Aix0 fa que sigui d’interés conéixer la seva composicié i

propietats per determinar les seves possibles aplicacions (Lang et al., 1999).
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1.3.5.1. Estructura quimica dels Rhls

Els ramnolipids sén els tensioactius microbians més efectius i millor
estudiats dins els glicolipids. L'estructura general dels ramnolipids conté un anell
d’a-L-ramnopiranosil unit a una cadena d’un B-hidroxiacid mitjancant un enllag
glicosidic (Figura 1.7). Les cadenes del B-hidroxiacid estan unides per enllagos éster
i poden oscil-lar entre 8 i 14 carbonis. L'anell d'a-L-ramnopiranosil, tant en els
mono- com en els di-ramnolipids, constitueix la part invariable de la molécula

(Soberon-Chavez et al., 2005).
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Figura 1.7. Estructura quimica dels ramnolipids (Rha-C10-C10: Mono-ramnolipids, Rha-Rha-
C10-C10: Di-Ramnolipids) i dels acids 3-(3-hidroxialcanoil) alcanoics (HAAs).
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1.3.5.2. Produccid bacteriana dels Rhls

La produccié de Rhls per P. aeruginosa va ser descrita per primera vegada
per Jarvis i col-laboradors l'any 1949. Aquestes molécules amfifiliques estan
formades per una part hidrofobica -I'acid gras- i una part hidrofilica consistent en
una o dues ramnoses. Els acids 3-(3-hidroxialcanoiloxi) alcanoics (HAAs),
precursors anabolics dels Rhls sense la fraccidé del sucre, també soén alliberats pels
bacteris productors i mostren propietats tensioactives (Déziel et al., 2003). Com
s’ha descrit, els Rhls produits d’aquesta manera tenen aplicacions mediambientals i
un elevat potencial industrial degut a les seves propietats tensioactives (Lang et al.
1999; Maier et al. 2000).

La biosintesi bacteriana dels Rhls és depenent d‘algunes vies del
metabolisme central com ara la dels acids grassos i la de producciéo de sucres
activats dTDP (dioxitimidin difosfat) (Soberén-Chavez et al., 2004). La produccio
d'aquests biotensioactius es troba fortament regulada a nivell trascripcional per les
respostes de quorum sensing (QS) i per les condicions ambientals i té passos i
intermediaris comuns a la biosintesi dels PHAs (Soberon-Chavez et al., 2005), dels
lipopolisacarids (LPSs) (Rahim et al. 2000), de l'alginat (Olvera et al., 1999), i de
les 4-hidroxi-2-alquinolines (HAQs) (Bredenbruch et al., 2005).

1.3.5.3. Biosintesi dels Rhls

Els Rhis sén sintetitzats per cél-lules lliures al final de la fase exponencial o
al principi de l'estacionaria, en condicions de limitacié de nitrogen, via sintesi de
novo (Syldatk i Wagner, 1987), i s'acumulen extracel-lularment (Mulligan et al.,
1989). La produccié de ramnolipids va ser descrita per primera vegada al 1949,
guan es va demostrar |'existéncia de I'enllag glicosidic entre la cadena lipidica i la
unitat de ramnosa i entre les unitats de ramnosa (Jarvis i Johnson, 1949).

En 1963, Burger va proposar la ruta de biosintesi (Figura 1.8) a partir dels
extractes cel-lulars de P. aeruginosa, on va trobar que la produccié de Rhis té lloc
per dues reaccions seqliencials catalitzades cada una per una ramnosiltransferasa
especifica. En la primera reaccié hi participa la ramnosiltransferasa 1 (Rtl), que
utilitza com a precursors els B-hidroxiacids grassos de cadena mitja i la d-
timidinfosfat (dTDP)-a-L-ramnosa, que actua com a substrat donador (Burger et
al.,, 1963) i que també intervé en la sintesi de lipopolisacarids (LPSs) (Maier i
Soberén-Chavez, 2000). El substrat acceptor és el B-hidroxiacidoil-B-hidroxiacid
(Burger et al., 1963) que és un intermediari comu en la sintesi de PHAs (Rehm et

al., 1998). El B-hidroxiacid, procedent de I'acid gras sintasa amb independéncia de
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la font de carboni (Hommel i Ratkedge, 1993), és el substrat que determina la
velocitat de reaccié (Mulligan i Gibbs, 1989).

Glucosa-6-fosfat

AlgC
v Sintesi de novo d’acids grassos
Glucosa-1-fosfat
RmIA
v v
dTDP-D-glucosa _ i
\LPS 3-cetoacil-ACP
RmIB
v RhIG
dTDP-6-deoxi-D-4-hexulosa HAQ

v

3-hidroxiacil-ACP

RmIC \
v
PHA

dTDP-6-deoxi-L-lixo-4-hexulosa

RhIA
RmID
v
dTDP-L-ramnosa + 3-(3-hidroxialcanoiloxi)alcanoats
/ RhIB l
LPS M PHA

Mono-Ramnolipids

RhIC
v

Di-Ramnolipids

Figura 1.8. Ruta biosintética de mono-ramnolipids i di-ramnolipids (adaptada de Lang,
1999).

Un cop produit el mono-ramnolipid (acid ramnosil-p-hidroxidecanoil-p-
hidroxidecanoic), aquest serveix a la seva vegada de substrat per I'enzim
ramnosiltransferasa 2 (Rt2), qui juntament amb la dTDP-L-ramnosa, déna lloc a la
produccid del di-ramnolipid(ramnosil-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoat).

L'enzim Rtl esta constituit per dos polipeptids, RhIA i RhIB, on la segona
subunitat catalitica sembla ser una proteina de membrana interna, mentre que
I’'enzim Rt2 consta d’una Unica subunitat, RhIC. Recentment s’ha proposat que la
subunitat RhIA es troba implicada en la sintesi del dimer intermediari B-hidroxiacid
gras. També es creu que l'activitat B-hidroxiacid gras dimeritzant de la RhIA és
responsable de la sintesi dels tensioactius acids 3-(3hidroxialcanoiloxi)-alcanoic
(HAAs) (Soberéon-Chavez et al., 2005).
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En un cultiu liquid de P. aeruginosa es poden arribar a trobar fins a 28
formes homologues de ramnolipids on la longitud de cadena varia entre C8 i C24, i
algunes d’elles contenen insaturacions (Mata-Sandoval et al., 1999; Déziel et al.,
1999b).

Degut a aquesta variabilitat, el terme ramnolipids no fa referéncia a la
sintesi d’un Unic tipus de molécula sin6 a una barreja complexa de molécules
homologues. En el cas de Pseudomonas aeruginosa, les formes majoritaries que
produeix son: R;C;,Cio (o-L-ramnopiranosil-p-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoat) i
R,Ci10Ci0 (o-L-ramnopiranosil- 2-0O-o-L-ramnopiranosil- B-hidroxidecanoil- B-
hidroxidecanoat) (Syldatk i Wagner, 1987).

1.3.5.4. Genética de produccié dels Rhls

La produccié de ramnolipids es troba regulada a nivell de la transcripcié per
una complexa xarxa genética que rep el nom de resposta sensoria al quorum
(RSQ). La major part dels elements que intervenen en la patogenicitat de P.
aeruginosa, com exoenzims hidrolitics, toxines i ramnolipids, es produeixen d’una
manera concertada quan els cultius arriben a una densitat cel-lular elevada,
mitjancant l'activacid transcripcional dels gens que els codifiquen (Soberén-Chavez,
2005).

Per tant, els gens que codifiquen per factors de viruléncia estan regulats per
la RSQ, constituida basicament per dos reguladors transcripcionals, LasR i RhIR.
Aguests reguladors modulen la seva activitat a través de la interacci6 amb acil
homoserinlactones, 3-oxodecanoil homoserinlactona (30-C12-HSL) i butanoil
homoserinlactona (C4-HSL), respectivament (Soverdon-Chavez, 2005). Les acil
homoserinlactones sén produides pel mateix bacteri i és la seva concentracié la que
permet detectar que hi ha una elevada densitat cel-lular, motiu pel qual es
denominen autoinductors.

A elevades densitats cel-lulars, la cél-lula allibera I'autoinductor N-
acilhomoserin lactona, una petita molécula difusible formada per la proteina RhlI,
gue fa possible la comunicacio entre cél-lules. Aquest autoinductor és més efectiu
quan la densitat cel-lular és major i es troba normalment al final de la fase
logaritmica i en la fase estacionaria de creixement. Com a resultat, els ramnolipids
es produeixen en aquesta franja del cicle cel:lular (Figura 1.9) (Ochsner et al.,
1995, Soberdn-Chavez, 2005).

La proteina RhIR és un activador transcripcional que actua com a regulador
directe dels gens rhIAB i rhIC responsables de la sintesi de les dues formes dels

ramnolipids (mono- i di-ramnolipids). La proteina RhIR activa la transcripcié de
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rhIAB quan esta unida a l'autoinductor, perd també reprimeix al mateix promotor
en abséncia de l'autoinductor (Figura 1.9).

Les condicions mediambientals, aixi com la composicié del medi de cultiu,
influeixen de manera molt decisiva en la RSQ, que afecta d’'una manera important
en l'expressio del gen rh/R i dels gens que son regulats per la proteina RhIR, de
manera que se sap que aquest regulé no només respon a una elevada densitat

cel-lular, sin6 que la condicid6 metabolica del bacteri és determinant.

Ramnolipids
w * el

omeel
———=—==—) —=) -
| RhI___>| > RhIL

jS—

Piocianina+ RhIR| (Autoinductor
\ @ sintasa
/ Autoinducto
Elastasa ¥ . J

Figura 1.9. Model de regulacié de la produccié de ramnolipids per Pseudomonas aeruginosa
(Ochsner et al., 1995).

En 1999, Ragim i col-laboradors van descriure el gen rhIC, que codifica per
I’enzim Rt2. Aquest enzim és homoleg a les ramnosiltransferases involucrades en la
biosintesi de lipopolisacarids. A més a més, I'any 1998 Campos-Garcia et al., van
identificar el gen rhiG, que codifica per I’enzim responsable del drenatge d’acids
grassos precursors de ramnolipids des de la seva via de sintesi general. L'enzim
RhIG mostra una significativa homologia de seqliéncia amb nombroses cetoacil
reductases NADPH-dependents. A Pseudomonas, la sintesi de |'acid gras del
ramnolipid es separa de la via general de biosintesi d’acids grassos en la reduccié
del cetoacil (Campos-Garcia et al., 1998). Per tant, la proteina RhIG és necessaria

per la produccié de ramnolipids, pero no per la sintesi d’acids grassos (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Representacié esquematica de la ruta biosintética dels acids grassos mostrant
el rol que s’atribueix a la proteina RhIG en la produccié de ramnolipids i PHAs. L'inici del cicle
biosintétic dels acids grassos, catalitzat per FabH, necessita de I'acetil-CoA i del malonil-ACP
per tal de formar |'aceto-acetil-ACP. Els cicles consecutius s’inicien per la condensacio del
malonil-ACP amb I’acil-ACP, catalitzat per FabB i FabF. En el segon pas, el B-cetoéster
resultant és reduit a B-hidroxiacil-ACP per FabG. El tercer pas del cicle és catalitzat per FabA
o FabZ. El quart i ultim pas consisteix en la conversié del trans-2-enoil-ACP a acil-ACP, una
reaccié catalitzada per Fabl. TDP-r: timidin-difosfo-L-ramnosa; PhaC: PHA sintasa; rhl 1:
mono-ramnolipid; rhl 2: di-ramnolipid; B-hdd: B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoat
(Campos-Garcia et al., 1998).
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1.3.5.5. Funcid biologica dels Rhls

Igual que en el cas de la resta de tensioactius, és dificil determinar quin
paper juguen els ramnolipids en la fisiologia dels microorganismes que els
produeixen. S’ha descrit, en el cas de Pseudomonas aeruginosa, que faciliten el seu
creixement quan es cultiven en substrats insolubles en aigua com poden ser els n-
alcans. En facilitar I'emulsificacié del substrat, fan possible la penetracié del mateix
en el medi cel-lular (Syldatk et al., 1985; Zhang et al., 1992). Tot i aixi, s’ha
comprovat que en substrats solubles en aigua, com la glucosa (Guerra-Santos et
al., 1984) o l'etanol (Matsufuji et al., 1997), P. aeruginosa és també capac¢ de
sintetitzar ramnolipids, concretament uns 1,5 g/L i 32 g/L, respectivament.

El rol fisiologic que juguen els ramnolipids encara no és del tot ben compres,
perd han estat considerats com a factors de virulencia (Kownatzki et al., 1987) i
com a antimicrobians (Abalos et al., 2001), implicats en el desenvolupament de
biofilms (Davey et al., 2003), aixi com, juntament amb els HAAs, considerats
imprescindibles pel desplagament en massa o “swarming” de P. aeruginosa (Kdhler
et al., 2000; Déziel et al., 2003). Aquest “swarming” afavoreix la colonitzacio
d’habitats naturals in vivo, on la biodisponibilitat de nitrogen pot ser un factor
limitant (Koéhler et al., 2000). Aquesta mobilitat de P. aeruginosa se suposa
semblant a la de Myxococcus xanthus, que secreta un tensioactiu orientat cap a
I’'extrem oposat a la direccié del moviment, de manera que la diferencia de tensio
superficial en ambdds costats de la cél-lula que genera el tensioactiu, impulsa cap
endavant el bacteri (Prescott et al., 1999).

Finalment, s’atribueix també als ramnolipids alguna possible funcid lligada
als factors de patogenicitat donat que la seva produccié esta regulada per la RSQ

com la de la majoria de factors de viruléncia (Soberén-Chavez, 2005).

1.3.5.6. Produccio de Rhis per Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa és capac¢ de produir ramnolipids sota condicions
limitants de nutrients, tant en condicions proliferants de cultiu com en condicions
no proliferants. S’han estudiat diverses estrategies per incrementar la produccié de
ramnolipids com ara el cultiu discontinu (Syldatk et al., 1985a), el cultiu alimentat
(Linhardt, 1989), i el cultiu continu reciclant o no les cél-lules (Reiling et al., 1986).

Quan es treballa amb ceél-lules no proliferants, les cél-lules no es
multipliquen perd no perden la capacitat de fer servir la font de carboni per la

sintesi de ramnolipids (entre altres metabolits secundaris). Per aixd0 és necessari
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recollir les cél-lules del cultiu en el moment en que s’inicia la produccié de
ramnolipids per tal d'immobilitzar-les.

En la sintesi associada a creixement la font de carboni té un paper
determinant, i existeix una relacio paral-lela entre aquesta, el creixement i la sintesi
de ramnolipids. La font de carboni afecta el rendiment cel-lular i en funcié de quina
sigui, el bacteri creix més o menys i produeix més o menys ramnolipids (Robert et
al., 1989). S’ha determinat que la produccié de ramnolipids en Pseudomonas
s'incrementa de manera notable quan el bacteri es troba en condicions limitants
d’'un o més components del medi com el nitrat (NOs), I'amoni (NH,"), ions ferro,
calci i magnesi (Fe?*, Ca®* i Mg?*) (Syldatk et al., 1985a).

1.3.5.7. Produccio de Rhis a partir de substrats renovables de baix cost

Per tal de desenvolupar un procés de produccié microbiana de ramnolipids
que sigui viable a nivell economic, cal que els nutrients que faci servir el
microorganisme siguin economics, ja que el cost de la matéria primera pot arribar a
representar entre un 10 i un 50% del cost del producte final. Si a més a més es vol
un procés ecologicament sostenible, s’ha de buscar la matéria primera en substrats
renovables i/o residus d’altres activitats.

S’han fet servir diversos substrats per la produccié de ramnolipids per
Pseudomonas aeruginosa, tant substrats solubles en aigua com ara la glucosa
(Babu et al., 1996), I'etanol (Matsufuji et al., 1997), el glicerol (Arino et al., 1996),
el manitol (Déziel et al., 1999b), o les melasses residuals del procés d’obtenci6é de
sucre de remolatxa (Patel et al., 1997), com substrats insolubles en aigua com els
olis vegetals (Robert et al., 1989; Patel i Desai, 1997; Mata-Sandoval et al., 1999;
Chayabruta et al., 2001), els residus oliosos de processos industrials (Mercadé et
al., 1997; Haba et al., 2000; Abalos et al., 2001; Benincasa, 2001), i derivats del
petroli (Syldatk et al., 1985a; Déziel et al., 1999b).

Els olis vegetals (els més freqliientment emprats) i els residus oliosos en
general, afavoreixen 'acumulacio d’elevades quantitats de ramnolipids (Mercadé et
al., 1993; Sim et al., 1997) aixi com l'aparicié d'una gran varietat de moléecules
homologues de ramnolipids en cultius de Pseudomonas (Déziel et al., 1999b; Mata-
Sandoval et al., 1999; Abalos et al., 2001), ja que els acids grassos son incorporats
directament pel bacteri en el procés de la B-oxidacid, facilitant aixi la sintesi de
novo del B-hidroxiacid (Mata-Sandoval et al., 2000).

L'Gs de residus oliosos com a matéria primera de baix cost, no només
disminueix els costos de produccié fent el procés més rentable i competitiu, sino

gue a més a més evita el tractament d’‘aquests com a residus i minimitza la
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contaminacié ambiental que de |'abocament continu al medi i acumulacié per la

seva baixa solubilitat i biodegradabilitat se’n deriva.

1.3.5.8. Aplicacions industrials dels Rhls

Degut al seu caracter tensioactiu aquests compostos tenen diverses
aplicacions potencials industrials i mediambientals. Han estat estudiats per les
seves multiples aplicacions en diversos ambits per la possible substituciéo dels
tensioactius sintetitzats quimicament que s’utilitzen en gran quantitat de processos
industrials (Soberén-Chavez et al., 2005).

Els avantatges que aporten els biotensioactius en front als tensioactius de
sintesi quimica son molts: la bidegradabilitat, la baixa toxicitat (en general), la
biocompatibilitat i digestibilitat, la seva produccié a partir de materials de baix cost,
el possible Us en el control ambiental i I'especificitat de la seva funcio. Els
inconvenients apareixen quan aquests biotensioactius s’apliquen en indulstries que
fan un Us massiu com la petrolera o en tractaments ambientals per Ila
descontaminacié d’arees contaminades amb olis o metalls toxics, on el preu no pot
ser competitiu. Un altre problema apareix quan industries com la farmaceéutica,
cosmeética o alimentaria, necessiten el producte purificat, aleshores sén necessaries
altes concentracions per facilitar la recuperacio i la purificacié d’aquests compostos.

A nivell industrial, els ramnolipids es poden fer servir per la produccié de
productes de quimica fina, elaboracié de superficies i cobertura de superficies, com
additius, per bioremediacid per la descontaminacio de sols o aiglies, com agents de
control biologic, en la industria de metall, en la paperera, la pintura, la téxtil,
I'alimentaria, en la del plastic i en I'ambit de la construccié i I'agricultura, entre

altres.

1.4. Relacié metabolica entre les vies de biosintesi dels Rhls i els PHAs

Diversos autors (Campos-Garcia et al., 1998; Rehm et al., 2003, Déziel,
2003) han establert la relacid metabolica entre les vies de biosintesis dels Rhis i els
polihidroxialcanoats (PHAs), ja que en ambdues vies es poden utilitzar els mateixos
derivats d’acids grassos com a substrat. L'enzim Rtl pot fer servir com a substrat
tant acids grassos-ACP (acil carrier protein) com acids grassos-CoA (coenzim-A) per
la produccié de mono-Rhls quan la soca creix amb glucosa o acid oleic com a fonts
de carboni (Soberén-Chavez et al., 2005). En canvi, s’ha vist que la PhaC només
pot fer servir acids grassos-CoA com a substrats i per aix0, quan el bacteri creix

amb sucres com a Unica font de carboni, és necessaria |'activitat transacil-lasa,
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codificada pel gen phaG per a la produccié de PHAs (Figura 1.11) (Rhem et al.,
1998).

Acid hidroxidecanoic
(Ester-ACP o Ester-CoA)

Rhl A

Acid B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoic

(HAA’s)
dTDP-ramnosa Pha G
Rhl B Pha C
dTDP
v
Monoramnolipid Polihidroxiaclcanoat
(mRhl) (PHA)

Figura 1.11. Representacié esquematica del paper proposat per RhIA en la produccié de
Rhis i PHAs, i de la seva activitat en la sintesi de tensioactius (HAAs) com a substrats

comuns per a les dues vies de sintesi (Adaptacié de Soberén-Chavez et al., 2005).

Segons resultats obtinguts per Soberdn-Chavez i col-laboradors es considera
gue existeix una relacid inversa entre la sintesi de PHAs i de Rhis. Aix0 es deu a
gue ambdues sintesis competeixen pels acids grassos precursors i a que Rhl A esta
involucrat en la sintesi d’'un precursor comu per la sintesi de tots dos compostos
(Soberdn-Chavez et al., 2005). En aquests mateixos estudis s’ha observat que una
soca de P. aeruginosa mutant pel gen rhl A, incapag de produir Rhls, veu gairebé
doblada la seva producci6 de PHAs. Seria interessant doncs, comprovar que
succeeix a la inversa. Potser en generar un mutant per la produccié de PHAs la

sintesi d’altres compostos del metabolisme lipidic es vegi afectada.
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2. OBJECTIUS

El present treball s'emmarca dins el projecte d’investigacioé “Biocatalizadores
para la produccion de emulsionantes poliméricos: optimizacion del sistema vy
desarrollo de nuevos productos, CTQ 2007-60749/PPQ” que té com a objectiu
I'estudi de substancies tensioactives d’origen bioldogic. En 1989 s’aillen les soques
que s’estudien en aquest treball -P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 42A2 (Robert,
1989)- per la seva capacitat de produir Rhls, la primera i per ser capag¢ de
transformar olis residuals en acids grassos hidroxilats i polimeritzar-los a estolids,
la segona. Existeixen, per tant, trets diferenciadors a nivell del metabolisme lipidic
entre ambdues soques i probablement no només entre elles sind6 també amb la
soca tipus P. aeruginosa PAO1 i I'objectiu principal de la tesi és I'estudi d’aquestes

diferéncies. Per aix0 es plantegen els seglients objectius:

1. Realitzacié d'un estudi comparatiu del sistema lipolitic de la soca P. aeruginosa

47T2 amb la soca tipus P. aeruginosa PAO1.

2. Obtencié de mutants negatius per a la produccié de PHAs de P. aeruginosa
42A2 i 47T2.

3. Estudi comparatiu dels productes obtinguts a partir de les soques mutants PHAs

negatives P. aeruginosa 42A2 AAD i 47T2 AAD i de les soques parentals.

4. Finalment es pretén estudiar les propietats dels Rhls obtinguts a partir del
mutant P. aeruginosa 47T2 AAD, utilitzant com a font de carboni els residus
oliosos, una barreja d'olis de fregit de gira-sol i oliva (1:1). La composicié del
biotensioactiu determina les propietats fisico-quimiques, que a la seva vegada
condicionen les seves possibles aplicacions a nivell industrial. Aixi 1’Gltim

objectiu de la tesi consisteix en la caracteritzacio fisicoquimica dels Rhls.
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3. MATERIALS I METODES

3.1. Microorganismes

En aquest treball s’han fet servir tres soques de Pseudomonas aeruginosa:

Pseudomonas aeruginosa 47T2 (NCBI 40044): Aillada a partir d’'una
mostra de sorres contaminades amb residus oliosos (Robert, 1989). Es manté en
medi solid d’agar tripticasa de soja (TSA) a 4°C i es ressembra cada quinze dies
incubant-la a 30°C durant una nit. S’utilitza per analitzar el seu sistema lipolitic i
per intentar mutar els gens que codifiquen per la PHA sintasa i d'aquesta manera
anul-lar la produccié de polihidroxialcanoats (PHAS).

Pseudomonas aeruginosa 42A2 (NCBI 40045): Aillada a partir d’'una
mostra d’aiglies contaminades amb residus oliosos (Robert, 1989). Es manté en
medi solid d’agar TSA a 4°C i es ressembra cada quinze dies incubant-la a 30°C
durant una nit. S'utilitza per intentar mutar els gens que codifiquen per la PHA
sintasa i d’aquesta manera anul-lar la produccié de PHAs.

Pseudomonas aeruginosa PAO1 208964 (Holloway et al. 1979): Es
manté en medi solid d’agar TSA a 4°C i es resembra cada quinze dies incubant-la a
30°C durant una nit. S’utilitza per I'analisi comparativa del seu sistema lipolitic amb
les soques 47T2 i 42A2.

També s’han utilitzat dues soques d’Escherichia coli:

Escherichia coli DH50 (Hanahan, 1983): F, gyrA96, recAl, relAl, endAl
thi-1, hsdR17 (r,, m*), glnv44, deorD(lacZYA-argF)u169, [f80dD(lacZ)M15]. Es
manté en medi agar Luria-Bertani (LB) a 4°C i es ressembra mensualment
incubant-la durant una nit a 37°C. S’utilitza com a soca hospedadora per la
clonacié del fragment AD de P. aeruginosa en el vector pEx100Tlink i per la
posterior clonaci6 del gen de resistencia a gentamicina Gm" entre A i D,
(pEx100TlinkA::Gm::D).

Escherichia coli S17.1 )\ pyr (De Lorenzo, 1994): Tp" Sm" recA thi hsdRM*
RP4::2- Tc::Mu::Km, contenint el transposé Tn5 del fag lisogénic A pyr. Es manté
en medi agar LB, afegint al medi una concentracié de 50 ug/mL de kanamicina i es
ressembra mensualment incubant-la durant una nit a 37°C. S'utilitza com a soca
hospedadora per al vector pEx100TlinkA::Gm::D, i com a soca donadora durant la
conjugacid amb Pseudomonas aeruginosa per poder originar mutacions per

recombinacio.
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3.2. Medis de cultiu

Els medis de cultiu utilitzats per I'aillament, seleccié i manteniment de les
diferents soques i dels clons recombinants sén:

Medi Tripticasa de Soja amb Agar (TSA). La seva composicio per litre és:
15g de peptona de caseina, 5g de peptona de soja, 5g de clorur sodic i 20g d’agar

(Adsa, Espanya).

Per la seleccid, cultiu i manteniment de les soques d’Escherichia coli i els
clons transformants d'Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa s’utilitza:

Medi Luria-Bertani (LB, Sambrook et al., 1989). La seva composicid per
litre és: 10g de bactotriptona (Scharlau-Microbiology, Espanya), 5g d’extracte de
llevat (Scharlau-Microbiology, Espanya) i 10g de NaCl (Panreac, Espanya). El pH
s’ajusta a 7,5. En placa s’hi afegeixen a més a més 20g d’agar.

Medi Brou Tripticasa de Soja (TSB). La seva composicio per litre és: 15g

de peptona de caseina, 5g de peptona de soja i 5g de NaCl (Panreac, Espanya).

Per estimular la produccié de PHAs en Pseudomonas sp. s’utilitza:

Medi Minim Mineral (MM). La seva composicid6 en grams per litre és:
NaNOs, 3,5; K,HPO4/KH,PO,4 (2:1 m/m), 1; CaCl,, 0,01; KCI, 0,1; MgSO, - 7H,0,
0,5; FeS04:7H,0 0,012 i 0,05 mL/L d’una dissolucié d'oligoelements de composicid
(g/L): H3BO5 0,26, CuS0O, -5H,0 0,5, MnSO, - H,0 0,5, MoNa,0, - 2H,0 0,06, ZnSO4
- 7H,0 0,7. Per ultim, com a font de carboni s’utilitzen 50g/L d’oli de fregit (barreja
oliva/gira-sol, 50/50 v/v). Els components del medi s’esterilitzen per separat a
1219C, 1 atm, durant 20 minuts a l'autoclau. El pH inicial del medi s’ajusta a 6.8.
Per la preparacié de les plaques s’addicionen 20g d’agar i 0,1% de Tween 80, amb

I'objectiu d’emulsionar I'oli i permetre la seva correcta distribucio a les plaques.

Per tal de detectar i seleccionar els possibles mutants per la produccié de
PHAs obtinguts per mutagénesi aleatoria de P. aeruginosa 47T2 i 42A2 es proven
els seglients medis:

Medi Tripticasa de Soja Agar amb Roig Nil (TSA/RN). La seva
composicid és igual a la del TSA afegint 2 mL/L de Roig Nil (Red Nile, Sigma, EEUU)
a partir d’'una dissolucié concentrada de 0,25 mg RN/mL en DMSO (dimetilsulfoxid,
Sigma, EEUU).

Medi Minim Mineral amb Roig Nil (MM/RN). La seva composicio és igual a
la del MM afegint 2 mL/L de Roig Nil (Red Nile, Sigma, EEUU) a partir d'una
dissolucié concentrada de 0,25 mg RN/mL en DMSO (dimetilsulfoxid, Sigma, EEUU).
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Per la preparacio de les plaques s’addicionen 20g d'agar i 0,1% de Tween 80, amb

I’objectiu d’emulsionar I'oli i permetre la seva correcta distribucio a les plaques.

Per tal d'incubar les cél-lules transformades de P. aeruginosa i permetre aixi
I'expressid dels gens de resisténcia als antibiotics codificats pel plasmidi introduit,
es fa servir el seglient medi ric:

Medi SOC (Hanahan et al., 1991). La seva composicié per litre és: 20g de
bactotriptona, 5g d’extracte de llevat, 0,58g de NaCl, 0,19g de KCI, 2,03g de MgCl,,
2,46g de MgSO, i 3,6g de glucosa. Els components del medi s’esterilitzen a
I'autoclau excepte la glucosa, que es prepara en una dissolucié al 20% i es filtra, i
les dissolucions de MgCl, i de MgS0,, que es preparen i s’esterilitzen per separat.

Tots els medis es preparen amb H,0O destil-lada i s’esterilitzen mitjangant
calor humida i pressié a l'autoclau a 121°C i 1 atmosfera de pressiéo durant 20
minuts. Les dissolucions que no poden ser tractades per aquest meétode
d’esterilitzaci6 son sotmeses a esterilitzacié per filtracid6 mitjancant filtres de
cel-lulosa (MF-Millipore) de 0,22um de diametre de porus. El pH s’ajusta amb NaOH
(Panreac, Espanya) o HCI (Panreac, Espanya). En ocasions aquests medis es
solidifiquen mitjancant I|’addici6 d‘agar bacteriologic (Sharlau-Microbiology,

Espanya) a una concentracio final d'1,5%.

Per a la selecci6 i/o manteniment dels clons recombinants d’E. coli o P.
aeruginosa, els medis de cultiu es complementen amb diferents antibiotics o
suplements:

Ampicil:-lina (Amp) (Sigma, EEUU). Es prepara una dissolucié concentrada
d’ampicil-lina a una concentraci6 de 100 mg/mL en aigua destil-lada, essent
necessaria l'addicié de NaOH per aconseguir-ne la completa dissolucid. La dissolucio
d’antibiotic s’esterilitza per filtracio i s'addiciona als medis de cultiu a una
concentracié final de 50-100 pg/mL, depenent de les caracteristiques i nombre de
copies del vector utilitzat. Es conserva a -20°C.

Cloramfenicol (Cm) (Sigma, EEUU). Es prepara una dissolucié concentrada
de cloramfenicol a una concentracié de 100 mg/ml en etanol absolut. La dissolucié
d’antibiotic s’esterilitza per filtracio i la concentracid de treball habitual és de 50
Hg/mL. Es conserva a —20°C.

Tetraciclina (Tc) (Sigma, EEUU). Es prepara una dissolucio concentrada de
12,5 mg/ml en etanol 50 %. La dissolucié d’antibiotic s’esterilitza per filtracié i la
concentracio de treball habitual és de 300-400 pg/ml. Es conserva a -20°C

protegida de la llum.
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Estreptomicina (Sm) (Sigma, EEUU). Es prepara una dissolucio
concentrada d’estreptomicina a una concentraci6 de 100 mg/ml en aigua
destil-lada. La dissolucido d’antibiotic s’esterilitza per filtracié i s'utilitza a una
concentracio de treball habitual de 200 pyg/ml. Es conserva a -20°C.

Gentamicina (Gm) (Sigma, EEUU). Es preparen dues dissolucions
concentrades diferents de gentamicina, una a 100 mg/mL i una altra a una
concentracio de 350 mg/mL en aigua destil-lada. Cada dissolucié d’antibiotic
s’esterilitza per filtracié i s'utilitza a una concentracié de treball habitual de 10
Hg/mL per E. colii de 350 ug/mL per P. aeruginosa. Es conserva a —20°C.

Sacarosa: s’addiciona als medis de cultiu per provocar la segregacio del
plasmidi suicida pEx100A:Gm:D en els mutants de P. aeruginosa defectius per la

produccié de PHAs. Es suplementa el medi amb un 5% de sacarosa.

Per a la seleccié de clons recombinants d’E. coli mitjancant el sistema de l'o-
complementacié (Sambroock et al., 1989), els medis es suplementen amb
isopropil-B-tiogalactopiranosid (IPTG, Boehringer Mannheim) i 5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopirandsid (X-gal, Boehringer Mannheim).

IPTG: Es prepara una dissolucié concentrada d'IPTG (Sigma, EEUU) en
aigua destil-lada a una concentracié de 200 mg/mL i s’utilitza a una concentracio
final de 100 pg/mL.

X-gal: Es prepara una concentracié de 20 mg/mL (Sigma, EEUU) en

dimetilformamida (Sigma, EEUU) i s’utilitza a una concentracio final de 40 ug/mL.

3.3. Métodes microbiologics

3.3.1. Inocul dels cultius

Per I'obtencié de cultius de les soques, es realitzen inoculs al 2% (v/v) a
partir d’'una suspensio bacteriana en clorur sodic 0,9% provinent del creixement en
plaques d’agar TSA. S'utilitzen suspensions bacterianes d’aproximadament 2.0
unitats d’absorbancia, mesurada a una longitud d’ona de 540 nm (Guerrero et al.,
1997). Per fer el registre de |I'absorbancia s’utilitza I'espectrofotometre PharmaSpec
UV-1700 (Shimadzu, Japo).

3.3.2. Conservacioé de microorganismes

A més a més del manteniment periddic en placa de les soques utilitzades en

aquest treball, també es mantenen congelades a -80°C en glicerol al 20% (v/v) a
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partir d’un cultiu d’una nit amb medi TSB o LB suplementat amb antibiotic en cas

de ser necessari.

3.4. Plasmidis de clonacio i/o d’expressio

En aquest treball s’'han fet servir els seglients plasmidis:

Taula 3.1. Plasmidis emprats en aquest treball.

Plasmidi Kb Principals Caracteristiques Hospedadors Referéncia
Vector de clonacié ApR, lacz, lacI, linial amb Promega
PGEM®-T 3,0 dos extrems poli T per clonar productes E. coli (Espanya),
d’amplificacié amb tag-polimerasa 1999
R . i
pGEM-TAD 4,3 Ap", lacZ, lacl; inclou el fragment ampllflcat E. coli Aquest treball
AD entre els seus extrems poli T
M _ pUT-Cm, pUT-Sm i pUT-Tc, transposd mini- E. coli, De Lorenzo,
pUT-Mini-Tn5 Tn5 CmR, SmR i TcR, respectivament P. aeruginosa 1990
ApR, GmR, vector basat en el pUC18 que conté ) Quénée et al.,
pUCGmlox 3.7 els elements /ox flanquejant el gen aacC1 E. coli 2005
, ApR, vector basat en el pUC19 per substituir . Quénée et al.,
PEx100Tlink 6,2 gens de pEX100T amb un MCS E. coli 2005
ApR, vector pEx100Tlink al qual se li ha .
PEx100TAD 7,6 introduit en el MCS el fragment amplificat AD E. coli Aquest treball
ApR, GmR, vector pEx100TAD que conté el
PEx100TAGmD 8,4 gen aacC1 flanquejat pels elements lox E. coli Aquest treball
(Gmlox) entre Ai D
TcR, cre, vector d’expressié de la recombinasa E. coli Marx et al
pCM157 7,9 Cre per I'eliminacid d'insercions entre els Ty "
P. aeruginosa 2002

elements lox

3.5. Métodes de manipulacié d’acids nucleics

3.5.1. Aillament i purificacio de I'ADN

L'aillament de I’ADN genomic de Pseudomonas aeruginosa 47T2 i 42A2 s’ha

realitzat seguint el protocol descrit per Kiu et al.

(2000), basat en una lisi

combinada amb SDS i EDTA a 75°C, una extraccié organica amb fenol-cloroform i

precipitacié amb isopropanol.
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La purificacié de I’ADN plasmidic s’ha realitzat mitjangant una lisi alcalina tal
com descriu Sambrook et al. (1989). En el cas que es volgués obtenir ADN
plasmidic en grans quantitats i més pur, com per exemple per seqlenciar, s’han
utilitzat columnes comercials Qiagen-tip 100 MidiPrep (Qiagen, Alemanya). Aquest
metode consisteix en una modificacié del procés de lisi alcalina, seguida de la unié
del DNA plasmidic a una reina d’intercanvi anionic de Qiagen (Alemanya) en
condicions de baixa concentracio de sals i pH acid. Per utilitzar aquest protocol es

segueixen detalladament les instruccions que ofereix la casa comercial.

3.5.2. Amplificacio d’ADN mitjancant PCR

Amb l'objectiu de sintetitzar ADN in vitro, s’utilitza el métode de reaccidé en
cadena de la polimerasa (PCR, Mullis et al., 1986). Les reaccions d’amplificacio
s’han realitzat amb dos tipus de polimerases termoestables seguint les
recomanacions de la casa comercial en ambdds casos: per una banda s’ha utilitzat
la polimerasa Pfu (Stratagene, EEUU) d’alta fidelitat i que genera extrems roms, i
d’altra la polimerasa Tag (Invitrogen, EEUU), que pot introduir una mutacié (la
substitucié d’'una base) cada 900 parells de bases sintetitzades (Tindall et al., 1988)
i que genera extrems protuberants de poli-A. Les reaccions es realitzen en un
termociclador GeneAMP PCR System 2400 (Perkin Elmer, EEUU). Les barreges de

reaccid que es fan servir per amplificar s’especifiquen a la taula 3.2.

Taula 3.2. Barreges de les reaccions d’amplificacio tipiques.

Barreges de reaccio:

1 ul Tag Polimerasa (1U/uL) 0,5 ul Pfu Polimerasa (2’5 U/uL)
5 ul Tampéd d’amplificaciéo 10X 5 ul Tampd d’amplificaciéo 10X
4 ul dNTPs (2,5 mM cada uno) 4 ul dNTPs (2,5 mM cada un)

X ul de ADN motlle X ul de ADN motlle
12 pmols d’encebador/s 12 pmols d’encebador/s
H,O bidestil-lada fins 50 pul H,O bidestil-lada fins 50 pl

L'’ADN motlle consisteix en ADN genomic purificat i dissolt en H,0
bidestil-lada, tot i que en ocasions la reaccié d’amplificacid es realitza directament a
partir d'una suspensio de cel-lules en H,0 bidestil-lada (PCR colonial). En aquests
casos, la suspensid cel-lular es prepara per resuspensié de tres colonies en 15pul
d’'aigua bidestil-lada.
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El programa d’amplificacio que s’ha fet servir habitualment és el que es
mostra a la taula 3.3. La temperatura optima es tria en funcié de la temperatura de
fusio dels dos encebadors.

Taula 3.3. Programa d’amplificaciéo d’ADN.

Reaccio d’amplificacio

x 1 cicle: 940C durant 5 minuts
Temperatura d’hibridacio (°C) durant 40 s
720C durant 4 minuts

x 30 cicles: 940C durant 30 s
Temperatura d’hibridacio (°C) durant 40 s
720C durant 4 minuts

x 1 hold: 720C durant 5 minuts

40C oo

En alguns casos s’ha fet servir el sistema de Hot Start en la reaccid
d’amplificacio per evitar unions inespecifiques de la polimerasa amb I’ADN motlle en
el moment de la preparacié de la barreja de reaccié a temperatura ambient. Aquest
Hot Start consisteix en afegir la Pfu o la Tag quan han passat dos minuts del primer
cicle de reaccié d'amplificacié (a 94°C). El programa es manté en pausa mentre
s’afegeix la polimerasa a la reaccio, continuant després el cicle en el moment just

on s’havia aturat.

3.5.3. Electroforesi en gels d’agarosa

Les preparacions d’ADN plasmidic i els productes de PCR obtinguts s’han
analitzat en gels d’agarosa (Low EEO, Conda, Espanya) en tampd TBE 1X o en
tampod TAE 1X per aquelles mostres en que posteriorment fos necessari recuperar
I’ADN analitzat. L'agarosa es prepara préviament a una concentracié d’entre 0.8% i
2% en el tampd corresponent, en funcid de la mida dels fragments d’ADN a
analitzar. A les mostres se’ls hi afegeix tampo6 de carrega 6X (Sambroock et al.,
1989) i a continuacidé es porta a terme la separacid electroforética en una cubeta
horitzontal Bio-Rad Mini-Sub®Cell GT, aplicant un voltatge de 100 volts amb una
font d’alimentaci6 PAC300 (Bio-Rad, EEUU). Es segueix sempre el protocol
d’electroforesi descrit per Sambrook et al. (1989).

Un cop realitzada I'electroforesi, per visualitzar els fragments d’ADN
separats, els gels d’agarosa es submergeixen durant 15 minuts en una dissolucio

de bromur d’etidi (Sigma, EEUU) preparada a 0,75 ug/ml en H2O destil-lada. Passat
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aquest temps, mitjancant la llum ultraviolada d'un sistema d’'ImageMaster®
(Pharmacia Biotech, Suissa), es poden observar els fragments d’ADN gracies a la
capacitat del bromur d’etidi d’intercalar-se entre les bases de I’acid nucleic i emetre
fluorescéncia en ser irradiat amb llum UV.

Com a marcador de pes molecular, s’utilitza la barreja de fragments
resultants de la digestié de I'’ADN del bacteriofag lambda amb HindIII (Promega,
Alemanya), que cobreix el rang entre 23 i 0,5 kb. Quan els fragments d’ADN a
valorar sén més petits, s’utilitza com a marcador la barreja de fragments
procedents de la digestié d’ADN del fag ¢X174 amb Haelll (Promega, Alemanya),
que cobreix un rang entre 1,35 i 0,0072 kb, o la barreja de fragments procedents
de la digestié del plasmidi pMXL amb Eco1471 i Pvul (Biotools, Espanya), que
cobreix un rang entre 1,0 i 0,008 kb.

3.5.4. Purificacio de fragments d’ADN separats per electroforesi

A partir dels fragments d’ADN separats mitjancant electroforesi en gels
d’agarosa en tampo TAE 1X i tenyits amb bromur d’etidi, les bandes d’interés es
localitzen gracies a una lampada de llum ultraviolada de longitud d’ona llarga
(Lampada Black-Ray, A=366 nm). Amb un bisturi es retallen les porcions d’agarosa
que contenen els fragments d’ADN que es vulguin purificar. Posteriorment, fent
servir el kit comercial QIAquick (Qiagen, EEUU) s’extreu I’ADN de l'agarosa. Aquest
kit es basa en la unié de I'’ADN a una membrana de silicagel continguda en una
columna, mentre que els components residuals de la mostra son eluits. S’utilitza

seguint detalladament les instruccions que la casa comercial ofereix.

3.5.5. Seqiienciacio d’ADN

Per tal d'obtenir les seqliéncies de nucleodtids dels fragments d’ADN aillats es
segueix el metode de Sanger et al. (1977), basat en la sintesi i terminacié amb
dideoxinucleotids, realitzada mitjancant amplificacié per PCR. S’utilitza un kit de
seqlienciacid6 automatica BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems, EEUU),
gue conté la polimerasa termostable, els dideoxinucleotids marcats amb rodamina,
i el tampd adequat. En cada cas es segueixen les instruccions de la casa comercial.
Les quantitats d’ADN varien en funcié del material que es vulgui seqienciar, aixi
com la composici6 de la barreja de reacci6 (ADN motlle) i la temperatura
d’hibridacié del programa (Taules 3.4 i 3.5).

Un cop acabada la reaccié de seqienciacidé son els Serveis Cientific-Técnics

els que s’encarreguen de la purificacié i precipitacié de I'’ADN, i la sequéncia de
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nucledtids s’obté mitjancant el sistema analitic CEQ™ 8000 dels Serveis Cientific-
Tecnics de la Universitat de Barcelona amb el seqlienciador ABI Prism® DNA377
(Perkin Elmer, EEUU).

Taula 3.4. Composicié de la barreja de reaccié emprada.

Barreja de la reaccié de seqiienciacio

- 1 ul de Ready reaction mix

- 1 ul Tampd Big Dye® 10X

- Xul de ADN

- 3,2 pmols d’encebador forward o backward

- H,O fins enrasar a un volum final de 10 ul

Taula 3.5. Programa de seqiienciacié emprat.

Programa de seqiienciacié

x 1 cicle: 940C durant 1 minuts

x 25 cicles: 96°C durant 30 s
Temperatura d’hibridacié (°C) durant 15 s
60°C durant 4 minuts

x 1 hold: 40C oo

3.5.6. Tractaments enzimatics

Tots els tractaments enzimatics s’han dut a terme seguint les indicacions de
temps, temperatura i volums requerits que ens ofereixen les mateixes cases

comercials que ens subministren els enzims.

3.5.6.1. Digestions amb enzims de restriccidé

Per fragmentar I'ADN o linealitzar els vectors a utilitzar, es realitzen
digestions amb enzims de restriccid, en diferents volums de reaccid. Quan es volen
obtenir grans quantitats de material digerit per treballar amb ell posteriorment, es
realitzen digestions preparatives en un volum total de reaccié de 30 a 60 uL. Pero,
en cas de voler Unicament confirmar la preséncia d'un fragment d’ADN mitjangant

restriccié enzimatica, es fa servir un volum total de reaccié de 15 uL. Els enzims de
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restriccié i els seus respectius tampons van ser subministrats fonamentalment per
Roche (Suissa) o BioLabs (EEUU). En el cas de les digestions dobles, s’utilitza el
tampo6 més adient pels dos enzims o bé es realitzen dues digestions de manera
seqliencial, amb un pas entremig de precipitaci6 d’ADN, per tal de canviar les
condicions de la digestio. Totes les digestions s’incuben entre 3 i 16 hores a la

temperatura recomanada per cada enzim.

3.5.6.2. Tractaments amb RNAsa

En alguns casos, la purificacié d’ADN plasmidic arrossega grans quantitats
d’ARN que poden interferir en I'observacié de les bandes d’ADN separades en els
gels d'agarosa. Amb la finalitat de facilitar la visualitzacié de fragments d’ADN,
s’afegeix RNAsa (Roche, Suissa) a una concentracio final de 50 ug/ml directament a

les mostres preparades per a ser carregades en els gels d’agarosa.

3.5.6.3. Lligacions de molecules d’ADN

Per a la lligaci6 de molécules d’ADN s'utilitza la lligasa del bacteriofag T4
(Biolabs, EEUU). Les proporcions entre la quantitat d’ADN del vector i ADN de
I'insert son generalment de 1:3 si les lligacions s6n entre extrems cohesius, o de
1:6 si sén entre fragments d’ADN d’extrems roms. Les reaccions entre extrems
cohesius s’incuben a 15°C durant 16h, mentre que les lligacions entre extrems

roms es realitzen durant tota la nit a 4°C.

3.5.7. Sistemes de transferencia de material genetic

3.5.7.1. Transformacio d’E. coli

Amb l'objectiu de transformar Escherichia coli, de forma rutinaria s’utilitza el
metode descrit per Cohen et al. (1972) per fer competents les ceél-lules que de
manera natural no sén capaces de captar molécules d’ADN. Per aix0 les cél-lules
sOn sotmeses a un tractament de xoc térmic i estrés per clorur calcic (CaCl, 50
mM) per tal d’augmentar la permeabilitat de les seves membranes a I’ADN. En
alguns casos, es guarden aquestes ceél-lules competents a -80°C per tal de fer-les
servir en les setmanes seglients o fins i tot en el mes seglent. En aquests casos, es
necessari afegir a la dissoluci6 de CaCl, un 15% de glicerol com a agent

crioprotector de les cél-lules.
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Un cop obtingudes les ceél-lules competents es procedeix a la seva
transformaci6 (Griffith, 1928) amb ADN (5ng/uL) mitjancant el métode de xoc
téermic: primer la barreja de cel-lules competents i I’ADN sén sotmesos a 42°C
durant 1 minut (moment en el qual les cél-lules capten I'’ADN) i seguidament
s’incuben en gel uns minuts. A continuacié s’'afegeix 1 mL de LB i la suspensio
cel-lular s‘incuba a 37°C en agitacié durant una hora, amb la finalitat de que les
cél-lules es recuperin i de permetre I'expressid dels marcadors de resisténcia a
antibiotics dels vectors introduits. A continuacié les cél-lules transformades es
sembren en plaques d’agar LB suplementades amb els antibiodtics adequats per la

seleccioé dels transformants, i s‘incuben a 30°C o 37°C tota la nit.
3.5.7.2. Conjugacio d’E. coli amb P. aeruginosa

La conjugacidé consisteix en la transferéncia d’informacié genética entre dos
bacteris que estableixen un contacte intim mitjancant un pont intracel-lular
propiciat pels pili. Aquest procés es realitza mitjancant plasmidis conjugatius que
poden codificar la capacitat d’autotransferir-se a una altra cél-lula. A través de la
conjugacié s’han transmés molts gens entre bacteris Gram negatius com
enterobacteris, Pseudomonas i també entre espeécies anaerobies de bacteris Gram
positius. Es frequient també la transferéncia d’ADN de bacteris Gram positius a

Gram negatius, perd no a l'inrevés (Lederberg i Tatum, 1946).
3.5.7.2.1. Conjugacioé d’'E. coli S17.1 . pyr amb P. aeruginosa 47T2 i 42A2

En aquest treball s’utilitza la conjugaci6 en medi solid per realitzar la
mutagenesi amb el plasmidi pUTmini-Tn5, segons el protocol descrit per De Lorenzo
i col-laboradors (1990).

La conjugacid es va realitzar a partir d'un cultiu de tota la nit de la soca
donadora i un altre de la receptora mantingudes en agitacié constant i normalment
crescudes sense antibiotics. En cas que hagin crescut amb antibiotics, cal rentar les
cel-lules previament per eliminar-los. Aixo es fa mitjangant centrifugacié dels cultius
(3.000 xg, 10 minuts) i resuspensio de les cél-lules en LB, repetint aquest rentat 3
vegades per eliminar totalment els antibiotics del medi.

A partir dels cultius lliures d’antibiotics, es barregen 100 pl de la soca
donadora i 100 pl de la soca receptora en 5 ml de MgSO, 10 mM i la barreja es
filtra a través de membranes d'un diametre de porus de 0,45 um (Millipore, EEUU).
La membrana amb les céel-lules retingudes es col-loca en una placa de LB amb les

cél-lules mirant cap a la part superior i s‘incuben durant 8 h a 37°C. El creixement
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obtingut sobre el filtre es resuspen en 5 ml de MgSO, 10 mM i es sembra en
plagues de LB suplementades amb els antibiotics corresponents a la resisténcia del
marcador de la soca receptora i del plasmidi conjugatiu. Les plaques s’incuben
durant 18-24 hores a 37°C.

3.5.7.2.2. Conjugacié d’E. coli S17.1 pEX100TAGmD amb P. aeruginosa
47T2142A2

Es pretén transferir el plasmidi pEx100T/inkAGmD des d'E. coli S17.1 a P.
aeruginosa 42A2 i 47T2 per conjugacié (Quénée et al., 2005). El primer pas és la
preparacié d’un pre-indcul, un cultiu d’una nit d'uns 5 mL en agitacié constant en
medi LB de cada una de les soques en medi liquid LB. En el cas d’E. coli S17.1
pEx100T/inkAGmD el medi LB es suplementa amb ampicil-lina (Amp) 100 ug/mL.

Abans de barrejar els cultius per la conjugacié cal eliminar l'antibiotic del
medi; per aixo centrifuguem els 5 mL de cultiu d’E. coli S17.1 pEx100T/inkAGmD en
LB 100 Amp i les cel-lules es resuspenen en 50 uL de LB estéril fresc, de manera
que es concentran les cel-lules. Seguidament, 50 uL d’aquesta suspensié es
barregen en un tub de 1,5 mL amb 50 uL del pre-inocul de P. aeruginosa 42A2 o
47T2. Aquesta barreja de 100 uL es sembra en el centre d'una placa de LB
intentant moure-la el minim possible per tal que quedin en contacte les cél-lules
d’E. coli i les de P. aeruginosa i s'incuba a 30°C durant una nit.

Després d’una nit, es recull tot el creixement conjunt i es resuspén en 500
uL de LB estéril o de Ringer %1 (Scharlau, Espanya) esteril i es sembren aliquotes de
100 uL en plaques de LB amb l|'antibiotic corresponent per seleccionar les cel-lules
de P. aeruginosa transconjugants i alhora recombinants ja que el vector
pEx100T/inkAGmD no pot replicar-se a Pseudomonas. L'antibiotic de selecci6 és la

gentamicina (Gm), a una concentracié de 350 puL/mL.

3.5.7.3. Electroporacié de Pseudomonas

Donat que els meétodes quimics no sén massa efectius, per tal de
transformar Pseudomonas s’ha fet servir I'electroporacid, una técnica que permet la
captaci6 d’ADN per part de la soca mitjancant la permeabilitzaci6 de les
membranes, provocada per una descarrega eléctrica. El protocol que s’ha seguit en
aquest treball és una adaptacio dels protocols descrits per Smith i Iglewsky, (1989)
i per Solaiman (1998).

A partir d’un cultiu d’'una nit de la soca a transformar, es realitza un inocul

1/25 en 50 ml de LB fresc. Es deixa incubant a 30°C durant aproximadament 1
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hora o 1,5 hores, es recullen 50 ml del cultiu i es centrifuguen durant 10 minuts a
3000 xg i a 4°C. Es decanta tot el medi de cultiu i es resuspén el sediment de
cél-lules en 10 ml d’una dissolucié de sacarosa 0,3 M a 4°C. Tot seguit es realitzen
una série de rentats centrifugant repetides vegades a 3000xg durant 10 minuts a
40C, i resuspenent successivament en 0,2, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01 i 5:107° volums de
sacarosa 0,3 M mantinguda a 4°C. A continuacié, es barregen 50 pl d’aquesta
suspensié cel-lular amb 0,5-3 ul de la suspensié d’ADN que es vol incorporar, i es
deixa reposar uns minuts en gel. Posteriorment, aquesta barreja es transfereix a
cubetes d’electroporacio (préviament mantingudes en gel) de 1 mm de separacio
entre els eléctrodes (Eppendorf®, Alemanya). Finalment es procedeix a
I’electroporacié utilitzant |’aparell Electroporator 2510 (Eppendorf®, Alemanya),

seguint les condicions que es detallen en la taula 3.6.

Taula 3.6 Condicions d’electroporacié de cél-lules de Pseudomonas

Condicions d’electroporacio

- Temperatura 4°C

- Forca del camp eléctric aplicat 10 kV/cm (maxim)
- Voltatge de la descarrega 2 kV

- Resisténcia R5 (129Q)

- Duracié del pols 5 ms

Un cop realitzada la descarrega eléectrica, s’afegeix 1 ml del medi SOC
(Hanahan et al., 1991) préviament incubat a 30°C, i es barreja suaument amb
I'ajut de la micropipeta varies vegades per tal de recollir totes les cél-lules
electroporades. Tot seguit, la barreja es deixa incubant durant 2 hores a 30°C per
tal de permetre I'expressido dels gens de resisténcia als antibiotics codificats pel
plasmidi introduit. Finalment, les cel-lules electroporades es sembren en medi solid
suplementat amb els antibiotics de seleccié adients i s’incuben durant una nit a
30°C.

3.5.8. Métodes bioinformatics

3.5.8.1. Analisi de les seqiiéncies

Actualment hi ha diversos metodes per comparar i alinear seqliéncies. Els

meétodes formals permeten fer cerques complexes per determinar coincidéncies

exactes, multiplicitats, insercions i delecions, perd comporten més temps per la
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seva realitzacié. D'altra banda, utilitzar métodes aproximatius possibilita igualment
aquestes determinacions perd no garanteix trobar les millors comparacions i es
poden obviar algunes similituds significatives.

En aquest treball, I'analisi d’homologia/identitat de les seqliéncies de
nucleotids obtingudes per seqlienciacid respecte a altres seqiéncies préviament
conegudes, s’'ha dut a terme on line mitjancant el sistema BLAST (Basic Local
Alignment Tool) de I'NCBI (National Center for Biotechnology Information) (Altschul
et al., 1997; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). D’altra banda, l'alineament de
seqiéncies homologues s’ha fet utilitzant el programa ClustalW MultalignX (Higgins
et al., 1994; http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

També s’ha fet servir el programa BioEdit v.5.0.9 (Hall, 1999) per fer
diferents analisis de les seqliéncies obtingudes com la localitzacié6 de pautes de

lectura oberta o trobar patrons de restriccid, entre altres.

3.5.8.2. Disseny d’oligonucleotids

El disseny dels oligonucleotids utilitzats com a encebadors per I'amplificacié
de fragments d’ADN s’ha portat a terme mitjancant el programa Oligo Primer
Analysis Software v.6.31 (Wojciech & Rychlik, 1989-2000). Aquest calcula les
temperatures de desnaturalitzacié6 (Tm) i el percentatge d’obtencié de falsos
positius, de formacié de dimers, de zones d’autohibridacié (hairpins) i |'energia

lliure de cada un dels encebadors utilitzats (Taula 3.7).

Taula 3.7. Encebadors utilitzats en aquest treball.

Nom Seqiiéncia
(A) U58 5' GCGAATTCGATGAGTCAGAAGAAC 3'
(B) L555 BamHI 5' CGGATCC TGTCTACAGTAGCTCGTTGTTCACCAGGTCCTTG 3'
(C)u3973 BamHI 5' ACCAACTGTAGACA GGATCC GGCCGGCAACTGCGCAAGGTCAG 3'
(D) L4730 5' GGCCGAAGCTTTCAGCGTATATGC 3'
(E) U11 5'CTTCGTCTTCCGGACCATC 3'
(F)L823 5' GGAACGGACGAGGGTGCAT 3'

Els oligonucleotids s’han dissenyat a partir de zones d’homologia a extrems
dels gens codificants per la PHA sintasa i a zones internes per crear la mutacid,
sempre prenent com a referéncia el genoma seqienciat de la soca tipus P.

aeruginosa PAO1.
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3.5.9. Métodes de mutagénesi

3.5.9.1. Mutagénesi aleatoria

S’han utilitzat dues metodologies de mutagénesi aleatoria tot fent servir el
mateix métode de contraseleccid dels mutants: la mutagénesi per irradiaci6 amb

llum ultraviolada i la mutagénesi per transposicio.

3.5.9.1.1. Mutagénesi per exposiciéo controlada a llum ultraviolada

Aquesta metodologia consisteix en irradiar amb llum ultraviolada una
suspensid cel-lular bacteriana diluida en un tampd transparent (Ringer %4 en el
nostre cas) per tal d’evitar proteccié a la llum UV per elevada densitat cel-lular o pel
fet que algun nutrient absorbeixi part de les radiacions (Gerhardt et al., 1994). Les
cél-lules han de provenir d'un cultiu de 16 h crescut en medi ric com I'LB fins
arribar a la fase estacionaria (2-10°-5-10° céls/mL), moment en que es dilueixen
100 vegades en un brou fresc i es deixen créixer fins a una densitat de 2-108
cels/mL. Aquestes cél-lules bacterianes es renten per centrifugacid i es resuspenen
en el tampo6 Ringer %2 mantenint la mateixa concentracié cel-lular. A continuacid, 5
mL de la suspensié cel-lular es dipositen en una placa de Petri de vidre de 100 mm
de diametre, es col-loquen les plaques sense tapa en un agitador KS125 basic
(IKALabortchnik, Alemanya) i es realitzen les irradiacions curtes amb una lampada
UV de 15W VL-6.M (Fisher Bioblock Scientific, Espanya) a una distancia de 25 cm.
Es proven diferents temps d’irradiacio, de 5 a 15 segons, per tal de determinar la
sensibilitat del bacteri a la irradiacid, i per cada dosi d’UV es treu una aliquota de
0,1 mL que es sembra en una placa de LB per calcular la taxa de supervivencia.

Els possibles mutants produits es seleccionen per tincid lipidica dels granuls
de PHAs amb Roig Nil (Red Nile, Sigma, EEUU) i per citometria de flux (apartat
3.8.2), i es comproven per quantificacio gravimétrica de la quantitat de PHAs

produits (apartat 3.8.5).

3.5.9.1.2. Mutagénesi per insercié amb el transposoé del pUT mini-Tn5

La mutagénesi aleatoria per transposicié consisteix en la inactivacid de gens
situats a l'atzar en llocs diferents del genoma, per insercié d'un element geneétic
mobil (transposd). La transposicié es realitza utilitzant Escherichia coli S17.1 A pyr,
que conté un vector suicida pUT amb un transposé mini Tn5 (De Lorenzo, 1990).

Per comencar s’assaja la transposicio amb diferents vectors que presenten diferents
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gens de resisténcia per tal d'adaptar el sistema a P. aeruginosa, bacteri que
presenta una extraordinaria resisténcia a nombrosos antibiotics (Kiska et al.,
2003). Per tal de determinar quina concentracié d’antibiotic utilitzar com a
contraseleccié es va assajar la concentraci6 minima inhibitdria (CMI) (Hancock i
Woodruff, 1988) sobre P. aeruginosa 42A2 i 47T2 per a tres antibiotics pels que es
disposava d’un MiniTn5 amb aquesta resistencia: Cloramfenicol (Cm) pUT-Cm,
Estreptomicina (Sm) pUT-Sm i Tetraciclina (Tc) pUT-Tc (De Lorenzo, 1990).

Els minitransposons mini-Tn5 son derivats del transposdé compost Tn5. A
cada un d’aquests elements els hi falta el gen que codifica per la transposasa i
inclouen un gen que els hi confereix resisténcia a un antibiotic flanquejat per una
seqliéncia de 19 pb dels extrems I i O del Tn5. El vector de transmissio, el plasmidi
pUT (De Lorenzo et al., 1990) té un origen de replicacié depenent de la proteina ©
(derivat del plasmidi R6K), i l'origen de transferéncia oriT que deriva del plasmidi
autoconjugatiu RP4. A més a més, el plasmidi pUT conté el gen que codifica per la
transposasa, necessaria per la transposicié dels mini-Tn5. El cassette pUTmini-Tn5
és estable i presenta la capacitat de ser mobilitzable en la soca E. coli S17-1
(Apyr), ja que aquesta soca produeix la proteina m i expressa les funcions per la
conjugacié de RP4 (De Lorenzo, 1990).

Durant el procés de mutagenesi el plasmidi pUTmini-Tn5 es transfereix per
conjugacié de E. coli S17-1 (Apyr) a una altra soca no productora de la proteina mi
que per tant no pot replicar i mantenir el plasmidi (apartat 3.5.7.2.1). En aquest
cas les soques receptores van ser P. aeruginosa 42A2 i 47T2. Les cel-lules
conjugants, seleccionades per la resistencia a I|antibiotic codificada pel
minitransposd, sén necessariament mutants produits per insercié del mini-Tn5 en
algun locus del genoma de la soca receptora. L'avantatge que representa I'Us dels
minitransposons és que en no tenir codificada la transposasa generen insercions
estables (De Lorenzo, 1990).

El procediment que s’ha seguit per tal de realitzar la mutagénesi és el
proposat per De Lorenzo i col-laboradors (1990), que s’ha descrit a |'apartat de
conjugacié 3.5.3.2.1. La contraseleccié dels mutants per transposici6 es fa
mitjancant la resisténcia adquirida pel bacteri receptor en incorporar el transposo.
Entre els nombrosos mutants obtinguts és necessari fer la seleccié d’aquells

mutants que tenen afectada la produccié de PHAs.

3.5.9.2. Mutagénesi dirigida

L'estratégia seguida per a la mutagénesi dirigida es basa en la inactivacié de

gens cromosomics per recombinacié homologa amb fragments d’ADN de zones de
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la mateixa regido obtinguts per PCR. Amb aquesta metodologia és possible
deleccionar la regié génica phaCl-phaZ-phaC2, que intervé en la sintesi dels PHAs
(apartat 1.3.3.2), substituint-la mitjancant recombinacié homologa per uns
fragments d’ADN que no continguin els gens complets. Es segueix el protocol
descrit per Quénée i col-laboradors (2005).

S’amplifiquen les regions flanquejants a la regié génica phaCl-phaZ-phaC2
per PCR (apartat 3.5.2) a partir dels genomes de P. aeruginosa 42A2 i 47T2 amb
els encebadors A, B, C i D (Taula 3.7), generant dos fragments d’ADN, AD i CD,
que a la seva vegada serveixen com a motlle en una nova PCR, ara només amb els
encebadors A i D, per generar un uUnic fragment AD. Aquest fragment generat
compren una zona d’homologia a la regid6 5’ del gen phaCl de Pseudomonas
aeruginosa, una seqiéncia diana per I'enzim de restricci6 BamHI i seguidament una
segona zona d’homologia aquesta vegada amb la zona 3’ del gen phaC2 de
Pseudomonas aeruginosa.

El fragment d’ADN AD es lliga al vector de clonaci6 pGEM-TEasy ® (apartat
3.4) i es transforma en E. coli DH50 (apartat 3.1) seguint les instruccions de la
casa comercial. S’extreu novament el vector (apartats 3.5.3 i 3.5.4) i es digereix
amb I’enzim EcoRI per tal de lligar-lo al vector suicida pEX100T/ink préviament
digerit amb el mateix enzim (apartats 3.5.6.1 i 3.5.6.3).

El plasmidi obtingut pEX100TAD es transforma en E. coli DH50 (apartat
3.5.7.1), s’extreu novament i es digereix amb BamHI per tal de lligar la resisténcia
a Gm flanquejada per seqiéncies lox que ha estat extreta préviament del vector
pUCGm/ox mitjancant digestio amb el mateix enzim de restriccié (Quénée et al.,
2005).

Un cop lligat, el plasmidi aconseguit, pEX100TAloxGmloxD, es transforma en
E. coli S17.1 ) pyr, que és capag de conjugar amb P. aeruginosa. Es realitza la
conjugaci6 amb les soques P. aeruginosa 47T2 i 42A2 i es seleccionen els
transconjugants per resisténcia a Gm i sensibilitat a sacarosa (apartat 3.5.7.2.2;
Quénée et al., 2005).

Finament, pel sistema Cre-lox és possible retirar la resisténcia a Gm del
cromosoma electroporant el vector d’expressié del gen Cre pCM157 en els mutants
aconseguits. Es seleccionen els mutants que han patit I'escissié dirigida entre els
llocs de reconeixement lox, afegint Tc al medi de cultiu, per tal que pCM157
expressi Cre i es produeixi I’escissio. Es seleccionen els mutants per sensibilitat a
Gm (Quénée et al., 2005).

Per Ultim els mutants es comproven per sequenciacié (apartat 3.5.5) i per

analisi de la produccié de PHAs (apartat 3.8).
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3.6. Tecniques d’analisi de proteines

3.6.1. Fraccionament cel-lular

Per tal de dur a terme la determinacio de l'activitat lipolitica de les soques
d’interés Pseudomones aeruginosa 47T2 i 42A2 per poder comparar-les amb la soca
tipus PAO1, s’ha realitzat el fraccionament cel-lular consistent en I’‘obtencié dels
sobrenedants i els extractes cel-lulars dels cultius d’aquestes soques.

Per a lI'obtencié de les fraccions cel-lulars es centrifuga un cultiu d’'una nit
durant 10 minuts a 7500 xg i a 4°C per tal de separar les cél-lules bacterianes del
medi de cultiu liquid. Els sobrenedants obtinguts es concentren entre 30 i 50
vegades respecte el volum inicial, utilitzant Centricons de Centriplus® YM-30
(Millipore, EEUU) i seguint les instruccions que ofereix la casa comercial. Un cop
concentrats, aquests sobrenedants es conserven a 4°C fins el moment de la
determinacid de |'activitat enzimatica, sempre dins el termini d’'una setmana.

Per tal d'obtenir la fraccié intracel-lular d’aguestes cél-lules, el sediment
cel-lular dels cultius es resuspen en un volum deu vegades inferior del volum del
cultiu inicial de tampd fosfat 50 mM pH 7. Es sotmet a un procés de sonicacié per
tal de lisar les cel-lules, realitzant 4 polsos de 2 minuts a una freqiéncia de 0,9 seg
i a 50 vats de poténcia en un sonicador Labsonic 1510 (B. Braun, Alemanya). Es
centrifuguen les mostres lisades durant 10 minuts a 7500 xg per tal de separar les
restes cel-lulars, i es recupera el sobrenedant que conté |'extracte cel-lular cru de
les mostres. Aquest extracte es guarda a 4°C fins al moment de realitzar |'assaig

d’activitat, sempre dins el termini d’una setmana.

3.6.2. Valoracié de la concentracié de proteina

La determinacié de la concentracidé de proteina es realitza mitjancant |'assaig
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, EEUU), basat en |‘observacido que |'absorbancia
maxima d’una dissolucié acidificada del colorant blau brillant Coomassie G-250, que
canvia de 465 nm a 595 nm, passant del vermell al blau, quan s‘uneix de manera
proporcional amb les carregues positives de les proteines (Bradford, 1976), dins el
rang lineal de I'assaig. Donat que es tracta d’un assaig colorimétric, en augmentar
la quantitat de proteina s’incrementa la intensitat de color de la mostra. La
valoracid de la concentracié de proteina present a la mostra es fa respecte una
recta patrd realitzada amb seroalbimina bovina (BSA) (Sigma, EEUU) en un rang

de concentracié entre 0.1 i 1 mg/ml.
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3.6.3. Electroforesi SDS-PAGE

Les proteines dels sobrenedants i dels extractes crus obtinguts s’analitzen
mitjancant electroforesi en gels de poliacrilamida amb I'agent desnaturalitzant SDS
(Sodium Dodecy! Sulphate), de manera que les proteines es separen en funcié del
seu pes molecular, tal i com esta descrit per Laemmli (1970).

Abans de carregar les mostres en el gel és imprescindible afegir-hi el tampéd
de carrega 3X, aquest s’afegeix abans d’un tractament previ d’ebullicid: es fan
incubacions d'1, 2, 5i 10 minuts a 100°C per desfer possibles agregats proteics i
facilitar aixi la formacié de micel-les proteiques per a la separacié electroforética.
L'electroforesi es porta a terme en una cubeta Mini-proteanlIl (Bio-Rad, EEUU), a

75 volts pel gel d’'empaquetament i a 100 volts pel gel separador (Taula 3.8 i 3.9).

Taula 3.8. Composicié dels gels de separacio i empaquetament per I'electroforesi SDS-Page.

Gel de separacio (10%)

Tampd de separacid 3,2 ml
Dissolucié d’acrilamida-bisacrilamida (30%) 4 ml
Aigua bidestil-lada 4,8 ml
APS (Persulfat amonic, Bio-Rad, EEUU) 10% 60 ul
TEMED (N,N,N'N'-Tetrametiletilendiamina, Bio-Rad, EEUU) 10 pl

Gel d’empaquetament (6%)

Tampd d’empaquetament 1,3 ml
Dissolucié d’acrilamida-bisacrilamida (30%) 0,84 ml
Aigua bidestil-lada 2,8 ml
APS 10% 35l
TEMED 10 ul

Un cop finalitzada l'electroforesi, es tenyeix el gel durant 1 hora en una
dissolucié de Blau de Coomassie R-250 (taula 3.8) i posteriorment es destenyeix
amb acid acetic al 10% amb agitaciéo suau utilitzant un agitador Polymax 1040
(Heidolph, Alemanya), fins observar la presencia de bandes de proteina en el gel. El
pes molecular de les proteines es determina mitjancant comparacié amb uns

marcadors de pes molecular en el rang de 200-6 kDa (Bio-Rad, EEUU).
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Taula 3.9. Composicié de les dissolucions utilitzades en I’analisi de proteines.

30 g d’acrilamida (Bio-Rad, EEUU)

, 0,8 g de bisacrilamida (Bio-Rad, EEUU)
Dissolucio d’acrilamida-bisacrilamida (30%)
Enrasar a 100 ml amb aigua bidestil-lada

Filtrar i guardar a 4°C protegit de la llum

Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 (Roche, Suissa)

Tampo de separacid
SDS (Merck, Alemanya) 0,4%

Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

Tampo d’empaquetament
SDS 0,4%

Tris 0,25M
Tampo d’electroforesi 10x Glicina (Bio-Rad, EEUU) 1,92 M
SDS 1%

Glicerol (Panreac, Espanya) 15%
B-mercaptoetanol (Sigma, EEUU) 7,5%
Tampo de carrega 3x SDS (Merck, Alemanya) 3,45%

Tris-HCl 93,7 mM, pH 6,8

Blau de bromofenol (Bio-Rad, EEUU) 0,15%

Blau Brillant de Coomassie R-250 (Sigma)
’ ] 0,05%

Dissolucio de tincio v " .
Acid acetic glacial (Panreac, Espanya) 10%

Isopropanol (Merck, Alemanya, ) 25%

3.6.4. Deteccio de I’activitat lipolitica

Per tal de valorar |'activitat lipasa dels extractes crus i els sobrenedants
obtinguts en el present treball, es realitzen una série de proves tan qualitatives com

quantitatives.

3.6.4.1. Deteccié qualitativa d’activitat amb derivats de la 4-metil-
umbeliferona (MUF)

3.6.4.1.1. Activitat sobre paper de filtre

L'activitat lipolitica de les suspensions cel-lulars i dels sobrenedants
obtinguts s’analitza sobre paper de filtre seguint el métode descrit per Diaz et al.
(1999). Aquest métode consisteix en aplicar sobre paper de filtre una aliquota de
5ul de MUF-Butirat 25 mM dissolt en etilenglicol-monometiléter (EGME, Merck,
Alemanya). Al damunt d’aquest substrat s’afegeixen 5ul de la mostra a assajar i de
manera immediata s’observa |'aparicié de fluorescéncia mitjangant transil-luminacié

amb llum ultraviolada (Image Master, EEUU) degut a l'activitat lipasa que allibera el
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compost fluorescent 4-metilumbeliferona (MUF). Les mostres assajades amb aquest

procediment normalment sén suspensions en tampé fosfat 50 mM pH 7.

3.6.4.1.2. Analisis zimografiques

L'activitat lipolitica de les proteines separades per SDS-PAGE, es detecta
mitjancant analisis zimografiques abans de la tincid proteica amb Blau de
Coomassie, seguint el protocol préviament descrit per Diaz et al. (1999) i modificat
per Prim et al. (2003). Després de la separacio electroforetica, els gels s‘incuben en
una dissolucié de Triton X-100® al 2,5% durant 30 minuts a temperatura ambient,
posteriorment es renten dues vegades amb tampd fosfat 50 mM a pH 7 (20 minuts)
i es cobreixen amb una dissolucié de MUF-butirat 100 uM en el mateix tampé. Les
bandes de proteines amb activitat lipasa es poden detectar després d’una breu
incubaci6 a temperatura ambient (5-15 minuts), de la mateixa manera que
I’activitat sobre paper de filtre, mitjancant transil-luminacié amb Ilum ultraviolada
(Image Master, EEUU) per l'aparicié de fluorescéncia deguda a l'alliberament de la
4-metilumbeliferona (MUF).

3.6.4.2. Deteccié quantitativa d’activitat lipasa amb derivats del p-
Nitrofenil (p-NP)

L'activitat lipolitica es pot quantificar sobre diversos substrats lipidics
derivats del p-NP (p-Nitrofenil), utilitzant el protocol descrit per Ruiz et al. (2005),
adaptat del previament descrit per Prim et al. (2000, 2003). Es tracta d’'un metode
senzill, rapid i sensible per a la deteccié d’activitat lipolitica d'una gran quantitat de
mostres al mateix temps.

Es prepara el substrat (derivat del p-NP com ara el p-NP-butirat, p-NP-
caprilat, entre altres) a una concentracié de 20 mM en isopropanol i es dissol amb
I'ajut d’'un bany d‘ultrasons (Sonica ultrasonidos S.L., Espafia), sonicant durant 3
minuts seguits. Després, es prepara una dilucid 1:10 (v/v) d’aquest substrat en
tampd fosfat-Triton X-100® (55,56 mM de tampd fosfat pH 7 i 1,33% (v/v) de
Triton X-100®), s’homogeneitza i es dosifiquen aliquotes de 50 ul d’aquesta barreja
en una placa microtiter. La placa s’incuba durant 15 minuts a la temperatura
d’assaig (normalment 37°C) i després d’aquesta pre-incubacid, s’afegeixen 50 ul de
la mostra (dissolucié d’extracte cru o sobrenedant preparats en tampd fosfat 50
mM pH 7 i préviament incubats a 37°C durant 15 minuts), obtenint aixi la reaccid

en un volum final de 100 pl. Aquesta barreja de reaccié s’incuba durant 15-30
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minuts a la temperatura d’assaig i es mesura |’'absorbancia de cada pou de la placa
microtiter a A=405 nm en un lector de plaques (BIO-RAD Model 3550).

Les concentracions finals dels diferents components en cada pouet de la
placa microtiter sén: p-NP, 1 mM; isopropanol, 5%; Triton X-100®, 0,6%; tampd
fosfat pH 7, 50 mM i mostra a assajar entre 0 i 2,5 mg/ml. En aquest cas, una
unitat d’activitat (U) es defineix com la quantitat d’enzim necessari per alliberar 1

umol de p-NP per minut sota les condicions d’assaig descrites.

3.6.4.3. Estudi del rang de substrats

El rang de substrats de les fraccions cel:lulars es determina mitjangant
I'assaig colorimeétric descrit en I'apartat anterior. S’utilitzen una serie de derivats del
p-NP esterificats a un acid gras de diferent llargada de cadena: p-NP-butirat (Cy4),
p-NP-valerat (Cs), p-NP-caproat (Cg), p-NP-caprilat (Cg), p-NP-caprat (Cyo), p-NP-
laurat (Cy,), p-NP-palmitat (Cy6) i p-NP-estearat (Cig). Les condicions d’assaig sén
les mateixes que en el cas anterior, pero utilitzant una concentracié final de
substrat de 0,5 mM.

3.6.4.4. Determinacio de la temperatura optima

La determinacié de la temperatura optima de les fraccions es realitza
mitjancant una adaptacio de l'assaig colorimeétric descrit anteriorment a |'apartat
3.6.4.2. S’incuba la barreja de reaccié durant 30 minuts en diferents banys a
temperatures entre 4 i 60°C. Pero, a diferencia de |'assaig colorimeétric descrit, les
incubacions es realitzen en tubs d’1,5 mL (Eppendorf®, Alemanya). Seguidament
els tubs es submergeixen en gel per tal d’aturar la reaccié i es mantenen en gel en
tot moment fins I’'hora de passar-les a les plaques microtiter per realitzar la lectura
de l'absorbancia amb el lector de plaques i enregistrar |'activitat residual de la

reaccié a cada una de les temperatures assajades.
3.6.4.5. Determinacio del pH optim

Per tal de realitzar la determinacié del pH optim de les fraccions s’adapta
novament |’assaig colorimétric anteriorment descrit. Els tampons utilitzats soén:

citrat 50 mM (pH 3-4), succinat 50 mM (pH 4-6), fosfat sodic 50 mM (pH 6-7), tris-
HCI 50 mM (pH 7-9) i glicina sodica 50 mM (pH 9-12).

70



Materials i Métodes

La barreja de reaccio final s'incuba durant 30 minuts en cadascun dels pHs i
després es determina l'activitat residual a partir del registre de I’'absorbancia a 405

nm amb el lector de plaques.

3.6.4.6. Analisi de la termoestabilitat

Pels assajos de termoestabilitat, les dilucions de les fraccions amb activitat
enzimatica preparades en tampd fosfat 50 mM (pH 7) s’incuben de 0 a 24h hores
en banys a les seglients temperatures (°C): 4, 20, 30, 40, 50 i 60 (adaptat de Prim
et al., 2000) i s'extreu una aliquota abans de comencar el tractament térmic, una
altra passada una hora, a les dues hores, a les 4 hores i per ultim es pren una
darrera mostra a les 24h per tal de mesurar |'activitat residual. L'assaig es realitza
a la temperatura i pH optims trobats per les fraccions i s’analitza I'activitat lipolitica

segons el métode colorimeétric descrit anteriorment.

3.6.4.7. Analisi de l'estabilitat a diferents pHs

Pels assajos d’estabilitat de I'enzim en diferents pHs, es preparen dilucions
de les fraccions amb activitat lipolitica en els seglents tampons: citrat (pH 3-4),
succinat (pH 4-6), fosfat sodic (pH 6-7), tris-HCI (pH 7-9), glicina sodica (pH 9-10)
i s'incuben durant una hora (Prim et al., 2000) a temperatura ambient. Passat
aquest temps, per realitzar |'assaig s’utilitza una aliquota de les dilucions de les
fraccions i es mesura l'activitat lipolitica residual a la temperatura i pH Optims

d’activitat determinats préviament.

3.7. Seguiment i determinacio del creixement cel-lular

Per tal d’analitzar la produccié de polihidroxialcanoats (PHA), ramnolipids
(Rhls) i acids grassos hidroxilats (AG-OH) al llarg del temps en cultius de les soques
parentals Pseudomonas aeruginosa 47T2 i 42A2 i dels seus respectius mutants
negatius per la produccié de PHAs, és necessari avaluar el creixement dels cultius
mitjancant el seguiment d’‘alguns parametres basics com ara la biomassa i/o la

proteina, el pH i el nitrogen residual.

3.7.1. Quantificacié de la biomassa

En general, la biomassa dels cultius bacterians es determina per

espectrometria, a través del registre de I'absorbancia a 600 o 450nm. Pel que fa a
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la biomassa cel-lular, aquesta es quantifica pel pes sec de les cél-lules d'una
aliquota de 5 mL de cultiu tractada durant 24h a 100°C (Abalos, 2001).

3.7.2. Quantificacio de proteina en cultiu

La determinacidé de proteines cel-lulars pel seguiment dels cultius s’ha dut a
terme sobre aliquotes d’1 mL presses cada 24h dels cultius mitjancant el métode
espectrofotomeétric de Lowry modificat per Hartree (Hartree, 1972) que es basa en

la reacci6 de Folin.

3.7.3. Determinacio del pH

Es mesura en un potenciometre (Radiometer, pHmeter 28) el pH del
sobrenedant dels cultius resultant de la centrifugacié a 7500 xg a 15°C durant 20

minuts, d’aliquotes de 5 mL presses cada 24h de cultiu.

3.7.4. Determinacio de nitrats i nitrits

La valoracié de NaNOs i NaNO, residuals als cultius s’ha portat a terme
respectivament amb els Kits colorimétrics Aquamerck 8032 i Aquamerck 11118
(Merck).

3.8. Analisi qualitativa i quantitativa dels PHAs

3.8.1. Observacio microscopica dels granuls de PHAs

Per tal d’'observar de manera directa les inclusions lipidiques de PHAs amb el
microscopi optic de fluorescéncia, es fa servir la tincié dels lipids cel-lulars amb
Roig Nil (Red Nile, Sigma, EEUU). Aixi, s’observa |'acumulacié intracel-lular dels
granuls de PHAs (Spiekermann et al., 1999).

Per tal de portar a terme la tincid s'empra una aliquota de 2 mL de cultiu
liquid o bé es resuspenen 4 coldonies d'un cultiu en placa en 2 mL de Ringer 4
(Scharlau, Espanya), es col-loquen dins un tub eppendorf® (Alemanya) i
s’afegeixen dues gotes d’una dissolucié mare del reactiu de Roig Nil (0,25 mg/mL
DMSO). Seguidament s’agita amb el vortex i es centrifuga 5 minuts a 4°C i 14000
rpm. Es decanta el sobrenedant i es renta la biomassa amb 2 mL de MgCl, (10 mM)
per eliminar l'excedent de Roig Nil. Es torna a centrifugar en les mateixes

condicions i el sediment es resuspén en 1 mL de MgCl, (10 mM). Finalment, les
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mostres s’observen al microscopi oOptic d’epifluorescéncia (BX-40 Olympus,
Alemanya) utilitzant filtres per fluorescéncia vermella (excitaci6 a 515-560 nm;

emissio major que 590 nm).

Un altre métode per la deteccié de la preséncia o abséncia d’inclusions
lipidiques de PHAs consisteix en utilitzar técniques de microscopia electronica de
transmissio (MET). Mitjancant aquesta técnica es poden observar els granuls de
PHA processant les cél-lules de diferent manera sense la necessitat de tenyir les
inclusions amb RN. Donat que les inclusions lipidiques sén intracel-lulars, per la
observacié d'aquestes cal fixar, tenyir i sotmetre les cél-lules a talls ultrafins que
deixin en evidencia l'interior cel-lular.

La fixacié de la mostra es realitza sobre 1 mL de cultiu al qual s’hi addiciona
1 mL de gluteraldehid (5%) doblement concentrat en tampd fosfat (0,2 M), deixant
la mostra i el fixador en contacte durant 10 minuts. Transcorregut aquest temps, es
centrifuga suaument a 1000-2000 rpm a 4°C durant 5 minuts, tot evitant la lisi
cel-lular. Es decanta el sobrenedant i es resuspéen la biomassa novament en
glutaraldehid perd ara a un 2,5% (gluteraldehid 5% + tampd fosfat 0,1 M).
Aquesta operacié es repeteix fins a tres vegades i a I'Gltim procés de fixacio es
deixa la biomassa dues hores en contacte amb el fixador (2,5%) com a minim.
Seguidament es procedeix a fer rentats amb tampo fosfat (0,1 M), deixant la
biomassa en contacte amb el tampd durant 10 minuts i centrifugant de la mateixa
manera. El sobrenedant es decanta i es repeteix el procés fins a quatre vegades.

La tincid es realitza addicionant a la mostra fixada una dissolucié d'un 1%
d’'0s0, i 0,8% de KsFe(CN)g fins a cobrir totalment la biomassa i deixant-la en gel
durant 2 hores coberta amb paper d‘alumini. Passat el temps de tincid, es
centrifuga la suspensio, es decanta el sobrenedant i es renten les cel-lules quatre
vegades amb una dissolucié tamp¢ fosfat (0,1M).

Finalment, les cel-lules tenyides s’inclouen en agar pur (Difco, EEUU) al
2,5% mitjancant el métode de la bombolla i es deshidraten emprant un gradient
creixent d’acetona pura anhidra (del 50 fins al 100%). S’inclouen les mostres en
reina Spurr (casa comercial) i es deixa polimeritzar durant 48 hores a 60°C (Spurr,
1969). Seguidament es realitzen talls ultrafins (30-90 nm) amb una fulla de
diamant (Diatome, Suissa) en un Ultramicrotom Ultracut FC4E (Reichert-Jung
(LEICA), Alemanya). Es col-loquen els talls en reixetes de coure i s’aplica acetat
d’uranil durat 30 minuts.

Els talls ultrafins tenyits s’han observat en un microscopi electronic de

transmissié Phillips EM 301 (Holanda) amb un voltatge d’acceleracié de 60 kV, i les

73



Materials i Métodes

imatges s’adquireixen amb una camera Megaview III i un programa de digitalitzacié

d'imatges (SoftImaging).

3.8.2. Determinacio citométrica de cel-lules productores de PHAs

La citometria de flux és una técnica destinada a la deteccié de components o
caracteristiques estructurals de les cél-lules, fonamentalment mitjangant métodes
optics. Tot i que les mesures son realitzades sobre cél-lules individuals i per unitat
de temps, aquesta técnica permet processar milers de cél-lules en pocs segons. La
citometria de flux es pot utilitzar per I'analisi dels diferents tipus cel-lulars en una
barreja o suspensid, en base a la particularitat que els diferents tipus cel-lulars es
poden distingir mitjangant quantificaci6 de les caracteristiques estructurals i de
mida (Herzenberg et al., 2002).

En el moment de realitzar les mesures en el citometre de flux, les cél-lules
han d’estar en suspensio cel-lular i en forma de cél-lula Unica. Se les obliga a passar
alineades una a una davant del feix de laser mitjancant un flux continu, a mode
d’'un corrent prim de la suspensié cel-lular. Si tenyim les cél-lules amb un colorant
fluorescent, cada cél-lula, a la vegada que dispersa la llum, emet fluorescéncia com
a conseqliéncia de l'excitacio laser a la que es veu sotmesa (en el nostre cas el
colorant amb el que tenyim les cél:lules és el colorant lipidic Roig Nil (RN) (Vidal-
Mas et al., 2001)). Els parametres que tipicament es mesuren de forma simultania

per a cada cél-lula sén (Huerta et al., 2006):

1. Dispersio frontal de la llum a 2° FS (forward scatter), valor proporcional a la
mida cel-lular.

2. Dispersié de la llum ortogonal SS (side scatter), proporcional a la quantitat
d’estructures granulars o la complexitat de la cel-lula.

3. Intensitats de fluorescéncia a diferents longituds d’ona.

La dispersié de la llum per si mateixa resulta ser de bastant utilitat.
Normalment s’utilitza aquest parametre per a I|'exclusi6 de cel-lules mortes,
agregats cel-lulars, restes cel-lulars, aixi com per reduir el soroll de fons en la
mesura de la fluorescéncia.

Convencionalment, les intensitats de fluorescéncia es determinen a diferents
longituds d’ona i de manera simultania per cada una de les cél-lules, fet pel qual es
poden fer servir diverses sondes fluorescents (fluorocroms).

Mitjangcant la tecnica de conjugaci6 amb fluorocroms es poden analitzar
mitjancant sondes fluorescents especifiques diferents tipus de components

intracel-lulars. El Roig Nil és un colorant lipofilic que tenyeix els lipids intracel-lulars
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i és intensament fluorescent. S’excita a 485 nm, emet a 525 nm i es fa servir per
tenyir el contingut lipidic cel-lular, permetent estudis de poblacions productores o
no de PHAs (Vidal-Mas et al., 2001). De manera que aquesta técnica ens pot servir
com a metode de discriminacié de les cél-lules recombinants i possibles mutants
negatius per la produccié de PHAs de Pseudomonas aeruginosa 47T2 i 42A2. Les
analisis citomeétriques s’han realitzat als Serveis Cientific Técnics de la Universitat
de Barcelona amb el citometre de flux Cytomics FC500 MPL (Beckman Coulter,
EEUU).

3.8.3. Extraccio i purificacio dels PHAs

Per tal de poder quantificar i caracteritzar els polimers de PHAs és necessari
processar abans les mostres. Aixi, la biomassa obtinguda de cultius de 24, 48, 72 i
96 hores en medi minim amb oli de fregits (50% oliva: 50% gira-sol) com a font de
carboni, es fracciona mitjancant liofilitzacié per obtenir el material cel-lular, per
després procedir a la purificacié dels PHAs per precipitacié en metanol fred.

Donat que els PHAs s'acumulen en granuls intracel-lulars, la mostra a
processar és el sediment de cél-lules resultant de la centrifugacié del cultiu a 7500
Xg a 4°C durant 20 minuts en una centrifuga Centrikon T-124 (Kontron, Italia).
Seguidament es realitzen una série de rentats d’aquesta biomassa amb aigua o una
barreja aigua/hexa (9:1, v/v) en cas que quedi oli i sigui necessari. Un cop la
biomassa és neta es dissol en un volum minim d‘aigua destil-lada i es congela a -
200C. Les mostres congelades es liofilitzen a -50°C i 10 mbar de pressié en un
liofilitzador Cryodos-50 (Telstar, Espanya).

Seguidament s’extreu el polimer del liofilitzat amb cloroform i amb
temperatura creixent, seguint el metode descrit per Valentin et al. (2000). Per fer-
ho es reparteix la biomassa liofilitzada en tubs de vidre Pyrex® amb tap de rosca de
16 mm d’amplada per 160 mm d’algada (Vivi Sterilin Ltd, Anglaterra) i s’afegeix
cloroform (aproximadament uns 10 mL de cloroform per cada 0,2 g de ceél-lules
liofilitzades). S'incuben a 80°C en un bloc térmic (Boeckel Scientific, EEUU) durant
3 hores. Passat el temps d’extraccid, es deixa refredar i es filtra amb paper de
cel-lulosa, eliminant aixi les restes cel-lulars. El filtrat es concentra a sequedat al
rotavapor (Rotavapor-R, Blichi, Suissa) a 50°C i 600 mm Hg.

Els polimers de PHAs retinguts al filtrat sén purificats per precipitacido en
metanol i fred (-20°C). El concentrat de polimers es resuspén en la minima
quantitat de cloroform i s’addiciona aquesta dissolucié de polimers/CHCl; gota a
gota sobre el metanol fred en un bald de vidre i en agitacié (la relaci6 CHCIls/MeOH

és > 1/10 (v/v)). Els polimers purificats queden precipitats al fons del bald.
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Seguidament es decanta el metanol, i es renten els PHAs precipitats amb metanol
fred (Huijberts et al., 1992). Finalment, els PHAs purificats s’assequen en una
estufa al buit a 30°C i 30 mbar de pressiéo durant 24h, o bé sota corrent de N,
(Carburos Metalicos, Espanya). Els polimers purificats s’han d’emmagatzemar sota
atmosfera inert (N,;) a -20°C abans de procedir a la seva quantificacid i

caracteritzacio.

3.8.4. Analisi dels PHAs per Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

En aquest treball s’utilitza la Ressonancia Magneética Nuclear per comprovar
la preséncia o abséncia de PHAs a les possibles soques mutants defectives per la
produccié6 de PHAs. Pero la RMN ens pot arribar a donar també informacid
estructural dels polimers de PHAs (Serafim et al., 2002).

Per tal de portar a terme I'assaig monodimensional d’un proté *H-RMN de les
mostres de PHAs purificades, es dissolen 10 mg de cada polimer purificat en 0,7 mL
de cloroform deuterat (CDCLs), emprant tetrametilsila (TMS) com a substancia de
referéncia.

Per dur a terme aquestes analisis s’'ha emprat I'equip Mercury-400F (400
MHz, Facultat de Farmacia, SCT-UB) del Servei de Ressonancia dels Serveis
Cientificotécnics de la Universitat de Barcelona. Els espectres d'RMN obtinguts pels
diferents polimers produits per cadascuna de les soques analitzades s’han processat
emprant els softwares XWin32 (StarNet Cominications Corp., EEUU) i MestRec
(Mestrelab Research S.L., EEUU).

3.8.5. Quantificacio gravimetrica de PHAs

S’ha realitzat la quantificacié gravimetrica de la produccié de PHAs en les
soques mutants i parentals de P. aeruginosa 42A2 i 4772, realitzant extraccions
dels polimers en tubs de vidre amb tap hermeétic, tal i com descriuen Valentin et al.
(2000).

Partint d‘un volum conegut de cultiu cel-lular (50 mL de cultiu), es recullen
les cél-lules per centrifugacié a 7500 g, a 4°C, durant 15 minuts (Centricon t-124,
Suissa). El sobrenedant es reserva per l'analisi dels ramnolipids, mentre que les
cel-lules del sediment es renten dues vegades amb aigua destil-lada. Un cop
rentades, es resuspenen en el minim volum d’aigua destil-lada, es congelen a -20°C
durant 24 h i es liofilitzen amb el liofilitzador Cryodos (Telstar, Espanya) a -40°C i

1072 mbars de pressié.
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La extraccié es realitza seguint el protocol de l'apartat 3.8.3 descrit per
Valentin et al. (2000) i a continuacié s’eliminen les restes de dissolvent assecant
sota corrent de N, (Carburos metalicos, Espanya).

Finalment es determina la quantitat de PHAs gravimeétricament. El pes del
vial amb el producte menys la tara del vial reflecteix el pes del producte (mg), que

dividit pel volum de cultiu (50 mL), ens ddéna el valor de la concentracié de PHAs en
g/L.

3.9. Analisi qualitativa i quantitativa dels Rhis

3.9.1. Obtencié i purificacié de Rhls

La soca Pseudomonas aeruginosa 47T2 produeix ramnolipids i els secreta al
medi extracel-lular (Haba et al., 1999). Per tal d’estudiar les propietats dels seus
ramnolipids, primer es recuperen els sobrenedants del cultius per centrifugacié en
una centrifuga Centrikon T-124 (Kontron, Italia) a 7500 xg durant 20 minuts. Un
cop separats els sobrenedants és necessari reduir el volum de treball per fer la
purificaci6 dels ramnolipids; per aix0 es realitza una extraccid6 mitjancant
precipitacid acida tenint en compte la preséncia del grup carboxil en les molécules
de ramnolipids. Aixi el sobrenedant obtingut s’acidifica amb acid sulfluric concentrat
fins a pH 1-2 aproximadament. La dissolucié acidificada es conserva a 4°C durant
24 hores i el precipitat, constituit majoritariament pels ramnolipids, es recupera per
centrifugacié (7500 g, 20 minuts, 15°C) i es renta diverses vegades amb aigua
destil-lada acidificada amb acid sulfuric concentrat (Abalos, 2001).

La purificacié que s’ha dut a terme en aquest treball és una modificaci6 del
metode descrit per Reiling (Reiling et al., 1986), que utilitza una columna
d’adsorcié cromatografica. Per seguir aquest métode s‘'omple una columna de vidre
amb Amberlita XAD-2 (Sigma, EEUU) dissolta en un volum conegut d’aigua
destil-lada. Es deixa el temps suficient per a que |'amberlita es compacti i la
columna s’empaqueti i després es procedeix a extreure l'aigua sobrant, de manera
que es pugui coneixer el volum mort del sistema. A continuacié es carrega la
columna amb una dissolucié de NaOH 1M fins arribar a un pH de 14, condicions que
afavoreixen la ionitzacié de I'’Amberlita XAD-2. A continuacié es renta la columna
amb aigua destil-lada a pH 6.1 i després es tampona amb tampo fosfat a pH 6.1. i
es deixa preparada per la cromatografia.

El volum resultant de la precipitacié acida dels sobrenedants es porta a un

pH de 6,1 i es diposita en la columna d’adsorcié d’Amberlita XAD-2 preparada com
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s’ha descrit per fer-lo correr i seguidament eluir els Rhls retinguts per I'amberlita

amb metanol (100%).

3.9.2. Analisi qualitativa dels diversos components dels Rhis

La identificacié dels components dels tensioactius produits per P. aeruginosa
47T2 permet fer un seguiment del procés d’extraccidé i una quantificacié relativa

dels diferents components d’aquests tensioactius.

3.9.2.1. Identificacié per cromatografia en capa fina dels components

lipidics i sucres dels sobrenedants

La cromatografia en capa fina (TLC: thin layer chromatography), s'ha usat
com a técnica qualitativa, ja que és una forma simple i rapida d’obtenir informacio
del perfil de la composicidé de |'extracte organic dels sobrenedants dels cultius.
També contribueix a la determinacié de les condicions oOptimes per realitzar la
separacié dels diferents compostos de les mostres. Es una técnica de cromatografia
liquid-solid o d’adsorcié plana per determinar i separar els diferents components
d’un extracte organic (Christie, 2003).

Les TLCs s’han realitzat en cromatoplaques AL TLC de silicagel G60 de 0,25
mm de gruix i de 20 x 20 cm de mida (Merck, Alemanya). Primerament, cal activar
les plagques uns 30 minuts introduint-les en una estufa a 100°C embolicades en
paper d‘alumini. A continuacié s’apliquen les diferents mostres per contacte amb la
placa mitjancant un tub capil-lar que conté cadascuna de les mostres préviament
dissoltes en un dissolvent organic. Un cop el dissolvent de la mostra aplicada s'ha
evaporat i assecat, la placa es col:loca verticalment en un tanc de vidre tancat i
saturat amb els vapors de la mescla de dissolvents que conformen la fase mobil.
Com a fase mobil sha utilitzat la seglient mescla de dissolvents:
cloroform:metanol:acid acétic en proporcions 65:35:5. Seguidament s’ha procedit
al desenvolupament de la cromatografia i un cop el dissolvent ha superat dues
terceres parts de la placa, es retira del tanc i s’asseca.

Per al revelat per nebulitzacié de les plaques s’han utilitzat dos reveladors
diferents:

- Acid fosfomolibdic: s’obté diluint acid fosfomolibdic (Fluka, Suissa) al 10%
en etanol absolut (Panreac, Espanya). Un cop nebulitzada la placa s’escalfa amb un
assecador de ma i s’observa I|'aparici6 de taques de color blau-verd fosc

corresponents als diferents compostos (Christie, 2003).
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- Reactiu de Molish: s’obté diluint a-naftol en etanol al 15 % i barrejant 21
ml d’aquesta dissolucié amb 13 ml de H,SO, i 81 ml d’etanol absolut. Un cop
nebulitzada la placa s’escalfa amb un assecador de ma i s’‘observa |'aparicié de
taques de color marrd rosat corresponents als diferents compostos (Nicky et al.,
2005).

3.9.2.2. Identificacié de I'’extracte de Rhis per cromatografia liquida d’alta
resolucidé i espectrometria de masses (HPLC/EM)

Per tal d'identificar els diferents ramnolipids que constitueixen els
tensioactius produits per P. aeruginosa 47T2 es fa servir la técnica cromatografica
HPLC/ESI-MS (Cromatografia liquida d’alta resolucié/Ionitzacié per ElectroSpray -
Espectrometria de Masses) (Déziel et al., 1999).

A partir d’'una dissolucio a 10 mg/ml dels Rhls purificats, en metanol grau
HPLC s’han analitzat 10 ul en un HPLC Waters 2690 acoblat a un detector de
masses. La separacié cromatografica en mode de fase revessa (la fase mobil és
més polar que la estacionaria) s’ha dut a terme en les seglients condicions (Haba et
al., 2003): columna C;s (Spherisorb ODS2) de 150 x 4,6 mm i 0,5 um de ¢
(Teknochroma, Espanya); fase mobil: Acetonitril/aigua (AcN/H,0) amb un 0,1 %
(v/v) d’acid acétic en cada dissolvent; gradient de fase mobil: es va iniciar amb un
30% de AcN durant 2 minuts, incrementant-se la concentracié d’AcN fins al 100 %
en 30 minuts i mantenint aquesta concentracié durant 5 minuts; velocitat de flux: 1
ml/minut; sistema de split: 1:50. Per I'elucié total de la mostra s’addicionen, un cop
acabat el recorregut, 200 ul/minut d’acetona a través d’'una bomba de xeringa
Phoenix 20. La fase mobil i I'acetona es mesclen en una valvula T (Valco).

L'espectre de masses s’ha obtingut en un quadrupol VG Platform II
(Micromass, Anglaterra) proveit d'una font d’electrospray. Les condicions de
I'electrospray han estat: mode Electrospray negatiu (N-ES); assecat amb nitrogen a
100°C; introduccié al capil-lar a una velocitat de flux de 400 L/h; potencial aplicat
al capil-lar: -3.5 KV; voltatge d’extraccié de -35 V per la deteccié de les molécules,
i —80 V per la visualitzacié de possibles fragmentacions (Déziel et al., 1999). Les
dades espectrals han estat obtingudes en un escaneig de masses des de m/z 100 a
750. La integracio dels pics s’obté utilitzant el software MassLynx (Waters Corp.,
EEUU).
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3.9.3. Determinacié quantitativa dels Rhls

La quantificacio de ramnolipids s’ha fet de manera indirecta quantificant per
Espectroscopia d’Absorciéo Molecular la quantitat de ramnosa dels sobrenedants de
les soques de P. aeruginosa motiu d’estudi d'aquest treball. Per determinar la
quantitat de ramnosa s’ha fet servir el métode espectrofotométric de
desenvolupament de color amb recta de calibratge com a procediment de calcul.
S’ha fet servir un banc de dilucions de ramnosa com a patrd, amb concentracions
que van de 0 a 40 ug/mL (Chandrasekaran et al., 1980).

Les mostres emprades per determinar la concentraci6 de ramnosa son
fraccions de sobrenedants resultants de la centrifugacié a 7500 g, a 4°C, durant 15
minuts dels cultius de P. aeruginosa, tant de les soques parentals com dels clons
recombinants mutants per la producci6 de PHAs. El protocol seguit per la
guantificaci6 de ramnosa en les mostres és el segient: es barreja 1 mL de
sobrenedant amb 4,5 mL de la dissolucié A (6 mL d’acid sulfuric concentrat i 1 mL
d’aigua destil-lada). Aquesta barreja es deixa uns 10 minuts en un bany d‘aigua a
100°C, es refreda en aigua freda i se li afegeixen 0,1 mL de la dissolucié B (0,1 mL
d’acid tioglicolic en 2,9 mL d’aigua destil-lada), es manté 3 hores en foscor total a
temperatura ambient i després s’enregistra |'absorbancia amb I’'espectrofotometre a
400 i 430 nm i es calcula la diferéncia entre aquestes dues longituds d’ona, sempre
usant un blanc com a referéncia. Les dues mesures sdn necessaries ja que la 6-
deoxihexosa (ramnosa) té molt baixa absorbancia comparada amb I'hexosa quan es
valora a 430 nm, aixi amb la lectura a 400 nm es pot fer la correccié per la
preséencia d‘altres sucres. Els valors obtinguts a I'espectrofotometre es
substitueixen a la recta patrd i s'obté la concentracié de ramnosa de cada mostra.

El contingut en ramnolipids es calcula multiplicant el contingut de ramnosa
pel factor 3, factor que representa la correlacié ramnolipid/ramnosa (Itoh et al.,
1971).

3.10. Determinacié dels parametres fisicoquimics dels Rhis
La caracteritzacié fisico-quimica dels Rhls s’ha realitzat determinant els
seglients parametres: tensio superficial (yrs), concentracié micel-lar critica (CMC),

solubilitat en diferents solvents, emulsificacid (E), i realitzant diagrames ternaris

de fases amb 4 olis diferents.
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3.10.1. Determinacio de la tensioé superficial

Per tal de determinar la tensio superficial (TS) dels sobrenedants resultants
de la centrifugacié dels cultiu de Pseudomonas aeruginosa en una centrifuga
Centrikon T-124 (Kontron, Italia) a 7500 xg durant 15 minuts, s’utilitza el métode
De Néuy de l'anell (Zajic et al., 1984). Aquest metode consisteix en omplir un
cristal-litzador amb 25 ml de mostra i deixar-lo estabilitzar durant 3 hores. A
continuacio situar el cristal-litzador al suport del tensiometre (Kriiss K9, Finlandia,
Figura 3.1), ajustar I'aparell a zero i introduir completament I'anell del tensiometre
al liquid problema. El valor de la tensid superficial maxima obtinguda es determina
enretirant lentament I'anell del liquid de manera que aquest no es separi
bruscament de la superficie lliure del liquid. Amb aquest métode es determina la
forca necessaria per separar un anell de plati de la superficie d’un liquid. L'anell ha
de tenir un angle de contacte 0 sobre la superficie del liquid problema i és essencial
que reposi sobre una superficie tranquil-la, per aixd les mostres es deixen

estabilitzant durant 3 hores dins dels cristal:litzadors abans de fer la mesura.

i 1}

Figura 3.1. Tensiometre Kriiss K9 a l'esquerra i detall de l'anell i sobrenedant en un

cristal-litzador a la dreta.

Per tal de calibrar I'aparell s’ha de tenir en compte el valor de referéncia de
tensié superficial de I'aigua destil-lada (72 mN/m a 25°C). Tot el material de vidre
utilitzat es neteja acuradament amb mescla cromica i I'anell de plati s’esterilitza

amb alcohol a la flama abans de cada medicio.
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3.10.2. Concentracidé micel-lar critica (CMC)

Per tal de determinar la concentracié micel-lar critica (CMC) dels
biotensioactius formats pels ramnolipids és necessari realitzar un banc de dilucions
dels Rhls purificats, per tal d’assajar a partir de quina concentracié no varia la
tensié superficial i comencen a formar-se micel-les. Aquest banc de dilucions
consisteix en el nostre cas en set dilucions en aigua destil-lada dels biotensioactius.
Cal preparar un minim de 10 ml de cada dilucié per poder mesurar la tensio
superficial de cadascuna pel metode de I'anell (Zajic et al., 1984).

Les concentracions de les dilucions realitzades sén les seglients (mg/mL):
10, 50, 100, 150, 200, 250, 500 i 1000. Es mesura la tensié superficial de cada
dilucid i el resultat s’expressa en una grafica de manera que s’‘observen dos grups
de punts ben diferenciats, un on la tensié superficial és depenent de la concentracid
de tensioactiu, i un altre on la tensié superficial n'és independent.

Es fa una recta de regressid6 per cadascun d’‘aquests grups de punts i
seguidament es busca el punt de tall entre les dues rectes de regressid. Aquest
punt ve definit per una tensié superficial i per una concentracié de tensioactiu,

essent aquesta concentracié la CMC.

3.10.3. Capacitat d’emulsificacio dels Rhls

Els assajos d’emulsificacié dels Rhls purificats per columna d’adsorcié s’han
portat a terme amb diferents fases hidrofobiques de composicid quimica diversa:
miristat d’isopropil, petroli de Casablanca, oli doliva i oli de soja.

Les emulsions s’han preparat per pes (1g final), barrejant previament els
Rhls amb la fase hidrofobica i agitant vigorosament durant 1 minut Després
s'afegeix la fase aquosa i es torna a agitar fortament un minut més. Es deixen
reposar, sense posterior agitacid, durant 24h a temperatura ambient, i passat

aquest temps es calcula el percentatge d’emulsificacié (E,s) (Prieto et al., 2008).

E.s (%)= (Algada de I'emulsié / Algada total) x 100

3.10.4. Elaboracio de diagrames de fases ternaris

Entenem com a fase cada una de les parts o zones homogénies d’un
sistema. Per tal d’estudiar el comportament fasic dels sistemes de tipus
aigua/tensioactiu/component hidrofobic (A / Rhls / O) s’han elaborat diagrames

ternaris de fases a temperatura constant (25°C) (Rivas et al., 1999; Sadurni et al.,
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2005). El meétode emprat és el de valoracid, que consisteix en addicionar
successivament un dels components, normalment l'aigua, als altres dos
—tensioactiu i component olios— a una temperatura determinada. Els components
oliosos assajats han estat: miristat d’isopropil, petroli de Casablanca, oli d’oliva i oli
de soja.

Es parteix d’uns punts triats consistents en una série de barreges de
composicions diferents, amb la mateixa concentracié de Rhls (es considera que una
concentracié inferior seria insuficient i una concentracié major seria innecessaria
per a un bon emulgent), i es varien les concentracions de partida del component
olids. Les composicions es preparen pesant els components a la vegada en vials de
vidre que es taquen per tal d’evitar la possible evaporacié de la mostra. Un cop feta
cada barreja, s’homogeneitzen les mostres mitjancant un agitador vortex. Per tal
de mantenir constant la temperatura es treballa amb un bany a 25°C, i després de
cada addici6 d‘aigua, les mostres son agitades vigorosament, per tal
d’homogeneitzar-les de nou, i deixades en el bany durant 24h amb |'objectiu que
puguin assolir la separacié de fases. Totes les mostres s’‘observen cada 24 hores
abans de cada addicié d’aigua, tenint en compte que les addicions diaries d’aigua
fan variar les concentracions finals de cada component en la barreja.

Els intervals de concentracié assajats per cada component del sistema van
ser: fase hidrofobica 5-90%, aigua 0-75% i ramnolipidos 10-20%.

3.10.5. Assajos de solubilitat dels Rhls
Pels assajos de solubilitat dels Rhls purificats per columna d’adsorcié s’han
utilitzat 10 dissolvents entre organics i inorganics dissolent aproximadament 100

mg de Rhls en 1 mL dissolvent.

Els dissolvents emprats per estudiar la solubilitat son els segients:

H,O Metanol (CH3;OH)

Acid clorhidric (HCI) Acetat d’etil (CH3COOCH,CHs)
Acid sulfaric (H,S04) Eter etilic (CH;CH,OCH,CHs)
Hidroxid sodic (NaOH) Cloroform (CHCIs)
Hidrogencarbonatsodic (NaHCOs3) Hexa (CgH1a4)
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3.11. Analisi qualitativa i quantitativa dels acids grassos monohidroxilats
(MHOD) i dihidroxilats (DHOD)

Pseudomonas aeruginosa 42A2 produeix acids grassos hidroxilats al medi
extracel-lular (Culleré et al., 2001). Per tal d’estudiar les propietats d’aquests acids
grassos primer es recuperen els sobrenedants del cultius per centrifugacié en una
Centrikon T-124 (Kontron, Italia) a 7500 xg durant 20 minuts i s’extreuen per

extraccié organica (Culleré et al., 2001).

3.11.1. Extraccio dels acids grassos hidroxilats

Un cop separats els sobrenedants dels cultius dels microorganismes es
procedeix a la seva acidificacio mitjancant acid clorhidric (HCI, Panreac Quimica
S.A., Espanya) concentrat al 37 %, fins arribar a un pH de 2 aproximadament. La
dissolucié acidificada es conserva a 4°C durant 8 h i passat aquest temps es
realitzen dues extraccions organiques amb cloroform (CHCls, Panreac Quimica S.A.,
Espanya). Es separa la fase organica amb un embut de decantaci6 i es filtra amb
sulfat sodic anhidre (Na,SO, anhidre, Panreac Quimica S.A., Espanya) per tal
d’absorbir les possibles restes d’aigua. Finalment, s’evapora el dissolvent
mitjancant rotaevaporacié al buit (BUCHI RE 111, Suissa) i es recuperen els acids

grassos hidroxilats (Culleré et al., 2001).

3.11.2. Identificacio i quantificacié dels acids grassos hidroxilats

La identificacié i quantificacié dels Rhils es pot portar a terme per diferents
tecniques cromatografiques. Les més simples com la cromatografia en capa fina
(TLC) que només és qualitativa només ens serveixen per la identificacid, mentre
que amb técniques més sofisticades com la cromatografia de gasos (CG) i

cromatografia liquida (HPLC) també ens serveixen per quantificar.

3.11.2.1. Identificacié per cromatografia en capa fina (TLC)

Es segueix el protocol de TLC descrit a I'apartat 3.9.2.1 canviant la fase que
esta constituida per cloroform, metanol i acid acetic (CHCl;, MeOH, HAc, Panreac
Quimica S.A., Espanya) en la seglient proporcid: 45,0:6,0:0,5 (Kuo et al., 1998). El
revelat de la fase estacionaria es realitza mitjancant la nebulitzacié d’una dissolucié

concentrada d’acid fosfomolibdic (Fluka, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Alemanya)
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en etanol absolut (Panreac Quimica S.A., Espanya), seguida d’una exposicio de la

capa fina a un corrent d’aire calent.
3.11.2.2. Identificacié per cromatografia liquida d’'alta resolucié (HPLC)

Per tal d’identificar els acids grassos hidroxilats per mitja de cromatografia
liquida d’alta resolucid és necessari dissoldre les mostres extretes en 1 mL
d’acetonitril (AcN, Panreac Quimica S.A., Espanya) o en metanol de qualitat HPLC
(MeOH HPLC, Panreac Quimica S.A., Espanya).

Per a l'analisi s'utilitza un cromatograf LC-9A (Shimadzu, Japdé) amb un
detector de llum dispersa Sedex 55 (Sedere, Franca). La columna analitica
utilitzada és de fase reversa, Tracer Excel 120 C8 5 ym (15 cm x 0,46 cm i.d.;
Teknokroma, Espanya). La fase mobil utilitzada esta composada per aigua Mili-Q i
acetonitril, acidificats tots dos amb acid acetic al 0,1 % (v/v), i el programa utilitzat
per l'analisi és (en percentatge d’acetonitril): 30 %, 0 minuts; 100 %, 10-15
minuts; 30 %, 20 minuts; 30 %, 25 minuts (Culleré et al., 2000). Els
cromatogrames obtinguts es processen amb el programa informatic LabSolutions
LCsolution (Shimadzu, Japo).

La identificacié dels productes a les mostres es realitza mitjancant patrons

comercials, acid ricinoleic (Fluka, Alemanya), i/o compostos purificats al laboratori.

3.11.2.3. Quantificacié per cromatografia de gasos (CG) dels acids grassos

hidroxilats

Per tal d’analitzar els acids grassos hidroxilats per cromatografia de gasos és
imprescindible que aquests siguin volatils, per aix0 és necessari sotmetre’ls primer
a un procés de metilacié.

Les mostres es metilen amb diazometa (CH,N,) en dissolucidé eteria diluida
per treballar amb seguretat i aixi obtenir els esters metilics dels respectius acids
grassos. Es dissolen 10 mg de la extraccié organica dels acids grassos hidroxilats
en 1 mL d’eter dietilic (Panreac Quimica S.A., Espanya) i seguidament s’afegeixen
unes gotes del diazometa fins observar una coloracié groguenca. Passats 15 minuts
el dissolvent s’evapora i es fa passar un corrent de nitrogen sobre la mostra per tal
de conservar-la lliure d’humitat per evitar la péerdua del grup metoxid. Es
recomanable sotmetre les mostres a metilaci6 en el moment en que han de ser
sotmeses a la cromatografia de gasos ja que no sén gaire estables.

Per la cromatografia de gasos es fa servir un cromatograf GC-14A

(Shimadzu, Japé) amb una columna TRB-1 (15 m x 0.32 mm x 0,25 um;
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Teknokroma, Espanya). El programa utilitzat és el segient: 190°C (1 minut);
29C/minut; 204°C (0 minuts); 5 °C/minut; 230°C (6 minuts); la temperatura del
detector (FID) és de 250°C i la de l'injector és de 240°C. Es fa servir heli (He ultra
pur, Carburos Metalicos, Espanya) com a gas portador, a 1,34 mL/minut de cabal
volumeétric i s’injecta 1 yL de mostra en cada ocasidé. Els cromatogrames obtinguts
son tractats amb lintegrador C-R4A (Shimadzu, Japd) i es processen amb el
programa informatic LabSolutions GCsolution (Shimadzu, Japd) (Culleré et al.,
2000).

La quantificacié de les mostres es realitza mitjancant una recta de calibrat
externa obtinguda a partir de dissolucions de diferents concentracions d’un patro
comercial estandarditzat, el ricinoleat de metil (Fluka, Alemanya) (Culleré et al.,
2000).
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

El present treball s’emmarca dins I'ampli marc de la recerca i estudi de
substancies tensioactives d’origen biologic que porta a terme el grup d’investigacio
de biotransformacié de residus oleaginosos a la Unitat de Microbiologia de la
Facultat de Farmacia de la UB en col-laboracié amb el Departament de Microbiologia
de la Facultat de Biologia de la UB (Projecte: Biocatalizadores para la produccion de
emulsionantes poliméricos: optimizacién del sistema y desarrollo de nuevos
productos CTQ 2007-60749/PPQ). La clau per trobar aquests biotensioactius és
buscar microorganismes en mostres de sols o aiglies contaminades amb residus
oliosos. D’aquesta manera va ser com en 1989 es van aconseguir aillar les soques
que s’estudien en aquest treball -P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 42A2 (Robert,
1989)-, la primera, per la seva capacitat de produir Rhls, i la segona, per ser capag
de transformar olis residuals en acids grassos hidroxilats i polimeritzar-los a
estolids gracies a la seva activitat enzimatica.

Fins I'any 1989, el grup d’investigacié va anar fent diversos estudis destinats
inicialment a I'aillament d’aquestes soques com a productores de biotensioactius i,
en segon lloc, a la identificacié de les soques dins del genere Pseudomonas i
|'espécie aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 40044 i Pseudomonas
sp. 42A2 NCIB 40005 (Robert, 1989). Finalment la soca 42A2 va ser identificada
taxonomicament a nivell molecular mitjancant I'analisi de la seqiéncia del gen que
codifica per I'rRNA 16S com a Pseudomonas aeruginosa 42A2 (Rodriguez, 2006).

El genere Pseudomonas esta constituit per un grup de bacteris molt divers i
de gran ubiqlitat ecologica, fet que suggereix una gran capacitat d’adaptacid
fisiologica i genetica. Es poden trobar especies de Pseudomonas en grans quantitats
a la major part dels ambients naturals, tant ninxols terrestres com aquatics, i tenen
la capacitat d’‘associar-se amb plantes i animals aixi com amb d’altres bacteris
formant biopel-licules (Spiers et al., 2000). Sén un grup de microorganismes
aerobics, no formadors d’espores i bacils rectes o lleugerament corbats d’1.5-5 um
de llarg i 0.5-1 uym d’ample. El seu metabolisme és estrictament respiratori amb
I'oxigen com acceptor final d’electrons tot i que algunes soques so6n capaces de
créixer sota condicions anaerdbiques utilitzant nitrat o arginina com a acceptor final
d’electrons. Poden presentar un o més flagels polars que atorguen capacitat de
moviment al microorganisme (Kiska et al., 2003).

Es també un grup divers pel que fa a la morfologia de la colonia i a la
pigmentacio. Es poden observar, principalment, dos tipus de colonies produides per
aquests microorganismes en medi solid comU com pot ser el TSA: una és llarga,

suau, amb limits llisos i el centre elevat, i |'altra colonia és petita rugosa i convexa.
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El material clinic és una bona font per al primer tipus de colonia mentre que el
segon tipus sovint és obtingut de fonts naturals. Un tercer tipus de colonia
(mucosa) es pot obtenir de les vies respiratories i urinaries (Kiska et al., 2003). Pel
que fa a la pigmentacid, Pseudomonas produeix pioverdina i piocianina (pigments
verds i marrons respectivament) i algunes soques poden produir pigments vermell
fosc corresponents a melanines. Algunes espécies es poden multiplicar a 4°C pero
la majoria son mesofiles, amb temperatures Optimes de creixement d’entre 30 i
37°C (Kiska et al., 2003).

L'espécie Pseudomonas aeruginosa (Fig.1.1) no només destaca per la seva
versatilitat mediambiental, sind també per la seva capacitat de causar malalties en
individus susceptibles per tractar-se d’'un patogen oportunista que afecta persones

inmunodeprimides, i per la seva resisténcia a molts antibiotics.
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P. aeruginosa produeix el biotensioactiu ramnolipid com a part de la
resposta del sensor de quorum RhIR (Ochsner et al., 1994). En condicions de
laboratori aquest bacteri produeix dues formes d’aquest glicolipid, una conté una
molécula de ramnosa i l'altra en té dues. Es un bacteri capag de fer servir un ampli
rang de compostos organics com a nutrients i fonts de carboni, incloent compostos
aromatics, derivats halogenats i residus organics recalcitrants (Stainer et al.,
1966). Es aix0 el que li déna l'excepcional habilitat de colonitzar fins i tot ninxols
ecologics on els nutrients son limitats. Aixi, P. aeruginosa és ampliament estudiat
no només per la seva capacitat de causar malalties com a patogen oportunista i
resistir als antibiotics, sin6 també per la seva capacitat metabolica i la seva

versatilitat mediambiental.
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4.1. Estudi comparatiu del sistema lipolitic de la soca P. aeruginosa 47T2
amb la soca tipus P. aeruginosa PAO1

Estudis previs realitzats al nostre laboratori van aconseguir identificar
taxonomicament les dues soques utilitzades en aquest treball (P. aeruginosa 4772 i
42A2) i detectar la seva capacitat de produir biotensioactius. El seglent pas, per
tant, va consistir en fer I'analisi i caracteritzacié d’aquests productes per tal de
determinar la seva estructura i les seves caracteristiques biologiques i
fisicoguimiques. Pero al llarg d’aquesta investigacid no només s’han anat
caracteritzant aquests productes, sind que s’ha descobert de manera paral-lela que
existeixen trets diferenciadors a nivell de metabolisme lipidic entre ambdues soques
i probablement no només entre elles sind també amb la soca tipus P. aeruginosa
PAO1. Mentre que P. aeruginosa 47T2 té la capacitat de produir ramnolipids (Rhls)
com a tret caracteristic de I'espécie (Lang et al., 1999), P. aeruginosa 42A2 no en
produeix, perd en canvi és capac de transformar els olis residuals en acids grassos
hidroxilats (mono-, di- i trihidroxilats) i polimeritzar-los gracies a la seva activitat
lipolitica (Peldez et al., 2003).

Existeixen molts factors que poden influir en el metabolisme dels lipids i, en
conseqliéncia, en els productes derivats de la seva bioconversié. A nivell
mediambiental, tant les condicions de cultiu com la composicio del medi de
creixement i la font de carboni sén factors determinants que poden fer variar els
productes del metabolisme, tant del central com del lipidic. Factors ambientals com
ara la temperatura o el pH, poden fer augmentar o disminuir |'activitat metabolica
cel-lular i afavorir I'accié d'uns o altres enzims (Berg et al., 2007). La limitacié de
nutrients com ara el nitrogen o el fosfor i un excés de font de carboni pot fer que el
bacteri acumuli PHAs en forma de granuls intracel-lulars, biopolimers que actuen
com a reservori de font de carboni i poder reductor per la cél-lula. A nivell
biotecnologic, aquests factors sén molt importants i alguns estudis anteriors
realitzats al grup d’investigacid es van centrar precisament en optimitzar la
produccid dels biopolimers de PHAs, modificant les condicions de cultiu (Rodriguez,
2006), o bé en la modificacié de la composicid dels PHAs amb diferents fonts de
carboni (Bassas, 2007).

Pero els factors ambientals no sén totalment determinants, ja que a igualtat
de condicions el metabolisme lipidic de dues soques de la mateixa espécie pot
funcionar de manera diferent depenent del seu contingut genetic. El fet que I’ADN
del bacteri contingui o no una série de gens i/o operons marca la dotacio
enzimatica d’aquests que sera, en Ultim terme, determinant també pel

metabolisme. Aixi, el nombre i la mida dels granuls de PHAs per exemple és
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depenent de cada microorganisme, en funci6 de la seva dotacidé genetica i
enzimatica (Anderson et al., 1990). Podem dir que, en funcié de les PHA sintases,
la font de carboni utilitzada i les rutes metaboliques implicades en la produccié dels
granuls (Madison et al., 1999; Rehm et al., 1999), la composicié dels PHAs també
sera diferent. En la producciéo de Rhls (biotensioactius de naturalesa glucolipidica)
per exemple, a igualtat de condicions de temperatura, pH, aireig, nutrients i font de
carboni, P. aeruginosa 47T2 és capac de produir-los i secretar-los al medi de cultiu,
mentre que en la soca P. aeruginosa 42A2 no s’ha descrit mai la produccid
d’aquests biotensioactius.

Aixi doncs, donada la importancia de la dotacié génica i enzimatica del
bacteri sobre el metabolisme i havent detectat diferéncies en el seu metabolisme
lipidic entre les soques utilitzades en aquest treball, s’ha considerat convenient
comengar la investigacid fent I'estudi del sistema lipolitic de les dues soques per
veure si les diferéncies detectades a nivell de produccié de polimers extracel-lulars
té alguna relaci6 amb possibles diferencies a nivell enzimatic i/o geneétic

relacionades amb la produccié d’enzims lipolitics (Wilhelm et al., 2007).

4.1.1. Activitat lipasa de P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa PAO1

L'activitat lipasa es caracteritza per mitja de diferents proves, assajos en
gels d’'SDS-Page i zimogrames, estudis de preferéncia de substrat, estudis de
temperatura i pH optims i d’estabilitat al pH i a la temperatura.

Donat que al grup de recerca ja s’ha iniciat I'estudi de I'activitat lipasa de la
soca P. aeruginosa 42A2 (Bofill et al., 2009), en aquest treball s’ha decidit realitzar
la caracteritzacié del sistema lipolitic de la soca P. aeruginosa 4772, comparant-la
amb la soca tipus P. aeruginosa PAO1, a través de l'estudi de |'activitat lipasa tant
d’extractes cel-lulars (activitat intracel-lular) com en mostres de medi de cultiu

(activitat secretada).

4.1.1.1. Deteccio de I'activitat lipolitica de les soques mitjancant proves en

paper i zimograma

Per tal de saber si aquestes soques son lipoliticament actives a nivell intra
i/o extracel-lular, a partir de cultius de 12 hores de les soques P. aeruginosa 47T2 i
P. aeruginosa PAO1, es procedeix a |'obtencié6 de les fraccions extracel-lulars
mitjangant centrifugacid i recuperacidé dels sobrenedants dels cultius, i a I'aillament

dels extractes cel-lulars per sonicacié i lisi de les cél-lules crescudes, tal com es
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descriu a I'apartat 3.6.1. Totes dues fraccions —intra i extracel-lular- es concentren
abans d’avaluar-ne |'activitat lipolitica a través de diferents aproximacions.

Un cop obtingudes les diferents fraccions, els extractes cel-lulars (10X) per
una banda i els sobrenedants (50X) per l'altra, és necessari comprovar si tenen o
no activitat lipolitica i aix0 es realitza mitjancant una prova rapida qualitativa de
deteccié d’activitat en paper utilitzant MUF-butirat com a substrat i les dilucions
1/50 en tampd fosfat pH 7 10mM de les dues fraccions (Diaz et al., 1999).

Aparentment totes dues fraccions son lipoliticament actives si les comparem
amb els controls ja que mostren fluorescéncia en entrar en contacte amb el MUF-
butirat (Fig. 4.2). Per0 el fet que ambdues soques de Pseudomonas siguin
intrinsecament fluorescents degut a la produccié de pigments (Kiska et al., 2003),
podria portar a resultats confusos i son necessaris altres tipus d’analisis per
confirmar-ho. Aixi, es realitza I'analisi electroforética de proteines en condicions
desnaturalitzants i una analisi zimografica tant dels sobrenedants com dels

extractes cel-lulars de les dues soques P. aeruginosa PAO1 i 47T2.

CONTROL + CONTROL - Figura 4.2. Deteccio d’activitat lipolitica en
suport de paper de filtre sobre MUF-butirat.
CONTROL+: lipasa comercial (Lipoprotein
lipase, de Pseudomonas sp., Sigma-Aldrich,
EEUU) com a control positiu d’activitat lipolitica;
CONTROL-: tamp6 fosfat com a control negatiu
(pH7, 50mM); SN PAO1l: sobrenedant 50X
concentrat de P. aeruginosa PAO1; SN 47T2:
sobrenedant 50X concentrat de P. aeruginosa
47T2; EX PAO1: extracte concentrat 10X de P.
aeruginosa PAO1; EX 47T2: extracte concentrat
10X de P. aeruginosa 47T2.

EX 47T2

Amb |'analisi electroforética de proteines per tinci6 amb Coomassie s’obté el
patro tipic corresponent a l'extracte cel-lular i el sobrenedant de Pseudomonas, on
les proteines presenten una mobilitat andmala quan no han estat desnaturalitzades
per ebullicié, perdo amb aparicio de bandes ben definides després del tractament
térmic. Aquesta tincié de proteines no es mostra per no tenir suficient rellevancia
en l'estudi de lipases i esterases, ja que no es detecten amb aquesta tincié donat
gue es produeixen en baixa quantitat en relacio a altres proteines de |'extracte i el
sobrenedant. Per aquest motiu es realitzen zimogrames de les mostres que si que

ens permeten detectar aquest tipus d’enzims perqué sén molt actius.
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El zimograma de les dues soques mostra bandes amb activitat lipolitica

sobre MUF-butirat tant al sobrenedant com a I’'extracte cel-lular cru (fig. 4.3).

KDa

200

116
97
66 P

45 P

31 b

Extracte cru (EX) Sobrenedant (SN)

Figura 4.3. Zimograma del contingut proteic del sobrenedant (EX) i I'extracte cru (SN) de
les soques P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa PAOL1. 1. EX i SN PAO1 sense bullir. 2. EX i SN
PAO1 després de bullir-lo 30 segons. 3. EX i SN PAO1 després de bullir-lo 5 minuts. 4. EX i
SN PAO1 després de bullir-lo 10 minuts. 5. EX i SN 47T2 sense bullir. 6. EX i SN 47T2
després de bullir-lo 30 segons. 7. EX i SN 47T2 després de bullir-lo 5 minuts. 8. EX i SN
47T2 després de bullir-lo 10 min. L'activitat lipolitica de les proteines separades per SDS-
PAGE es detecta mitjancant analisi zimografica amb MUF-butirat previ a la tincié de
Coomassie (Diaz et al., 1999).

Al zimograma de l'extracte cel-lular de la soca P. aeruginosa PA01 (figura
4.3, EX carril 1) s’‘observa un patré de bandes amb mobilitat molt dispersa que
inicialment semblen agregats enzimatics, fet extensament descrit en referéncia als
enzims lipolitics (Diaz et al., 1999; Prim et al., 2006; Bofill et al., 2009) i que fa
que la major part de l'activitat es trobi localitzada a la meitat superior del gel. Quan
es procedeix a bullir les mostres de les dues soques a diferents temps per tal
d’aconseguir un patré més ben diferenciat de les proteines que presenten activitat
lipolitica (carrils 2, 3 i 4 on s’ha sotmes |'extracte a un tractament térmic de 100°C
durant 30 segons, 5 minuts i 10 minuts respectivament), s’‘observa el procés de
desagregaciéo amb aparicié de dues bandes entre 60 i 66 kDa, que perden intensitat
i, per tant, activitat a mida que augmenta el temps d’ebullicio, probablement per la
desnaturalitzacié dels enzims causada pel tractament térmic. La perdua d’intensitat
a mesura que s’incrementa el temps d’ebullicié és més evident sobre la banda de
major mobilitat (60kDa), mentre que aparentment, la disminucié d’intensitat
d’aquesta banda contribueix a incrementar la intensitat de fluorescéncia de la
banda de menor mobilitat (66kDa). Aquest és un fet observat amb fregliéncia en
I'analisi zimografica d’enzims lipolitics, on sovint apareixen bandes que redueixen la
seva intensitat després del tractament térmic a expenses de provocar un increment

en la intensitat de fluorescéncia de bandes amb una mobilitat lleugerament superior
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o inferior. Aixd probablement sigui degut a que en fer un tractament térmic suau de
les mostres, la desagregacio produida sobre els enzims lipolitic no arriba a mostrar
la forma totalment desnaturalitzada de l'enzim i aix0 |i provoca una mobilitat
anomala, encara que propera a la real (Bofill et al., 2009). Pel que fa al patro del
zimograma corresponent a extractes de la soca P. aeruginosa 47T2, només
s'‘observa una de les dues bandes, al voltant de 60 kDa en la mostra sense bullir
(figura 4.3. EX carril 5), mentre que als diferents temps d’ebullicié (figura 4.3. EX
carrils 6,7 i 8) s’observa Unicament la preséncia de la banda de mobilitat inferior
(66 kDa), confirmant les observacions prévies. A més a més, cal destacar que la
quantitat d’agregats és major en la soca PAO1 que en la 47T2 (figura 4.3. EX carrils
1i5) i que també mostren més intensitat en general les bandes de 60 i 66 kDa que
apareixen en els carrils on s’ha bullit la mostra (figura 4.3. EX carrils 2 i 3 respecte
6 i 7). Aix0 podria ser degut a una major produccié d’enzims lipolitics en la soca
PAO1 que en la 47T2, i el fet que la concentracié d’enzims amb tendéncia a
I'agregacio sigui major pot dificultar la desagregacio de les proteines provocada pel
tractament térmic. De nou aquest fet justificaria I'aparicié simultania de les dues
bandes de 60 i 66 kDa en les mostres d’extracte corresponents a la soca PAO1, que
no apareixen simultaniament en els extractes de la soca 47T2 degut a que s’hi ha
carregat una menor quantitat d’enzim.

Tot i que es podria pensar que les bandes de 60 i 66 kDa corresponen a dos
enzims diferents, aquest mateix efecte s’ha observat en ocasions anteriors per a
lipases i esterases purificades, on s’ha demostrat clarament que la banda de
mobilitat lleugerament superior apareix en mostres no bullides i puja cap a zones
de mobilitat inferior quan es fa un suau tractament térmic (Prim et al., 2006; Bofill
et al., 2009). D'acord amb la bibliografia, les esterases intracel-lulars descrites per
Pseudomonas aeruginosa presenten una mida de 58-67kDa, mida que s’ajusta
plenament al pes molecular observat en els zimogrames dels extractes cel-lulars de
les dues soques (Wilhelm et al., 1999; Sugihara et al., 2002).

Pel que fa als sobrenedants, no s‘observen diferéncies en quant al nimero
de bandes amb activitat lipolitica sobre MUF-butirat entre la soca tipus (PA01) i la
soca salvatge (47T2), ambdues soques mostren una Unica banda d’uns 60 kDa en
mostres no bullides mentre que l'activitat desapareix totalment quan es realitza un
tractament térmic, encara que aquest sigui molt suau. Normalment en un
zimograma de sobrenedant de Pseudomonas aeruginosa apareixen precisament
bandes d’activitat lipolitica de 58-60 kDa, corresponents a dimers de les lipases
(Bofill et al., 2009). La forma monomerica de les lipases secretades per
Pseudomonas aeruginosa té una mida de 30 kDa, pero aquesta forma monomerica

no es detecta en el zimograma ja que la forma activa és el dimer, que desapareix
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quan es fa una ebullicid superior a 1 minut (Jaeger et al., 1999; Martinez et al.,
2001, Bofill et al., 2009). També podem destacar una major intensitat de
fluorescéncia a la banda corresponent a la soca tipus P. aeruginosa PAO1 respecte a
la soca 47T2 (Figura 4.3 SN carrils 1 (PA0O1) i 5 (47T2)), que pot ser degut a la
produccié d’'una major concentracié d’enzims extracel-lulars o bé a que aquests
siguin més actius. Per altra banda, cal comentar que I'enzim o complex enzimatic al
qual correspon la banda de 60kDa observada és molt més termosensible que el de
I’extracte ja que només bullint a 100°C 30 segons els SN (Figura 4.3 SN carrils 2 i
6) ja no es detecta activitat.

Globalment, i atenent a les diferéncies observades en la intensitat de
fluorescéncia de les bandes amb activitat sobre MUF-butirat, sembla que, per
cultius de 12 hores amb similar densitat Optica, la soca P. aeruginosa 47T2 té
menys activitat lipolitica que la soca tipus PAO1. Aquest resultat es confirma quan
calculem les unitats d’activitat enzimatica per mg de proteina tant a nivell
d’extracte com de sobrenedant, on s’observa que mentre que a P. aeruginosa PAO1
es troben 11,2 mU/mg de proteina a l'extracte i 10,2 mU/mg de proteina al
sobrenedant, P. aeruginosa 47T2 mostra 9,2 mU/mg de proteina a l'extracte i 9,3
mU/mg de proteina al sobrenedant.

Els patrons electroforétics observats tant en tinci6 de Coomassie com en
zimograma per a extractes i sobrenedants de les soques PAO1 i 47T2 sén molt
similars als que es troben quan s’analitzen extractes cel-lulars i sobrenedants de la
soca P. aeruginosa 42A2 crescuda en les mateixes condicions, que mostra els
mateixos efectes d’agregacido i mobilitat anomala detectats en els extractes
cel-lulars, amb bandes d’activitat de 60 i 66kDa, i una Unica banda amb activitat
de 60kDa en les mostres de sobrenedant (Bofill et al., 2009).

L'analisi del sistema lipolitic de la soca P. aeruginosa 47T2 mitjancant gels
d’'SDS-PAGE i zimogrames dels extractes cel-lulars i dels sobrenedants realitzats en
aquesta tesi, juntament amb les mateixes analisis portades a terme per un altre
membre del nostre grup de recerca amb la soca P. aeruginosa 42A2 (Bofill et al.,
2009), indiquen l'existéncia en totes dues soques d’un sistema lipolitic complex,
constituit per almenys un enzim intracel-lular d’'uns 66kDa i un o més enzims
extracel-lulars que només mostren activitat en zimograma quan les mostres no han
estat tractades a 100°C i amb una mida aparent de 60kDa, que tal com s’ha vist en
el cas de la soca P. aeruginosa 42A2, correspon a la forma dimérica de les lipases
LipA i LipC. La forma monomerica d'aquestes dues lipases no mostra activitat en
zimogrames (Bofill et al., 2009). Probablement els enzims amb activitat lipolitica
detectats en aquestes analisis es corresponguin amb lipases i/o esterases que

participen del metabolisme dels lipids a la cél-lula. Amb aquestes evidéncies per
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tant, es procedeix a realitzar la caracteritzacié bioquimica de l'activitat lipolitica de
la soca P. aeruginosa 47T2, realitzant assajos de rang de substrats, pH i
temperatura Optima, i estabilitat, sempre comparant-los amb la soca tipus

Pseudomonas aeruginosa PAO1.

4.1.1.2. Determinacio de lI'especificitat de substrat

El rang de substrats del sistema lipolitic de les soques estudiades es
determina mitjancant l'assaig colorimétric descrit a I’'apartat 3.6.4.2. de Materials i
Métodes, utilitzant els extractes cel-lulars i els sobrenedants preparats com s’ha
descrit anteriorment, a 37°C de temperaturai a pH 7.

Per determinar |'especificitat de substrat es fan servir una serie de derivats
del p-NP de longitud de cadena variable: p-NP-acetat (C,), p-NP-butirat (C4), p-NP-
valerat (Cs), p-NP-caproat (Cg), p-NP-caprilat (Cg), p-NP-caprat (Cyo), p-NP-laurat
(C12), p-NP-palmitat (Ci¢), p-NP-estereat (Cyg), dissolts en isopropanol.
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Figura 4.4. Rang de substrats dels extractes de P. aeruginosa PA01 i 47T2.

Com es pot observar a la figura 4.4, I'activitat lipolitica als I'extractes tant de
la soca PAO1 com la de la soca 47T2 és més efectiva per substrats d’entre 4
carbonis p-NP-butirat (92-90%) i 6 carbonis p-NP-caproat (100-100%), mantenint
en el cas de la soca PAO1 un 75% de l'activitat sobre el substrat de 5 carbonis p-
NP-valerat, mentre que la soca 4772 només conserva un 64% de |'activitat sobre

aquest mateix substrat. En canvi, l'activitat lipolitica intracel-lular disminueix per
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sota del 65% quan fem servir substrats de cadena mitja-llarga (PA01-47T2: p-NP-
caprilat (Cg) 54-54%, p-NP-caprat (Cig) 38-45%, p-NP-laurat (C;,) 54-41%, p-NP-
palmitat (Ci6) 62-63%), arribant a desaparéixer sobre el p-NP-estereat (Cig) a la
soca 47T2 i ser residual en el cas de la PAO1 (8%).

Aixi, I'activitat lipolitica dels extractes d’'ambdues soques presenta una clara
preferéncia sobre substrats d’entre 4 i 6 carbonis, tipica de les esterases que
trenquen preferencialment enllacos éster d’acids grassos de cadena curta, i la seva
activitat enzimatica es veu restringida a ésters solubles en aigua (Fojan et al.,
2000; Chahinian et al., 2002; Prim et al., 2006). En general, les esterases
microbianes son enzims de localitzaciéo intracel-lular de funcié (fisiologica
desconeguda, ja que no semblen ser essencials pel creixement tot i que es creu que
juguen un paper important en el metabolisme cel-lular dels lipids i en l'arquitectura
de les membranes (Schmid et al., 1998). Tenint en compte aix0 i donat que les
esterases descrites préviament per Pseudomonas aeruginosa mostren capacitat
d’autotransport cap a la membrana de la cél-lula (Wilhelm et al., 2007) després de
ser produides a l'interior cel-lular (Arpigny et al., 1999), es pot pensar que
|'activitat lipolitica que es detecta als extractes correspon efectivament a una
activitat esterasa. Pero per confirmar-ho, seria necessari clonar el gen que codifica
per aquesta activitat i fer els assajos corresponents amb els respectius enzims
purificats.

Pel que fa a l'activitat trobada al sobrenedant, les preferéncies de substrat
canvien (Fig. 4.5) amb respecte a |'especificitat detectada a la fraccid intracel-lular.
En sobrenedants la preferéncia és per substrats de cadena mitja-llarga, essent del
100% sobre el p-NP-caprilat (Cg), i disminuint per sota del 70% de l'activitat en la
resta de substrats assajats: 70-48% en el p-NP-caproat (Cg), 54-60% en el p-NP-
caprat (Cyp), 40-61% en el p-NP-laurat (C;;) i 55-58% en el p-NP-palmitat (Cis),
observant-se els mateixos resultats per les dues soques assajades (PA01-47T2
respectivament). Per contra, amb substrats de cadena curta, en tots dos casos
I'activitat disminueix per sota del 55% (p-NP-butirat (C;) 54-36%, p-NP-valerat
(Cs) 45-16%). Aquesta preferéncia de substrats és més propia de les lipases que
hidrolitzen preferentment acids grassos de cadena mitja/llarga insolubles en aigua i
tenen poca capacitat per hidrolitzar acids grassos de cadena curta (Jaeger et al.,
1999; Chahinian et al., 2002). Justament aixd0 és el que s’espera trobar en els
sobrenedants ja que generalment les lipases son enzims secretats al medi de cultiu
(Nthangeni et al.,, 2001) i en el cas de Pseudomonas aeruginosa les lipases
descrites sén extracel-lulars (Wohlfarth et al., 1992; Arpigny et al., 1999; Castro et
al., 2004). No obstant caldria clonar el gen que codifica per cada enzim i fer-ne els

assajos d’activitat corresponents per corroborar-ho.
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Figura 4.5. Rang de substrats dels sobrenedants de P. aeruginosa PAO1 i 47T2.

A la vista dels resultats obtinguts pel que fa a l'especificitat de substrats
podem dir que no existeixen diferencies significatives entre les preferéncies dels
complexos lipolitics de sobrenedant i extracte entre la soca tipus P. aeruginosa
PAO1 i la soca aillada de mostres d’aigiies contaminades amb residus oliosos 47T2.

S’han trobat resultats similars d’especificitat de substrat per la soca P.
aeruginosa 42A2, que presenta preferéncia per p-NP-caproat en extractes cel-lulars
i per p-NP-caprilat en sobrenedants, i mostra una resposta molt semblant pel que
fa als altres substrats (Bofill et al., 2009).

4.1.1.3. Determinacio de la temperatura optima

Per tal de determinar la temperatura optima d’actuacié del sistema lipolitic
tant intracel-lular com extracel-lular de les dues soques i poder-les comparar entre
elles i amb la de P. aeruginosa 42A2, s’'analitza |'activitat lipolitica sobre els
substrats de preferéncia per cada fraccid, p-NP-caproat en els extractes i p-NP-
caprilat en els sobrenedants, en un rang de temperatures de 4°C a 60°C. Els
assajos es realitzen a pH neutre, tal i com s’ha descrit en I'apartat 3.6.4.2.

La temperatura Optima d’activitat lipolitica en els extractes cel-lulars és
similar en ambdues soques (Fig.4.6), que mostren els seus maxims d’activitat al
voltant dels 40°C, tot i que a 50°C mantenen encara un 94% (PAO1) i 95% (47T2)

d’activitat. Per sobre d’aquesta temperatura l'activitat disminueix bruscament de
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manera que a 60°C PAO1 conserva tan sols un 26% d‘activitat i 47T2 un 13%.
Es de destacar la considerable activitat que totes dues soques mostren a
temperatures inferiors a 30°C, fet que suggereix |'existéncia d'algun enzim lipolitic

capag d’actuar en condicions psicrofiles.
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Figura 4.6. Efecte de la temperatura sobre |'activitat lipolitica dels extractes cel-lulars de P.

aeruginosa PAO1 i P. aeruginosa 47T2.
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Figura 4.7. Efecte de la temperatura sobre l'activitat lipolitica dels sobrenedants de P.

aeruginosa PAO1 i P. aeruginosa 47T2.

Pel que fa a la temperatura optima d’actuacié en els sobrenedants aquesta
es troba entre 30°C i 40°C en P. aeruginosa 47T2 i entre 40°C i 50°C en la soca

tipus P. aeruginosa PAO1 (Fig. 4.7). Cal destacar que entre el rang de temperatures
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de 20°C a 50°C, l'activitat lipolitica és superior al 50% en ambdues soques i que a
400C els sobrenedants de la soca P. aeruginosa 47T2 conserven un 98% de la seva
activitat, encara que aquesta cau per sota del 60% a 50°C, tot i que es manté
elevada en sobrenedants de la soca P. aeruginosa PAO1. En aquest cas també es
manté relativament elevada [|'activitat a temperatures baixes, suggerint la
preséncia en els sobrenedants d’una lipasa amb activitat a baixes temperatures.

El fet que els grafics de temperatura optima no siguin els tipics obtinguts
amb enzims purificats, amb un clar pic de preferéncia de temperatura, i que fins i
tot a 49C tant en els extractes com en els sobrenedants es mantingui l'activitat
lipolitica detectada al voltant del 50%, fa pensar que estan actuant més d’un enzim
amb diferents temperatures optimes d’actuacié. Si comparem aquests assajos amb
els realitzats amb la soca P. aeruginosa 42A2, efectivament només en el
sobrenedant s’han clonat i caracteritzat dos tipus de lipases -LipA i LipC- que en
ser analitzades a nivell individual després de ser purificades mostren dues
temperatures optimes d’actuacié diferents, al voltant dels 30°C la lipasa LipA i prop
dels 4°C la lipasa LipC (Bofill et al., 2009), fet que justificaria els resultats trobats
per les soques PAO1 i 42A2, de patro lipolitic gairebé idéntic.

A grans trets es pot afirmar que no es detecten diferéncies significatives
entre les temperatures optimes d’actuacié del complex lipolitic de I'extracte entre P.
aeruginosa PAO1 i la soca aillada de mostres de sols contaminats amb residus
oliosos 47T2. Pel que fa al sobrenedant, es detecten petites diferéncies, una major
temperatura d’actuacié de les lipases de P. aeruginosa PAO1. Tot i que es podria
arribar a parlar d’enzims termofils, per poder-ho confirmar seria necessaria la
clonacié dels gens que codifiquen per cada enzim i fer els assajos d’activitat

corresponents amb els enzims purificats.

4.1.1.4. Determinacio del pH optim

La determinacié del pH optim es porta a terme estudiant |'efecte del pH
sobre I'activitat enzimatica del sistema lipolitic de les soques P. aeruginosa PAO1 i
47T2 tant a nivell intracel-lular com extracel-lular per comparar-los. S’analitza la
seva activitat lipolitica sobre els substrats de preferéncia per cada fraccid, p-NP-
caproat en els extractes i p-NP-caprilat en els sobrenedants, a 37°C de temperatura
i en un rang de pH d’entre 3 i 12, tal i com s’ha descrit a I'apartat 3.6.4.2.

En els extractes cel-lulars |'activitat lipolitica es detecta dins un estret rang
de pH, localitzant-se el pH optim d’actuacié a pH 9 amb tampd Tris-HCI, tot i que a
pH 8 d’aquest mateix tampd P. aeruginosa 47T2 manté un 97% d’activitat i la soca

PAO1 manté el 85% de l'activitat maxima. L’activitat disminueix fins al 50% a pH
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neutre i es veu completament inhibida entre els pH assajats de 3 a 6 amb els
tampons citrat i succinat, i de 9 a 12 amb el tampd glicina (Fig. 4.7). Els enzims
lipolitics intracel-lulars de les soques PAO1 i 47T2 mostren una major activitat en el
rang de pH basic, mentre que altres esterases intracel-lulars bacterianes presenten
maxima activitat a pH entre 5,5 i 7,5 (Zock et al., 1994, Fojan et al., 2000).
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Figura 4.8. Efecte del pH sobre I'activitat lipolitica dels extractes cel-lulars de P. aeruginosa
PAOQO1 i P. aeruginosa 47T2.

Els sobrenedants, tant el de la soca tipus PAO1 com el de la soca 4772,
mostren major activitat lipolitica en un rang de pH al voltant del neutre, entre 6 i 8,
amb un maxim d’activitat a pH 8. Les lipases d’espécies de Pseudomonas descrites
a la bibliografia mostren un maxim d‘activitat en un rang de pH entre 7.0 i 9.0
(Gilbert et al., 1991; Wahaba et al., 1999), molt proper al trobat en aquest treball.
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A més a més, la soca tipus PAO1 manté gairebé el 100% de l'activitat a pH 6 i 7,
mentre que la soca 47T2 a pH 6 del tampd succinat manté un 90% de l'activitat i,
en canvi, a pH 7 amb Tris-HCI disminueix per sota del 80%. Per sobre i per sota

d’aquest rang, es detecta molt poca activitat (Fig. 4.8).
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Figura 4.9. Efecte del pH sobre I'activitat lipolitica dels sobrenedants de P. aeruginosa PAO1

i P. aeruginosa 47T2.

Podem dir que no existeixen diferéncies significatives entre el pH optim
d’actuacié de la soca tipus P. aeruginosa PAO1 i la soca aillada de mostres d’aigies
contaminades amb residus oliosos P. aeruginosa 47T2, tant en el cas de l'extracte
cel-lular com en el sobrenedant. I pel que fa a la soca P. aeruginosa 42A2, la

determinacio del pH optim d’actuacié ha resultat també ser la mateixa que a les

103



Resultats i Discussio

dues soques estudiades en aquest treball tant a l’'extracte com al sobrenedant
(Bofill et al., 2009).

4.1.1.5. Determinacio de la termoestabilitat

Per tal d’estudiar l'efecte de la temperatura sobre |'estabilitat de I'activitat
lipolitica de les dues fraccions (extracte i sobrenedant) d’ambdues soques (P.
aeruginosa 47T2 i PAO01l), les fraccions intra i extracel:-lulars obtingudes s’han
incubat a sis temperatures diferents: 4°C, 20°C, 30°C, 40°C, 50°C i 60°C durant
diferents temps. En aquest tipus d’assaig s’agafen aliquotes a diferents intervals de
temps i es determina |'activitat lipolitica residual seguint el protocol d'assaig descrit
en els apartats 3.6.4.2. i 3.6.4.6., sobre el substrat de preferéncia de cada fraccid,
p-NP-caproat pels extractes i p-NP-caprilat en el cas dels sobrenedants.

En el cas dels extractes cel-lulars de P. aeruginosa PAO1, a les 24 hores
d’incubacié a temperatures de 4°C, 20°C, 30°C, encara es manté més d'un 60% de
|'activitat lipolitica i a 40°C un 58,7%. Per la seva part, els extractes de P.
aeruginosa 47T2 a les 24h a totes les temperatures perden més del 50 % de
|'activitat (Fig. 4.10), suggerint una menor estabilitat térmica dels enzims lipolitics
intracel-lulars produits per aquesta soca. Aquest efecte presenta una
correspondéncia directa amb |'observacié d’'una menor intensitat de fluorescéncia
en els zimogrames (apartat 4.1.1.1) quan s’analitzaven les mostres d’extracte de la
soca 47T2 a diferents temps d’ebullicio, on s’observava que en tots els casos
mostraven una intensitat menor que les mostres d’extracte de la soca PAO1l
tractades a les mateixes condicions. Els resultats d’estabilitat termica obtinguts en
aquest apartat estarien també d’acord amb el fet de trobar una temperatura optima
d’actuacié més elevada en sobrenedants de la soca PAO1 que en la soca 4772, tal
com s’ha observat en |'apartat anterior (4.1.1.3).

Per tant, podem dir que els enzims del complex lipolitic de I'extracte de la
soca P. aeruginosa 47T2, sébn més sensibles a la temperatura, fet que suggereix
que per treballar amb ells el més adequat seria produir-ne cada vegada que
s’haguessin de fer servir per evitar pérdues innecessaries d’activitat. En canvi, el
complex lipolitic de I'extracte de la soca tipus PAO1 tolera molt millor les diferents
condicions de temperatura i podria ser emmagatzemat refrigerat sense pérdues

significatives d’activitat.
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Figura 4.10. Efecte de la temperatura sobre I'estabilitat de I'activitat lipolitica a I’extracte de

P. aeruginosa PAO1 i P. aeruginosa 47T2. Activitat residual sobre p-NP-caproat després de

diferents temps d’incubacid a diverses temperatures, de 4°C a 60°C.

En el cas dels sobrenedants, a les 24 hores d’incubacio, P. aeruginosa PAO1

mante més d’'un 60% de |'activitat lipolitica a 4°C, 20°C, 30°C i 40°C i manté entre

un 30% i un 20% de l'activitat a temperatures de 50°C i 60°C, respectivament. Pel

gue fa la soca P. aeruginosa 47T2 manté al voltant del 60% de l'activitat després

d’'una incubacié de 24h a 4°C, 20°C i 30°C, pero l'activitat disminueix fins a un
40% a 40°C i gairebé perd tota I'activitat a 50°C i 60°C (Fig. 4.11), confirmant una

menor estabilitat térmica dels enzims lipolitics produits per aquesta soca, que

presenten propietats de termoestabilitat molt semblants a les de la soca P.
aeruginosa 42A2 (Bofill et al., 2009).
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Figura 4.11. Efecte de la temperatura sobre I'estabilitat de I’activitat lipolitica al
sobrenedant de P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa PAO1l. Activitat residual sobre p-NP-
caprilat després de diferents temps d’incubacio a diverses temperatures, de 4°C a 60°C.

En les mesures que s’han pres a 1h i 2h els grafics de termoestabilitat
mostren baixades i pujades brusques en |'activitat residual registrada, aixo pot ser
degut al diferent estat d’agregacioé dels enzims lipolitics en base a la desagregacio
gue causen les temperatures més elevades. En funcié de la quantitat i la resisténcia
dels enzims, s6n més o menys marcades les fluctuacions, per exemple, als
extractes i sobrenedants de PAO1, el zimograma mostra més activitat (Fig. 4.3) i
possiblement més quantitat d’enzims i els grafics de termoestabilitat no mostren

tantes irregularitats entre 0 i 4 hores.

106



Resultats i Discussio

4.1.1.6. Determinacio de I’estabilitat a diferents pHs

Amb l'objectiu d’avaluar comparativament |'estabilitat de I'activitat lipolitica
de les dues soques en front al pH es realitzen incubacions durant 1 hora a
temperatura ambient dels extractes cel-lulars i dels sobrenedants de les dues
soques —-P. aeruginosa PAO1 i 47T2- en dissolucions tamponades entre pH 3 i 12,
tal com s’explica a I'apartat 3.6.4.7. Posteriorment es va analitzar 'activitat residual
dels extractes sobre p-NP-caproat i dels sobrenedants sobre p-NP-caprilat, a 37°C i

pH 7, mitjangant I’'assaig colorimétric habitual descrit a I'apartat 3.6.4.2.
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Figura 4.12. Efecte del pH sobre |'estabilitat de I'activitat lipolitica a l’'extracte de P.
aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa PAO1. Activitat residual sobre p-NP-caproat després d’una

hora d’incubacio a diferents pHs.

Com podem observar a la figura 4.12 dels assajos sobre extractes cel-lulars,
tant la soca tipus PAO1 com l'aillat natural 4772 mostren un complex lipolitic molt
estable a pH neutres i alcalins, i disminueixen considerablement la seva estabilitat

(per sota del 60% de I'activitat maxima) als pH acids de 3 i 4. A pH 5 i 6 difereixen
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una mica, ja que mentre que P. aeruginosa PAO1 manté un 80% de l'activitat a
guests pHs, els enzims de la soca natural 47T2 es desestabilitzen més i veuen

reduida la seva activitat al voltant del 60%.
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Figura 4.13. Efecte del pH sobre I'estabilitat de l'activitat lipolitica al sobrenedant de P.
aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa PAO1. Activitat residual sobre pNP-caprilat després d’una

hora d’incubacié a diferents pHs.

Pel que fa als sobrenedants, el patré d’estabilitat al pH també és molt similar
en les dues soques, si bé la soca salvatge 47T2 és ara la que esta dotada d’un
complex lipolitic extracel-lular més estable en general. Manté el 100% de l'activitat
en pHs de 4 a 12 i només es desestabilitza perdent més del 40% de |'activitat a pH
molt acid de 3. La soca tipus P. aeruginosa PA01, manté el 100% de l'activitat a
pHs entre 6 i 12, mantenint al voltant del 80 % de l'activitat a pH4 i 5ia pH 3 el
seu complex lipolitic conserva el 60% de l'activitat. També en aquest cas, els
resultats obtinguts pel que fa a I'estabilitat al pH de les lipases extracel-lulars de la

soca P. aeruginosa 42A2 séon molt similars (Bofill et al., 2009).
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Els resultats obtinguts a partir de la caracteritzacié bioquimica del sistema
lipolitic intra i extracel-lular de les soques P. aeruginosa PAO1 i P. aeruginosa 4772
suggereixen que hi ha poques diferéncies significatives entre la soca tipus PAO1 i la
soca salvatge 47T2, exceptuant algunes petites diferéncies en la tolerancia a la
temperatura i el pH. Tampoc s’han observat diferéncies amb la soca aillada P.
aeruginosa 42A2 pel que fa al sistema lipolitic, fet que ens indicaria que els enzims
lipolitics no serien els responsables de les diferéncies observades pel que fa a la
produccié diferencial de Rhls i acids grassos hidroxilats entre les dues soques
salvatges. Aixi doncs, si bé també es va voler avaluar la possibilitat que es
poguessin trobar diferéncies en els sistemes lipolitics de les dues soques aillades -
47T2 i 42A2- amb la soca tipus PAO1 que poguessin justificar les diferéncies
trobades pel que fa a la produccié o abséncia de ramnolipids i acids grassos
hidroxilats, els resultats obtinguts indiquen que no existeixen diferéncies
significatives en quant als enzims lipolitics d’aquestes soques, suggerint que
I’activitat lipolitica, tot i estar implicada en el metabolisme dels lipids, no sembla ser
la responsable directa de que es produeixi una sintesi diferencial de polimers

extracel-lulars entre les dues soques.
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4.2. Obtenci6 de mutants negatius per la producci6 de PHAs de P.
aeruginosa 42A2 i 47T2

Com s’ha pogut observar a l'apartat anterior 4.1, les diferéncies en el
sistema lipolitic de les soques estudiades no sén molt notables i no justificarien la
produccié6 de polimers tan diferents (Rhls i acids grassos hidroxilats). En
conseqliéncia, i prenent com a referéncia els productes del metabolisme comuns i
diferents en les dues soques de P. aeruginosa 42A2 i 47T2, es decideix fer un
estudi a nivell d’enzims relacionats més directament amb aquests productes.

No es coneixen al 100% les rutes metaboliques que comporten la produccio
de PHAs, Rhls i AG hidroxilats en Pseudomones aeruginosa, pero si se sap que
existeix una relaci6 metabodlica entre les seves vies de biosintesi ja que
comparteixen intermediaris comuns com es detalla a I'apartat 1.4 de la Introduccio
(Campos-Garcia et al., 1998; Rehm et al., 2001; Déziel, 2003; Soberdn-Chavez et
al., 2005). Tenint en compte aquesta relacio, es decideix actuar a nivell metabolic
interrompent la produccié d’'un d’aquests productes d’interés biotecnologic per tal
d’estudiar com afecta a la resta dels productes. Per fer-ho, es modifiquen els gens
gue codifiquen pels enzims de polimeritzacié dels PHAs per tal de generar mutants

negatius per la seva produccio.

4.2.1. Mutageénesi aleatoria

Inicialment, i basant la decisié en antecedents bibliografics (Dutta et al.,
2006; O'Leary et al., 2005), s'intenten obtenir els mutants fent servir técniques de
mutagenesi aleatoria, actuant sobre les soques P. aeruginosa 42A2 i P. aeruginosa
47T2. S'utilitzen dues metodologies: en primer lloc, la irradiacié6 amb ultraviolat
generant mutacions puntuals que la soca és incapag de reparar (Gerhardt et al.,
1994; Dutta et al., 2006), i en segon lloc, la mutacié per transposicido que genera
mutants per interrupcié dels gens amb la intercalacié dels transposons (De Lorenzo,
1990; Rehm et al., 2001; O'Leary et al., 2005).

4.2.1.1. Mutants obtinguts per exposicions controlades a llum ultraviolada

Després de realitzar les exposicions controlades a llum UV (veure apartat
3.5.9.1.1 de Materials i Métodes) s’'ajusta el temps de radiacié a uns 7-8 segons
(Figura 4.14) per tal d’obtenir mutants, arribant a un equilibri entre el nimero de
cél-lules viables (8:10°-9-10° cél-lules supervivents/ml) i les mutacions ocasionades

en aquestes. Una dosi d'UV que dona lloc al voltant d'un 0,1-1,1% de supervivéencia
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de la poblacié bacteriana genera una optima produccié de mutants (Murray et al.,
1997).

Ajust del temps d'exposicié a llum UV
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Figura 4.14. Supervivencia a I'exposicié a llum UV de cel-lules de P. aeruginosa 47T2.

4.2.1.1.1. Seleccioé i comprovacio dels mutants obtinguts per irradiaciéo amb
llum UV

Per tal de seleccionar els mutants negatius per la producci6 de PHAs es
ressembren les colonies supervivents en plaques de TSA/RN, un meétode per la
deteccid in vivo descrit per Spikermann et al. en 1999. Aquest méetode es basa en
I"ds del colorant lipofilic Roig Nil (Red Nile, Sigma, EEUU) addicionat al medi de
cultiu, que tenyeix els bacteris productors de PHAs i que en ser irradiats amb Ilum
UV (312 nm) emeten una fluorescencia taronja. La deteccié de colonies productores
de PHAs mitjancant I'Us d’aquests colorant RN, esta descrit per Azinetobacter
calcoaceticus, Azotobacter vinelandii, Ralstonia eutropha, Rhodococcus opacus i
Pseudomonas putida (Spikerman et al. en 1998) pero no s’ha descrit per la deteccid
en colonies de Pseudomonas aeruginosa, i en provar d'irradiar les plaques de
TSA/RN sembrades amb els microorganismes irradiats no s’observa cap coldnia
taronja, si bé totes les colonies emeten una fluorescéncia groga-verda a causa dels
pigments intrinsecs del bacteri (Kiska et al., 2003).

Es decideix doncs provar de fer la seleccid mitjancant plagues MM/RN
(Figura 4.15). Es tracta de plaques de medi minim suplementades amb acid oleic
com a font de carboni per tal de potenciar la produccié de PHAs i aixi fer més
evidents les diferéncies en I'emissié de fluorescéncia a les quals s’hi ha afegit el

colorant lipofilic.
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Figura 4.15. Sembra en placa de medi minim amb un 2% d‘acid oleic amb Roig Nil i
observacié de com s’acumula el colorant a les cel-lules productores de PHA amb una lampada
de UV a 312 nm.

Tot irradiant amb Ilum UV (312nm) aquestes plaques, es segueix sense
observar la fluorescéncia taronja esperada en irradiar amb UV les colonies
crescudes en el medi MM/RN, segurament com a conseqléncia de la fluorescéncia
propia de les soques. Tanmateix, sembla que es percep una diferencia d’intensitat
entre algunes colonies, i per aix0 es seleccionen les menys fluorescents com a
possibles mutants defectius per a la produccié de PHAs.

Donat que els resultats no sén concloents degut a la interferéncia de la
fluorescéncia intrinseca del bacteri, es decideix comprovar aquests possibles
mutants determinant la produccié de PHAs per gravimetria tal i com s’explica a
I'apartat 3.8.5 de Materials i Metodes (Taula 4.1).

Taula 4.1. Quantificacié gravimétrica dels PHAs produits per les soques parentals i els
possibles mutants seleccionats a les 30h de cultiu en medi minim mineral suplementat amb

olis de fregit residuals a 30°C i 100 rpm.

PHAs (g/L) PES SEC (g/L) % Acumulacio

42A2 0,47 3,53 13,96
clon A2.1 0,38 2,68 14,66
clon A2.2 0,46 3,41 13,17
clon A2.3 0,37 2,86 13,29

47T2 0,34 2,52 13,48
clon T2.20 0,52 3,17 16,42
clon T2.22 0,39 3,85 10,69
clon T2.27 0,45 3,29 13,15

Comparant els percentatges d’acumulacié de les soques parentals, P.
aeruginosa 42A2 i P. aeruginosa 47T2, amb els dels possibles mutants seleccionats,
no s’aprecien diferéncies significatives entre la soca 42A2 i en els seus clons

obtinguts per irradiacié. En canvi, per la soca 47T2, el clon T2.22 si que sembla
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presentar lleugerament disminuida la seva produccié de PHAs. Aquesta disminucio
podria ser deguda a que la mutacié ocasionada per la irradiacié amb llum UV no
elimini totalment la produccié de PHAs. Aixi dins el mateix cultiu liquid, on es
guantifica gravimeétricament la producci6 de PHAs, hi haurien bacteris més
productors no mutats, o bé on ha actuat el sistema de reparacido de I’ADN del
bacteri, i d’altres bacteris menys productors o que no en produeixin. Com ja s’ha
descrit per P. aeruginosa 47T2, en un mateix cultiu pot donar-se heterogeneitat
entre les cel-lules productores de PHAs (Vidal-Mas et al., 2001) i més si els cultius
son inoculats a partir d’una estria en placa i no d’una Unica colonia, com és el cas.

Per comprovar aquesta segona hipotesi s’intenten seleccionar i separar les
possibles cél-lules productores de les no productores de PHAs pel sistema de tria
(cell sorting) de citometria de flux (Herzenberg et al., 2002) complementada amb
la tincid6 amb RN (Vidal-Mas et al., 2001). Aquesta técnica ens servira per estudiar
la heterogeneitat dels cultius productors de PHAs. Es decideix sotmetre a aquest
procediment els possibles mutants menys productors de PHAs d’ambdues soques,
el clon A2.1 per la soca 42A2 i el clon T2.22 per la soca 47T2. Es fan créixer els
mutants i les soques parentals en condicions optimes per a la produccié de PHAs i
es tenyeix amb Roig Nil una aliquota de cada cultiu i es renta amb tampd per
passar-les pel citometre de flux (apartat 3.8.2 de materials i Métodes). D'aquesta
manera el contingut lipidic intracel-lular dels bacteris es tenyeix amb el RN en
suspensid. Les ceél-lules entren a la camera de flux d’'una en una i en passar pel
davant del feix de llum del laser, emeten Illum fluorescent i dispersat, que és
separat d’'acord a la seva longitud d’ona pels filtres adequats. Aquests senyals
luminics sén recollits per detectors i s’utilitzen per realitzar els citogrames i poder
seleccionar aixi els bacteris menys tenyits i poder destriar-los com a veritables
mutants per a la produccié de PHAs.

En el decurs de la seleccié per citometria de flux, les poblacions cel-lulars,
representades per agrupacions homogénies de punts, es situen en funcié de les
seves caracteristiques fisiques de dispersid i de fluorescéncia sobre el diagrama
FS/SS. L'eix de les X correspon al Forward Scatter (FS, dispersié frontal en funcio
de la mida), on les cél-lules col-locades més a la dreta sén les més grans, mentre
gue las situades més a l'esquerra seran més petites, com seria el cas de les que no
contenen PHAs. L'eix de les Y correspon al Side Scatter (SS), indicador de
I'equivalent de complexitat. Aixi, les ceél-lules situades més amunt sén més
complexes i les situades més avall menys complexes, com correspondria a les que
no continguin PHAs. A més a més, dins el diagrama FF/SS s’ha fet una seleccié (A,
gating) d’una fraccié de la poblacié cel-lular segons la mida i la complexitat

cel-lular, que es representa en un altre grafic o histograma a través d’un Unic
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parametre, la fluorescéncia. Aquest histograma déna informacié del nombre de

cel-lules que produeixen fluorescéncia deguda al colorant RN (Y) i la intensitat amb

la qual I'expressen (X).

La intensitat de fluorescéncia per sota de la qual les cél-lules es consideren

com a negatives es fixa per comparacid amb els controls de les soques parentals

marcades també amb RN, indicant aquest nivell amb la barra D.
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Figura 4.16. Citogrames FF/SS a l'esquerra i a la dreta els histogrames monoparameétrics de

fluorescéncia corresponents a la finestra d’analisi marcada sobre el diagrama (A). A dalt es

mostren els citogrames de la soca parental P. aeruginosa 47T2, i a baix els del clon T2.22

possible mutant PHA negatiu de la mateixa soca.
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El primer citograma correspon a la soca parental P. aeruginosa 4772 i el
segon, al possible mutant defectiu per la produccié de PHA de la mateixa soca (clon
T2.22) amb els corresponents histogrames a partir de la finestra seleccionada A
(Figura 4.16). Si comparem les finestres de la soca parental amb la del possible
mutant T2.22, a simple vista sembla que les cél-lules de la soca parental sén més
grans i de més complexitat o granulositat com cal esperar de cél-lules que
acumulen PHAs, ja que trobem gran densitat de punts (cél-lules) a la zona superior-
dreta de la finestra.

Si ens fixem en els histogrames monoparameétrics, s'observa que en la soca
parental hi ha un major nimero de cél-lules que expressen una major fluorescéncia
respecte a I’histograma del possible mutant, fet que en principi representa un major
numero de cel-lules en el clon que tenen menys granuls de PHA tenyits amb RN o
bé que no en tenen (Vidal-Mas et al., 2001).

La Figura 4.17 correspon als citogrames de la soca parental P. aeruginosa
42A2 i del possible mutant defectiu per la produccié de PHAs de la mateixa soca -
clon A2.1- amb els corresponents histogrames monoparameétrics obtinguts a partir
de la finestra seleccionada A en els diagrames FF/SS. També s’observa en aquest
cas que les cel-lules de la soca parental son més grans i granuloses, i en aquest cas
encara és més acusada la diferéncia entre els histogrames donat que la soca
parental presenta moltes més cel-lules amb més intensitat de fluorescéncia que el
possible clon defectiu per la produccié de PHAs.

Finalment, mitjancant la citometria de flux i a partir dels histogrames de
fluorescéncia proporcionats pel sistema de cell sorting basat en la fluorescencia
emesa pels granuls de PHAs tenyits amb RN, s’aconsegueixen destriar aquelles
cel-lules menys fluorescents, que se suposen amb menys PHAs acumulats o sense
PHAs. A partir de les cel-lules seleccionades dels dos possibles clons mutants
defectius per la produccié de PHAs, es tornen a fer cultius per tal de quantificar
mitjancant tecniques de gravimetria els PHAs d‘aquests possibles mutants.
Tanmateix, en l'analisi per gravimetria no s’aconsegueixen valors de %
d’acumulacié de PHAs molt diferents a aquells dels quals s’havia partit en les

soques parentals (Taula 4.1).
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Figura 4.17. Citogrames FF/SS amb [|'histograma corresponent a la finestra d’analisi
marcada sobre el diagrama. A dalt es mostren els citogrames de la soca parental P.

aeruginosa 42A2, i a baix els del clon A2.1 possible mutant PHA negatiu de la mateixa soca.

4.2.1.2. Mutants obtinguts per inserciéo amb el transposé del pUT mini-Tn5

Atés que els possibles mutants obtinguts mitjangant irradiacié amb llum UV
no son concloents, es decideix utilitzar un altre sistema basat en la disrupcio
aleatoria dels gens implicats en la sintesi dels PHAs, utilitzant el transposé pUT
mini-Tn5 (De Lorenzo et al., 1990, O'Leary et al., 2005). Amb aquest objectiu,

s’assaja amb diferents vectors dotats de diferents gens de resisténcia a antibiotics
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per acoblar el sistema de mutagénesi per insercié amb el transposé del pUT mini-
Tn5 a P. aeruginosa, ja que la resisténcia de les soques 47T2 i 42A2 als diferents
antibiotics dificulta la posterior seleccié dels mutants. Els resultats corresponents a
les CMIs d’aquestes soques enfront de diferents antibiotics es mostren en la Taula
4.2.

Taula 4.2. Concentracié minima inhibitoria (CMI en pug/mL) pels antibiotics Cloramfenicol
(Cm), Tetraciclina (Tc) i Estreptomicina (Sm) de les soques de P. aeruginosa 42A2 i 4772 i

dels diferents vectors pUT mini-Tn5 en la soca E. coli S17.1.

CMI (ng/mL) Cm Tc Sm

P. aeruginosa 42A2 200 300 200

P. aeruginosa 4772 600 400 200

E. coli $17.1 pUT mini-Tn5 500 500 500

Donada l'elevada resistéencia de les dues soques de P. aeruginosa als
diferents antibiotics (Kiska et al., 2003), sobretot en la soca 47T2 (Taula 4.2), es
decideix emprar per a la mutagenesi el vector pUT mini-Tn5 Sm/Sp ja que és I'Unic
gue es pot fer servir en totes dues soques a una concentracié d’antibidtic de 200
ug/mL.

Després de realitzar la conjugacié entre la soca E. coli A pyr S17.1 pUT mini-
Tn5 Sm/Sp i les dues soques de P. aeruginosa 42A2 i 4772, tal com s’ha descrit a
|'apartat 3.5.7.2.1 de Materials i Métodes (De Lorenzo et al., 1990; Vrionis et al.,
2002), s’obtenen bastantes colonies resistents a estreptomicina, és a dir, colonies
en les quals suposadament s’ha produit la integracid del transposd en el
cromosoma de la soca a través d'una recombinacid6 homologa. La freqiéncia
d’insercié obtinguda és aproximadament de 1072

Perd quan es volen seleccionar aquells mutants que han inserit el transposé
en algun punt del cromosoma que afecti a la produccié de PHAs es déna el mateix
problema que en la mutagénesi per irradiaci6 amb UV. No existeix una bona
metodologia de contraseleccid per mutants defectius en la produccié de PHAs en
soques de Pseudomonas aeruginosa productores de compostos pigmentats i/o
fluorescents, ja que tant la metodologia en plaques basada en |'Us del colorant
fluorescent RN, com la de la tria per citometria de flux no han resultat efectives per
a les soques 42A2 i 47T2. L'Unica manera de comprovar els mutants d’aquestes
soques és la quantificacié gravimeétrica de PHAs, pero aquest métode no serveix per
seleccionar sind6 més aviat per comprovar la taxa de produccié6 de PHAs dels
mutants seleccionats, ja que seria necessari fer cultius liquid a partir de cada

possible mutant i aixd requereix una despesa massa important de temps i material.
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Donades les limitacions de seleccid que presenten els dos metodes anteriors
de cara a l'obtencié de mutants negatius per a la produccié de PHAs en les soques
de P. aeruginosa pigmentades/fluorescents 42A2 i 47T2, s’opta per la utilitzacio

d’un sistema de mutagénesi dirigida (Pham et al., 2004).

4.2.2. Mutagénesi dirigida

P. aeruginosa és un model de gran interés i per aix0 és un dels bacteris més
estudiats a nivell molecular. El seu genoma ha estat totalment seqlienciat, prenent-
se com a soca tipus P. aeruginosa PAO1 aillada d’'un pacient amb otitis mitja (Stover
et al., 2000). La sequéncia completa del genoma de P. aeruginosa PAO1 es troba
disponible en bases de dades publiques (www.pseudomonas.com) i la seva analisi
es va publicar I'any 2000 (Stover et al., 2000). La mida aproximada de [|'Unic
cromosoma circular que forma el genoma d’aquest bacteri és de prop de 6,3 milions
de parells de bases (6.264.403 pb, www.pseudomonas.com), i va ser amb
diferéncia el genoma més gran sequienciat pel que fa a bacteris, seguit del
d’Escherichia coli amb 4,6 milions de parells de bases. Aquesta soca (PA01), igual
que molts altres aillats de P. aeruginosa, no conté plasmidis. Presenta un
percentatge elevat de Guanina-Citosina en el seu DNA, aproximadament un 67,2%,
tret caracteristic de Pseudomonas que sovint dificulta la manipulacié geneética i el
clonatge del seu ADN (Palleroni et al., 1984; West et al., 1988; Hauser et al.,
1998). L’analisi de la seqliéncia del seu genoma ha permeés identificar gens
involucrats en la mobilitat, el transport i utilitzaci6 de nutrients, I'extraccio
d’antibiotics de la cel-lula, aixi com sistemes implicats en el quorum sensing i la
resposta a canvis ambientals (Stover et al., 2000). També s’han identificat els gens
involucrats en la biosintesi dels PHAs (Witholt et al., 1999; Hoffman et al., 2004),
localitzats en un mateix operé phaC1ZC2D en el qual s’hi inclouen diversos gens tal

com es mostra a la Figura 4.18:

= Els gens phaC1 i phaC2 codifiquen per la PHA sintasa.

= El gen phaZ codifica per una PHA depolimerasa intracel-lular.

= El gen phaD codifica per un putatiu regulador transcipcional.

= El gen phaF codifica per una proteina estructural associada als granuls
de PHA. També és considerada com un regulador negatiu dels gens de
biosintesi de PHA.

= El gen phalI codifica per proteina estructural associada als granuls de
PHA.
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= El gen phaG codifica per transacil-lases que uneixen la biosintesi d’acids

grassos amb la biosintesi de PHAs.

phaG phaC1 phaZ phaC2 phaD phaF  phal

Figura 4.18. Esquema adaptat de Hoffman i Rhem, 2004: amb fletxes es representen els
gens més rellevants en la biosintesi de PHAs en P. aeruginosa PAO1. Els triangles blancs

indiquen la localitzacié dels putatius promotors dels corresponents gens/operons.

Donat que les PHA sintases o polimerases sén els enzims amb activitat
polimeritzant (Hoffman et al., 2004), per tal de generar mutants per a la produccié
dels polimers de PHAs es decideix actuar sobre aquests gens per evitar el consum
dels substrats naturals dels enzims sintasa pels quals codifiquen, que sén
intermediaris comuns a la produccié dels altres metabolits d’interés en les dues
soques estudiades (Deziel, 2003).

L'estratégia seguida per la mutagénesi dirigida es basa en la inactivacié de
gens cromosomics per recombinacié homologa amb fragments d’ADN de zones de
la mateixa regid6 obtinguts per PCR. Amb aquesta metodologia és possible
deleccionar un fragment de l'operd que intervé en la sintesi dels PHAs (apartat
1.3.3.2), substituint-lo mitjancant recombinaci6 homologa per uns fragments d’ADN
gue no continguin l'operdé complet.

Els dos gens PHA-sintasa, phaCl i phaC2 identificats i caracteritzats a
Pseudomonas aeruginosa, es troben separats entre si pel gen phaZ (Timm i
Steinblichel, 1992) com es mostra a la Figura 4.18, i és a nivell d’'aquests locus
(phaC1zC2) que es decideix provocar la mutacido per a l'obtenci6 d'un mutant
isogenic deleccionat AphaCl1-phaZ-phaC2. Es pretén, tal i com s’indica a la Figura
4.19, provocar una delecci6 de la seqliéencia cromosomica marcada en verd,
corresponent a uns 4695 parells de bases i que conté la zona 3’ del gen phaCli, el
gen phaZ sencer i la regidé 5’ del gen phaC2. Tota aquesta regid és substituida pel
gen de resisténcia a l'antibiotic gentamicina (Gm).

Per tal de promoure aquesta recombinacié homologa es fan servir fragments
d’ADN amplificats per PCR, homolegs als extrems de la zona dels gens a
deleccionar, és a dir, homolegs a I'extrem 5’ de phaCl1 i a la regié 3’ de phaC2. Al

conjunt d’aquests fragments d’ADN se'ls lliga entremig el gen de resisténcia a Gm.
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phaC1 phaz phaC2

DELECCIO

Figura 4.19. Deleccié que es vol realitzar per tal d’aconseguir el mutant PHA negatiu. El
procés implica eliminar part dels gens phaCl i phaC2 i el gen phaZz sencer a més d’un
promotor putatiu (Timm et al., 1992).

Per comencar aquest procés s’‘amplifiquen els fragments homolegs als
extrems 5’ i 3’ dels gens phaC1 i phaC2, respectivament, fent servir els encebadors
detallats a la Taula 4.3, amb la intencidé d’aconseguir la seqiiéncia codificant per la

PHA-sintasa truncada.

Taula 4.3. Encebadors dissenyats per amplificar I'extrem 5’ de phaC1 (A i B) i I'extrem 3’ de
phaC2 (C i D). Els encebadors B i C contenen extrems complementaris entre ells per una
posterior fusid dels fragments obtinguts per PCR. A més a més, en unir-se els dos fragments

contenen una diana de restricci6 BamHI marcada en vermell.

Nom Segqiiéncia
(A) U58 5' GCGAATTCGATGAGTCAGAAGAAC 3'
(B) L555 BamHI 5' CGGATCC TGTCTACAGTAGCTCGTTGTTCACCAGGTCCTTG 3'
(C)Uu3973 BamHI 5' ACCAACTGTAGACA GGATCC GGCCGGCAACTGCGCAAGGTCAG 3
(D) L4730 5' GGCCGAAGCTTTCAGCGTATATGC 3'
phaC1 phaz phacg

\/>
\%

< <
B D
L, >
4801pb
+

Figura 4.20. Procés d’obtencid del fragment AD a partir del genoma de P. aeruginosa 42A2 i
47T2. El fragment AB (538pb) amplificat per PCR presenta un extrem complementari a
I'extrem de CD (757 pb). El fragment final AD (1295pb) resulta de la PCR de fusié usant els

encebadors A i D i els fragments AB i CD com a motlle.
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A partir de I'ADN genomic de Pseudomonas aeruginosa 42A2 y 47T2
s'amplifica per PCR el fragment AB d'uns 538 pb amb els encebadors A i B i el
fragment CD de 757 pb amb els encebadors C i D (Taula 4.3., Figura 4.20).
Seguidament, es genera el fragment AD resultant d’'una PCR de fusié dels dos
fragments gracies als extrems complementaris dels encebadors B i C, fent servir
com a ADN motlle els propis fragments AB i CD i els encebadors A i D (Figura
4.20). Aixi, s’obté un fragment final d'uns 1295 pb que conté una zona d’homologia
a la regio 5’ del gen phaC1 de Pseudomonas aeruginosa, una seqléncia diana per
I’enzim de restricci6 BamHI i seguidament una segona zona d’homologia, aquesta
vegada amb la zona 3’ del gen phaC2 de Pseudomonas aeruginosa (Figura 4.20).
Per poder treballar amb aquest fragment, s’introdueix AD en el vector comercial de
clonacié pGEM®-T seguint les instruccions de la casa comercial de manera rapida i
eficient (Promega, Espanya 1999) i transformem sobre E. coli DH5a (Hamahan,
1983, apartat 3.5.7.1 de Materials i Metodes).

Del clon obtingut, E.coli DH50 pGEM-TAD, s’‘extreu i purifica el vector i
seguidament es digereix pGEM-TAD amb |'enzim de restriccié EcoRI (Figura 4.21)

per tal d’obtenir la seqliéncia AD flanquejada per la diana de restriccié EcoRI.

Kminl 2009
T7d
Scal 1890 Nael 2707 Apal 1;
\ Aalll | 20
f1 ori Sphl 26
BslZl | 31
Ncol 37
o BstZl | 43 1295pb
® DGEMETEasy  facz Rotl | 43 — o
Vector 1 EcoRI | 52 | . L7 A D
(2013bp) Lligacié
Spel 64
o | %+ “
Mol 77
BstZl | 77
. Pstl a8
ori Sall 90
N?:iel 97 BamHI
Sacl 108
BstXl |118
Nsil 1571’
T 5ps
pGEMT-AD
(4310 pb)
Digestio (EcoRI)
A D
Eco RI BamHI Eco RI

Figura 4.21. Lligacié del fragment d’ADN AD al vector comercial pGEM-T i posterior digestio
del vector pGEM-TAD per tal d’obtenir el fragment d’ADN —-AD- amb la diana EcoRI a banda i
banda.
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Paral-lelament es digereix també amb EcoRI el plasmidi pEX100T/ink
(Quénée et al., 2005) per tal de lligar-hi el fragment AD flanquejat per dues dianes
EcoRI i seguidament introduir entre el fragment A i el D el gen de resisténcia a Gm.

Per incorporar al fragment AD la resisténcia a Gm, el gen aacC1 s’extreu del
plasmidi pUCGml/ox per digestié amb I'enzim de restriccié BamHI. En aquest vector
el gen aacC1 es troba flanquejat per les seqléncies lox i per un MCS (multiple
cloning site) palindromic (Quénée et al., 2005) que permet l'alliberament de la
seqlieéncia completa lox-aaaCl-lox per restricci6 amb BamHI. S’obté aixi el gen de

resisténcia flanquejat per les seqtiéncies /ox (Figura 4.22).

B Hindill

Digesti6 amb BamHI

pUCGml/ox lox aacC1 lox
3695 bp

Hinglll

Figura 4.22. Esquema de la digestio del vector pUCGm/ox amb I’enzim de restricci6 BamHI

per extreure el gen de resisténcia a la Gm (aaaC1) flanquejat per les repeticions /ox.

Finalment, es lliga el gen de resisténcia a Gm flanquejat per les seqiiencies
lox al vector pEX100TAD digerit amb BamHI, que obre el vector separant AD
gracies a la diana de restriccié introduida amb els encebadors. Aixi, s’aconsegueix
el fragment d’ADN que substituira la regid cromosomica -AloxGmloxD-, un
fragment de 2238 pb a l'interior de pEX100T/ink (Fig 4.23 i 4.24). Aquest ha de
substituir per recombinacié6 homologa una part de la regi6 cromosomica de P.

aeruginosa que codifica per la PHA-sintasa.
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SacB
A D
pEX100Tlink
Lligacio
+ Eco RI BamHI Eco RI

Digestioé (BamHI)

lox aacC1 lox

BamHI BamHI
Lligacié per extrems
cohesius (BamHI)

pEX100TAGmD
8400pb

lox aacC1 lox D

A

Figura 4.23. Procés de construccio del fragment de PCR que substituira la regid

cromosomica de 2238 pb -AloxGmloxD- dins el plasmidi pEX100T/ink.

Seguidament s’introdueix aquest plasmidi pEx100TAGmMD per transformacio
dins I'E. coli S17.1 conjugativa (apartat 3.5.7.1 de Materials i Metodes) i es realitza
la conjugacioé d’E. coli S17.1 pEX100TAGmD amb les soques P. aeruginosa 47T2 i
42A2 (apartat 3.5.7.2.2 de Materials i Métodes) per tal que es doni la doble
recombinacié homologa.

Els transconjugants es seleccionen per resisténcia a Gm, donat que
pEx100T/ink és un vector suicida que no té origen de replicaci6 a Pseudomonas
(Quénée et al., 2005) i només sobreviuen aquells clons que han incorporat el gen
aaaCl al cromosoma per recombinacié homologa. Pot ser que el plasmidi s‘incorpori
en la seva totalitat, o bé que es doni la doble recombinaci6 homologa desitjada,
dels dos fragments d’ADN complementaris que s’han generat per PCR (A i D) amb
el cromosoma de P. aeruginosa 42A2 i 47T2 i s'introdueixi només AloxGmloxD de
2238pb substituint els 4801 pb de l'operd phaClphaDphaC2 (Figura 4.25). Per
assegurar la seleccio dels dobles recombinants, mutants defectius per la sintesi de
PHAs on es produeix |'escissié del vector, és necessaria una segona contraseleccid

amb sacarosa, ja que el plasmidi conté també el gen sacB que és un gen que
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codifica per la levansucrosa que transforma la sacarosa en un toxic. Si el vector
continués inserit en la seva totalitat en el cromosoma, el producte génic del gen
sacB faria que les cél-lules no hi poguessin créixer (Quénée et al., 2005; Figura

4.24).

Figura 4.24. Esquema del vector pEx100T
(Quénée et al., 2005) que conté linsert -
loxGmlox-, el gen de Gm (negre) flanquejat per
A (un fragment de I'extrem 5’ de phaC1) i D (un
fragment de I'extrem 3’ de phaC2) en vermell.

pExA::Gm::D
8406pb

D

lox

A lox aacC1

Recombinacio

homologa
A C
> >
<« <~ P. aeruginosa 42A2 i 4772
B D
phaC1 phaZ phaC2

*

*

48071pb

A lox aacC1 lox D L
ADN cromosomic de mutants
- I ' I - de P. aeruginosa 42A2 i 4772

2238pb

Figura 4.25. Esquema de la recombinaci6 homologa amb la que es generen els mutants

amb els gens de les PHA-sintases defectius.
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Els mutants dobles recombinants obtinguts s’analitzen per PCR fent servir
els encebadors E i F (Taula 4.4) corresponents als extrems 5’ i 3’ del gen phaZ
(Figura 4.26). A partir dels mutants no s’obté producte de PCR mentre que apareix
una banda de 0,8 kb a partir de totes dues soques parentals, indicant que realment
els mutants provenen de la doble recombinacié en la qual la regié génica phaCl1-

phaZ-phaC2 ha quedat interrompuda pel gen de resisténcia a Gm.

Taula 4.4. Encebadors dissenyats per amplificar el gen phaZ (E i F) que serviran per
confirmar la obtencié dels mutants PHA negatius per la produccié de PHAs com a resultat de

la doble recombinacio.

Nom Seqiiéncia
(E) U 11 5 CTTCGTCTTCCGGACCATC 3’
(F) L 823 5" GGAACGGACGAGGGTGCAT 3’

812 pb
ADN cromosomic de
P. aeruginosa 42A2 i 47T2

812pb

Figura 4.26. Gel d'agarosa sobre el qual s’ha fet una electroforesi i s’ha tenyit amb bromur
d’etidi per tal d'observar com corren les bandes d’ADN amplificades per PCR. Els carrils 1 i 2
corresponen a l'amplificacié del gen phaZ a partir del genoma de les soques parentals P.
aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 42A2, mentre que els carrils 3 i 4 corresponen a la mateixa
amplificacié realitzada a partir de I’ADN cromosomic dels respectius mutants PHA negatius
gue tenen deleccionat el gen phaZ. Per a I'amplificacié es van utilitzar els encebadors E i F,

especifics pels extrems 5’ i 3’ del gen phaZ.

Seguidament per acabar de corroborar |'obtencié dels mutants negatius per
la produccié de PHAs, es comprova la seqliéncia de la regié génica que comprendria
les PHA-sintases dels clons obtinguts (phaCl1-phaZ-phaC2) mitjancant una segona
amplificacio especifica per PCR a partir dels encebadors A i D (Taula 4.3). Com és
d’esperar, I'amplificacié en els clons déna lloc a un fragment d’ADN de 2,238 kb
(Figura 2.27).

Amb el resultat d'aquestes dues PCRs ens assegurem que s’ha produit la

doble recombinacio i la deleccié desitjada, ja que si només s’amplifica amb A i D
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podria ser que s’hagués integrat al cromosoma el vector sencer o que la
recombinacioé s’hagués donat en una regié genica erronia i s‘obtindria igualment la
banda AloxGmloxD per PCR. En canvi, el fet que en els mutants no s’amplifiqui el
gen phaZ confirma novament, juntament amb la contraselecci6 amb sacarosa, la

deleccié i per tant la doble recombinacié a la regié genica desitjada.

Figura 2.27. Analisi sobre gel d’agarosa de I'amplificacié per PCR

M 1 2 3 4

colonial a partir dels mutants deficients per la produccié de PHAs,

realizada amb els encebadors A i D. En tots els mutants dobles
recombinants obtinguts apareix la banda esperada A::Gm::D
d’unes 2,3 kb. Carril M > Marcador d’ADN 1 kb Ladder. Carril 1i 2
- PCR colonial de P. aeruginosa 4772 AGmD (2,238 kb). Carril 3 i
4 > PCR colonial de P. aeruginosa 42A2 AGmD (2,238 kb).

I EHRIES

La darrera comprovacié consisteix en seqlienciar I'amplicdé AloxGmloxD de
2238 pb obtingut de la PCR colonial (apartat 3.5.5 de Materials i Métodes) a partir
dels mutants P. aeruginosa 42A2 AAGmMD i P. aeruginosa 4772 AAGmD, defectius
per la produccié de PHAs i resistents a Gm (Figura 4.28).

Es retallen les bandes obtingudes i s’extreu I'’ADN del gel d’agarosa per tal
de poder-lo fer servir com a ADN motlle i poder seqlenciar-lo (apartat 3.5.4 de
Materials i Métodes). Aquesta seqlienciacio es fa primer amb I'encebador A (Taula
4.3) i després amb |'encebador D (Taula 4.3), de manera que s’aconsegueix
determinar la seqiéncia final que queda en el cromosoma de les dues soques

després de la doble recombinacio.
2238pb

& o
A4 o

A lox aacCl1 lox D

B S S N

Figura 4.28. Amplico AloxGmloxD de 2,238 kb tal com queda incorporat al cromosoma de

les soques de P. aeruginosa 42A2 i 47T2 un cop provocada la deleccié per la doble
recombinaciéo homologa, fet que anul-la la capacitat de les soques de sintesi (polimeritacid) i

per tant acumulacié de PHAs.

En aquesta sequéncia (Taula 4.5) es localitzen tant els encebadors emprats
per obtenir el fragment AD, com la seqliéncia corresponent al fragment A (extrem
5’ del gen phaC1), la sequéncia corresponent al fragment D (extrem 3’ del gen
phaC2), els llocs de reconeixement de la recombinasa Cre (/ox), i el gen de

resisténcia a Gm (aacC1) emprat per dur a terme la seleccié dels transconjugants.
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Taula 4.5. Sequéncia d’AloxGmloxD, on es localitzen per ordre, les seglients sequéncies:
I'encebador A de color en groc, el fragment A (extrem 5’ del gen phaC1) de color vermell,
I'encebador B en groc, un lloc de reconeixement de la recombinasa Cre (/ox) en verd, el gen
de resisténcia a Gm (aacC1) en blau, l'altre lloc lox de reconeixement de la recombinasa en
verd, I'encebador C en groc, el fragment D (extrem 3’ del gen phaC2), i I'encebador D en
groc. Els requadres son les dianes de restriccio BamHI reconstruides per on s’ha digerit —AD-

i s’ha lligat la resistencia a Gm.
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Un cop comprovats els clons, és possible reciclar del cromosoma el gen de

resisténcia a gentamicina pel sistema cre-lox (Quénée et al., 2005) i aixi deixar els
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mutants negatius per la producci6 de PHAs sense cap tipus de resisténcia a
antibiotics diferent de les intrinseques a la soca (Kiska et al., 2003), cosa que
permet generar altres mutacions. El procés d’eliminacié de la resisténcia a Gm es
porta a terme seguint el sitema cre-lox. Aquest sistema es basa en la expressi6 del
gen cre, que codifica per una proteina ADN recombinasa. Aquesta proteina té la
capacitat de reconéixer seqléncies de 34 pb de longitud, que es coneixen com a
seqliencies lox, que permeten que Cre recombini al voltant de I'ADN que les
envolta. Primer talla I’ADN pels dos llocs /ox i seguidament uneix de nou la cadena,
donant com a resultat I'escissié de I’ADN entre els llocs /ox i la seva posterior
degradacio (Marx et al., 2002).

Donat que el gen de resisténcia a Gm esta flanquejat per les seqiuéncies de
reconeixement /ox, és necessaria I'expressid del gen cre per tal de reciclar aquest
resistéencia del cromosoma de P. aeruginosa 47T2 i 42A2. Aquestes soques no
contenen en el seu genoma aquest gen (Stover et al., 2000), per aix0 és necessari
electroporar un vector d’expressiéo del gen cre, i es decideix fer servir pCM157
(Quénée et al., 2005). S’electropora el plasmidi pCM157 en els mutants isogénics
defectius de les dues soques, P. aeruginosa 42A2 i 47T2 seguint el metode descrit a
|'apartat 3.5.7.3 de Material i Métodes. El plasmidi pCM157 conté un gen de
resisténcia a tetraciclina (Tc®) que serveix pel manteniment d’aquest plasmidi a
l'interior de Pseudomonas. A més a més, expressa la recombinasa Cre que
escindeix el gen de resisténcia a Gentamicina per les seqliéncies /ox que flanquegen

el gen aacC1 (Figura 4.29).

2238pb

A  lox aacCl lox D i ADN cromosomic

— YV e

de P. aeruginosa
42A2 i 47T2

*
¢

Expressio de la
Cre recombinasa

A lox D

—

P ®

1298pb

Figura 4.29. Procés d’eliminacié del gen de resisténcia a I'antibidtic Gm® (aacC1) en els
mutants defectius de P. aeruginosa 42A2 i 47T2. En introduir per electroporacié el plasmidi
pCM157, aquest expressa la recombinasa Cre que elimina el gen de resisténcia gracies al

reconeixement de les seqliencies /ox que el flanquegen.
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Els nous transformants obtinguts es seleccionen per la seva resisténcia a Tc i
sensibilitat a Gm (com a conseqliéncia de l'escissié del gen de resisténcia aaaCl1.
Posteriorment, el plasmidi pCM157 portador de la nova resisténcia a Tc es cura
mitjancant 3 ressembres successives dels mutants deleccionats en medi sense
Iantibiotic (Tc).

Per altim, es comprova que els mutants hagin perdut la resisténcia a
I'antibiotic Gm mitjangant amplificacié per PCR i posterior seqienciacio, utilitzant
els encebadors A i D (Figura 4.30).

M123456738910112M

Carril M - Marcador d’ADN 10 kb Ladder.

Carril 1 - PCR colonial de P. aeruginosa 47T2.

Carril 2 > PCR colonial de P. aeruginosa 4772 AAGmD. (2,238 kb)
Carril 3 - PCR colonial de P. aeruginosa 42A2.

Carril 4 © PCR colonial de P. aeruginosa 42A2 AAGmD. (2,238 kb)
Carrils 5-8 - PCR colonial de P. aeruginosa 47T2 AD. (1,402 kb)
Carrils 9-12 - PCR colonial de P. aeruginosa 42A2 AD. (1,402 kb)

Figura 4.30. Analisi en gel d'agarosa dels productes de I'amplificacié de les PCRs colonials a
partir dels microorganismes indicats a la figura amb els encebadors A i D. Per les soques
parentals no s’observa cap banda d’amplificacié ja que aquesta hauria de ser de 4695 pb,
mida massa elevat per poder ser amplificat en les condicions en que es realitza la PCR. En
canvi en els mutants amb el gen de resisténcia a Gm si que apareix la banda esperada
d’AloxGmloxD d‘unes 2,3 kb. Finalment, en aquells mutants als que s’ha eliminat el gen de

resisténcia a Gm amb el vector pCM157 apareix la banda esperada AD de 1,4 kb.

Es considera que s’han obtingut mutants de les dues soques P. aeruginosa
42A2 i 47T2 defectius per la produccié de PHAs i no resistents a Gm quan es
realitza la seqienciacié de I'amplico AloxD de 1402 pb obtingut a partir de les PCRs
colonials dels mutants P. aeruginosa 42A2 AAD i P. aeruginosa 47T2 AAD als quals
se’ls ha escindit el gen de resisténcia a Gm pel metode Cre-lox i no s’‘observa la

presencia de les seqiliencies corresponents a la resisténcia a Gm (Figura 4.31).

A lox D

o >

&
A4

&
°

1402pb
Figura 4.31. Amplicé AloxD de 1,402 kb obtingut per amplificacié6 amb els encebadors A i D
a partir del genoma dels mutants de P. aeruginosa 42A2 AAD i P. aeruginosa 4772 AAD

defectius per la produccié de PHAs i sensibles a Gm.

Seqlienciant els fragments amplificats a partir dels mutants primer amb

I’encebador A i després amb l’encebador D s’aconsegueix determinar la seqliéncia
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final que queda després d'introduir en les soques deleccionades el vector pCM157 i
de l'actuacié la recombinasa Cre que aquest expressa (Taula 4.6). En la seqléncia
final obtinguda es localitzen els encebadors emprats per obtenir el fragment AD, la
seqliencia corresponent al fragment A (extrem 5’ del gen phaCl), la seqliéncia
corresponent al fragment D (extrem 3’ del gen phaC2), i el lloc de reconeixement
de la recombinasa Cre (Jox) que roman al cromosoma un cop s’allibera per escissio

el gen de resistencia a Gm aacCl1.

Taula 4.6. Sequéncia del fragment AloxD, on es localitzen per ordre les seguents
seqliencies: I'encebador A de color en groc, el fragment A (extrem 5’ del gen phaC1) de
color vermell, I'encebador B en groc, el lloc de reconeixement de la recombinasa Cre (/ox) en
verd, el fragment D (extrem 3’ del gen phaC2) i I'encebador D en groc. Els requadres son les
dianes de restricci6 BamHI reconstruides per on s’ha digerit —AD- i s’ha lligat la resisténcia a
G
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4.2.2.1. Analisi dels mutants defectius per la produccié de PHAs
Un cop obtinguts els mutants i comprovats per PCR i seqlienciacid es

procedeix a realitzar una analisi comparativa dels mateixos amb les soques

parentals P. aeruginosa 42A2 i 47T2 corresponents.
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El contingut de PHAs de les soques mutants i parentals s’analitza per
microscopia Optica d’epifluorescéncia (MO), per microscopia electronica de

transmissié (MET), per ressonancia magnetica nuclear (RMN) i per gravimetria.

4.2.2.1.1. Analisi per Microscopia Optica (MO) d’epifluorescéncia

El colorant Roig Nil (RN) és excel-lent per la deteccié de granuls lipidics
intracel-lulars, tant per microscopia de fluorescéncia com per citometria de flux,
degut a la seva especificitat lipofilica. Tenyint les cél-lules en suspensid directament
amb Roig Nil, com es descriu a |'apartat 3.8.1 de Materials i Métodes, i observant-
les amb el microscopi d’epifluorescéncia, els granuls de PHA es veuen ressaltats de
color vermell brillant a l'interior de les soques parentals productores d'aquest tipus
de biopolimer, mentre que en els mutants defectius obtinguts I’'Unic que es posa
lleugerament de manifest per tinci6 amb RN sén les membranes cel-lulars degut a

la manca de granuls de PHAs (Figura 4.32 i 4.33).

Figura 4.32. Fluorescéncia del Roig Nil que tenyeix el contingut granular de PHAs de les
soques P. aeruginosa 47T2 a l'esquerra i P. aeruginosa 42A2 a la dreta, tenyides en una
suspensid de Ringer Y4 a una concentraci6 de RN de 0,25 mg/mL. Ambdues s6n imatges
preses a 100 X amb el microscopi d’eplifluorescéncia (A d’excitacié: 515-560 nm; A d’emissio
> 590 nm).

La Figura 4.32 correspon a micrografies de les soques parentals P.
aeruginosa 47T2 a l'esquerra i P. aeruginosa 42A2 a la dreta, crescudes en
condicions Optimes per la producci6 de PHAs (Rehm, 2003), medi minim mineral

amb olis de fregits residuals a 30°C i a 100 rpm. Les cél-lules estan tenyides en
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solucié tamponada amb Roig Nil i fotografiades sota el microscopi oOptic de
fluorescéncia a 100X. Ambdues soques acumulen granuls de PHAs que fins i tot
arriben a deformar les cél-lules quan en sén molt plenes.

En canvi, en la Figura 4.33 les micrografies que es mostren corresponen als
mutants negatius per la producci6 de PHAs de la soca P. aeruginosa 47T2 a
l'esquerra i P. aeruginosa 42A2 a la dreta, crescudes en les mateixes condicions de
cultiu i tractades amb Roig Nil de la mateixa manera que les anteriors. Aquests
mutants no acumulen granuls de PHAs a linterior, ja que tenen els gens PHA
sintasa truncats i son incapagos de produir ni acumular PHAs. Aixi el Roig Nil no
evidencia granuls a l'interior de les seves cél-lules, si bé les cél-lules es veuen
lleugerament tenyides bé perque el colorant s’adhereix a la superficie, o bé pels

lipids de membrana, i per aix6 emeten una certa fluorescéncia.

Figura 4.33. Micrografia d’epifluorescéncia dels mutants negatius per la produccié de PHAs
de les soques P. aeruginosa 4772 a l'esquerra i P. aeruginosa 42A2 a la dreta, tenyides en
una suspensio de Ringer % a una concentracié de RN de 0,25 mg/mL. Ambdues sén imatges
preses a 100 X amb el microscopi d’eplifluorescéncia (A d’excitacié: 515-560 nm; A d’emissio
> 590 nm).

4.2.2.1.2. Analisi per Microscopia Electronica de Transmissio (MET)

La microscopia electronica de transmissio ens ajuda a estudiar I'organitzacio
citoplasmatica de les cél-lules (Ubbink et al., 2005), aixi ens permet visualitzar els
granuls de PHA que Pseudomonas aeruginosa acumula al seu interior. L'acumulacio
de PHAs en forma d’inclusions discretes a l'interior de moltes cél-lules bacterianes

esta ampliament descrita a la bibliografia (Steinblchel et al., 1995; Curley et al.,
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1996; Alvarez et al., 1996 i 1997; Song et al., 1998; Vidal-Mas et al., 2001;
Sudesh, 2002; Dennis, 2003; Fernandez et al., 2005). Tant és aixi, que observant
dos bacteris per MET, un que produeixi PHAs i un altre que no en produeixi, es
poden diferenciar de manera evident els granuls de PHA a l'interior del bacteri
productor. Es per aixd que es decideix fer servir aquesta técnica per l'estudi
comparatiu dels mutants negatius per la produccié de PHAs amb les respectives
soques parentals.

Per tal de confirmar la preséncia o abséncia dels granuls de PHAs produits
per les soques parentals de P. aeruginosa 42A2 i 47T2 i les soques mutants , es va
procedir a la seva analisi mitjancant microscopia electronica de transmissidé. Els
resultats obtinguts es mostren en les figures 4.34 i 4.35.

D’acord amb la bibliografia existent, en les soques parentals P. aeruginosa
47T2 (Figura 4.34 A, Ci E) i P. aeruginosa 42A2 (Figura 4.35 A, C i E) s’observa la
preséncia de granuls que apareixen en forma d’inclusions lipidiques intracel-lulars i
de color blanc-grisés donat que es mostren transparents als electrons (Fernandez
et al., 2005). Pel contrari, no s’‘observen aquestes inclusions en els mutants PHA
negatius de les mateixes soques, que no sén capaces de produir-ne (Figura 4. 34 B,
D i Fi Figura 4.35 B, D i F). Aixi, en el cas de la soca P. aeruginosa 4772, les
mostres es prenen a 20 hores de cultiu, on els bacteris presenten pocs granuls i
amb una forma arrodonida ben definida. Per contra, per la soca P. aeruginosa
42A2, les mostres s’analitzen per MET a les 56 hores de cultiu, temps d‘incubacié
prou llarg que fa que el numero de granuls i la mida dels mateixos hagi augmentat
notablement i gairebé a totes les cél-lules aquests granuls ocupen la major part del
volum intracel-lular, arribant a deformar la cel-lula en molts casos, fet que també
ha estat descrit per altres autors (Steinblichel et al., 1995; Denis, 2003; Fernandez
et al., 2005).

A més a més, tant en les soques parentals com en els mutants PHA negatius
d’ambdues soques, s’observa la presencia d’un altre tipus de granuls molt més
petits i molt més foscos que resulten opacs, més densos al pas dels electrons.
D’acord amb resultats anteriors procedents de microanalisis de raigs X portats a
terme per E. Rodriguez, aquestes estructures més petites corresponen a granuls de
polifosfats (Rodriguez, 2005).
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Figura 4.34. Micrografies dels talls prims de cél-lules obtingudes a partir de cultius de

Pseudomonas aeruginosa 47T2 (A, Ci E) i dels seus mutants PHA negatius (B, D i F) crescuts
tots ells en medi minim mineral suplementat amb olis de fregits residuals a 30°C i a 100
rpm. Les mostres sén presses després de 20 hores d'incubacié. Les barres de magnitud sén
deluymenAiBide200nmenC, D, EicF.
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Figura 4.35. Micrografies dels talls prims de ceél-lules obtingudes a partir de cultius de
Pseudomonas aeruginosa 42A2 (A, C i E) i dels seus mutants PHA negatius (B, D i F)

crescuts tots ells en medi minim mineral suplementat amb olis de fregits residuals a 30°C a i
100 rpm. Les mostres son presses després de 56 hores d’incubacié. Les barres de magnitud
sonde 1 yumen AiBide 200 nmen C, DiEide 500 nmen F.
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4.2.2.1.3. Analisi per Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

La técnica d'RMN en aquest treball s’utilitza per tal de confirmar la preséncia
en les soques parentals de PHAs i I'abséncia del polimer en els mutants negatius
per a producci6 de PHAs. No es pretén fer servir la técnica d'/RMN per tal de
determinar I'estructura molecular dels PHAs, si bé ja s’ha realitzat anteriorment en
el grup de recerca pels PHAs produits per la soca P. aeruginosa 42A2 (Fernandez et
al., 2005; Rodriguez, 2006 i Bassas, 2007).

Per confirmar la preséncia o abséncia de PHAs es fan créixer les soques
parentals i els mutants en medi minim mineral suplementat amb olis de fregits a
30°C a 100 rpm durant 48 hores per la posterior extraccidé i purificacié dels PHAs
(apartat 3.8.3 de Materials i Métodes). Es dissol el polimer en cloroform deuterat
(CDCls) i es realitza I'analisi monodimensional de proté (*H-RMN) (Serafim et al.,
2002). Aquest assaig ens permet distingir les assignacions dels protons de la
molécula de PHA sobre un espectre d'RMN. Els senyals més caracteristics per
aquests tipus de polimers sén els segients (Serafim et al., 2002; Sudesh et al.,
2008):

- Els protons metilénics oo (H2) adjacents al grup acid ressonen a 2,52 ppm.

- El senyal de 5.2 ppm correspon als protons metinics B (Hs) de I'enllag éster -
CH-O-.

- El senyal de 1.57 ppm correspon als protons metilénics (CH,) en posiciéo H4 de
les cadenes alquiliques saturades.

- Els protons alifatics de les cadenes laterals apareixen entre 1.2-1.4 ppm,

- Els protons dels grups metils terminals -CHs ressonen a 0,88 ppm.

L'estructura general dels PHAs es basa en la uni6 de monomers 3-
hidroxialcanoats entre si mitjangant un enllag éster format entre el grup carboxil
d’un monomer i el grup hidroxil de l'altre (Witholt et al., 1999). El grup hidroxil
substituent es troba en conformacié R i enllagcat en posicié B com es mostra a la
Figura 4.36.

R

P [

Figura 4.36. Estructura quimica general dels PHAs constituits per (R)-hidroxi acids

n

alcanoats. En funcié de les cadenes laterals R i la longitud adoptaran diferents estructures i

presentaran un variat ventall de propietats fisico-quimiques.
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Figura 4.37. Espectres 'H-RMN dels PHAs purificats obtinguts a partir de P. aeruginosa 4772
(A) i del mutant PHA negatiu de la mateixa soca (B) emprant olis de fregits residuals (50%
oliva:50% gira-sol) com a substrat pel creixement. Enregistrat en I'equip Mercury-400F (400
MHz).

En els espectres corresponents a les soques parentals P. aeruginosa 47T2
(Figura 4.37 A) i P. aeruginosa 42A2 (Figura 4.38 A) el senyal que apareix a 6=2.5
ppm correspon als protons metilénics en posicidé o al grup carboxil (o) mentre que
el senyal que apareix a 0=5.2 ppm correspon als protons terciaris de I'enllac éster
(B). Tots dos senyals, com s’ha dit, sén caracteristics dels polimers de PHA, i entre
0=0.9 i 1.6 ppm, apareixen els corresponents senyals als grups CH, i CH; de les
cadenes alquiliques.

Com es pot comprovar als espectres dels mutants negatius per la produccio
de PHAs de les soques P. aeruginosa 47T2 (Figura 4.37 B) i P. aeruginosa 42A2
(Figura 4.38 B), els senyals caracteristics o i B desapareixen i apareixen altres
corresponents a la preséncia d’acids grassos lliures no polimeritzats. La preséncia
d’acids grassos lliures, aixi com també de restes de substrats, ve marcada pel
senyal de 2.35 ppm que seria I'analeg de 2.5 ppm en cas de que estiguessin

polimeritzats. La preséncia de restes de substrats, aixi com també d’acids grassos
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lliures o fins i tot algun monomer 3-OH, també s’observa als senyals de les cadenes
alifatiques (0.88, 1.2-1.4, 1.6 ppm).

A PHA 42A2
B o
| ‘ | | ‘ | | | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | ‘ | | | ‘ | | | |
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0
ppm (f1)
B PHA negativa 42A2
B o
T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0

ppm (f1)

Figura 4.38. Espectres de 'H-RMN dels PHAs purificats obtinguts a partir de P. aeruginosa
42A2 (A) i del mutant PHA negatiu de la mateixa soca (B) emprant olis de fregit residuals
(50% oliva:50% gira-sol) com a substrat pel creixement. Enregistrat en I'equip Mercury-
400F (400 MHz).

4.2.2.1.4. Quantificaciéo gravimeétrica

Per tal de quantificar els PHAs acumulats per les soques P. aeruginosa 47T2 i
42A2 i els seus respectius mutants defectius per la produccié6 de PHAs, s’extreuen
aquests PHAs i es determina la productivitat per gravimetria (apartat 3.8.5 de
Materials i Métodes, Valentin et al., 2000). Es calcula el % d’acumulacio en relacié
al pes sec liofilitzat de les ceél-lules i finalment es compara la quantitat de PHAs
produits per les soques mutants i parentals al cap de 96 hores de cultiu en medi
minim mineral, fent servir olis de fregit residuals com a font de carboni, a una
temperatura de 30°Cia 100 rpm.

Les importants diferéncies observades en el percentatge d’acumulacié de

PHAs entre les soques mutants i parentals posen clarament de manifest la
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incapacitat dels mutants PHA negatius de produir aquests biopolimers. Mentre que
el percentatge d’acumulacié de les soques parentals P. aeruginosa 47T2 i P.
aeruginosa 42A2 a les 96 hores de cultiu es troba normalment al voltant del 30%,
en els mutants d’aquestes soques defectives per la producci6 de PHAs, el
percentatge d‘acumulacié és quasi inexistent, no arribant ni tan sols a 1'1%.
Addicionalment, tenint en compte els resultats obtinguts de I’analisi per RMN, no es
pot assegurar que aquest 1% que s’esta quantificant correspongui realment a
PHAs, ja que si les cél-lules no son prou netes poden arrossegar oli entre altres
impureses, podria ser que el que s’esta pesant siguin restes.

Els resultats obtinguts en aquest apartat indiquen, sense cap mena
d’ambiguitat, que s’han obtingut mutants de les soques P. aeruginosa 47T2 i P.
aeruginosa 42A2 defectius per la produccié de PHAs, fet que ha estat posat de
manifest mitjancant un seguit de metodologies tant de caracter fisicoquimic com
molecular. Aquests mutants defectius per la producciéo de PHAs constitueixen eines
molt utils a I'hora d’estudiar el flux de carbonis en la cél-lula i el metabolisme dels
lipids, amb la finalitat de veure com afecta el tall d’una via a la produccié d’altres

metabolits com ara els Rhls o els AG hidroxilats.
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4.3. Estudi comparatiu dels productes obtinguts a partir de les soques P.
aeruginosa 42A2 AAD i 47T2 AAD

Un cop obtinguts els mutants negatius per la producci6 de PHAs, P.
aeruginosa 42A2 AAD i P. aeruginosa 47T2 AAD, a partir de les respectives soques
parentals, el seglient pas és l'analisi dels productes obtinguts a partir d’aquests
mutants. Per veure com ha afectat la interrupcio de la via de sintesi de PHA en la
produccié de la resta de productes del metabolisme lipidic que puguin estar
relacionats, es realitza un estudi comparatiu dels productes obtinguts a partir dels
mutants amb respecte als obtinguts a partir de les soques parentals.

Com ja s’ha comentat, existeixen diferencies a nivell de metabolisme lipidic
entre P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 42A2. La primera soca produeix
ramnolipids (Rhls) com a tret caracteristic (Lang et al., 1999), mentre que si bé la
segona no en produeix, si que és capag de transformar els olis de fregit en acids
grassos hidroxilats i polimeritzar-los gracies a la seva activitat lipolitica (Pelaez et
al., 2003). Per tant, a I'hora de fer aquest estudi, s’ha decidit tractar separadament
una soca i l'altra per tal de centrar |'atencié en els productes obtinguts a partir de
cadascuna d’elles.

També s’ha fet referéencia a que diferéencies en les condicions de cultiu, aixi
com en la composicié del medi, i en especial la font de carboni, poden influir en el
metabolisme dels lipids i, en conseqliéncia, en els productes derivats de la seva
bioconversié. Per evitar desviacions que es puguin generar a banda de les
derivades del mostreig i les repliques, totes les extraccions i quantificacions dels
productes obtinguts en aquest estudi s’han realitzat sota les mateixes condicions i a
partir de cultius en medi minim liquid suplementat amb olis de fregit com a font de
carboni, a una temperatura de 30°C i en agitacié constant (apartats 3.2 i 3.3.1 de
Materials i Metodes). En definitiva, es tracta d'unes condicions adequades per la
produccié de PHAs (Rodriguez, 2006).

4.3.1. Cinética de produccié de PHAs dels cultius de P. aeruginosa 42A2 i P.
aeruginosa 42A2 AAD sobre olis de fregit

Donat que aquesta soca no produeix Rhils (Robert, 1989; Haba et al., 1999),
I’analisi portat a terme es centra en els productes de bioconversié dels olis de fregit
a acids mono i dihidroxilats (MOHD i DOHD).

Primer s’estudia comparativament la cinética del cultiu del mutant i la soca
parental al llarg de 72 hores per veure si el fet de deleccionar part de la regid

génica phaCl-phaZ-phaC2 afecta a nivell de creixement i/o consum de font de
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carboni. I en segon lloc, la comparativa entre soca mutant i parental es porta a
terme sobre la produccié dels productes MOHD i DOHD, tenint en compte el
creixement bacteria.

Es fa créixer el microorganisme en el medi minim mineral. Tanmateix, pel
que fa a la font de carboni, es parteix d’'una concentracio inicial d’olis de fregit d'uns
20 g/L, que afavoreix I'acumulacié de PHAs (Rodriguez, 2006). D'aquesta manera,
amb aquest medi de cultiu, les diferéncies entre la produccié de PHAs de les soques

parental i mutant s’haurien de fer més evidents (Figura 4.39).

Taula 4.7. Dades de pes sec, pes residual, consum d’acid oleic, produccié de PHAs, i % de
PHA acumulat respecte al pes residual dels cultius de P. aeruginosa 42A2 i del mutant PHA
negatiu P. aeruginosa 42A2 AAD.

P. aeruginosa 42A2
Temps (h) Pes sec (g/L) Acid oleic (g/L) PHA (g/L) Pes residual (g/L) % PHA

0 0,000 12,230 0,000 0,000 0

24 2,115 0,246 0,414 1,701 24,34
48 3,869 0,104 0,532 3,337 15,94
72 4,096 0,017 0,728 3,368 21,62

P. aruginosa 42A2 PHA-
Temps (h) Pes sec (g/L) Acid oleic (g/L) PHA (g/L) Pes residual (g/L)

0 0,000 12,230 0,000 0,000
24 1,378 0,292 0,064 1,314
48 2,830 0,233 0,073 2,757
72 3,031 0,105 0,013 3,018

En els cultius de P. aeruginosa 42A2 amb 20 g/L de font de carboni d’olis de
fregit residuals s’observa que a les 48 hores s’arriba a la fase estacionaria amb un
pes sec de 3,869 g/L, una produccié de PHAs de 0,532 g/L i per tant, un pes
residual de 3,337 g/L, i és a les 72 hores quan s’obté el maxim de PHAs, uns 0,728
g/L, que representen un 17,77 % (p/p) d‘acumulacié. En els cultius de P.
aeruginosa 42A2 AAD també s’assoleix la fase estacionaria a les 48 hores pero el
creixement és inferior (pes sec = 2,83 g/L), probablement degut a la preséncia de
la mutacié de la PHA-sintasa. Pel que fa a la producci6 de PHAs, aquesta
representaria un 0,43 % (p/p) d’acumulacié a les 72 hores de cultiu, perdo com s’ha
observat a les microfotografies de MET (apartat 4.2.2.1.2, Figura 4.35) i a
I'espectre d'/RMN (apartat 4.2.2.1.3. Figura 4.38. B), el mutant negatiu no produeix
PHAs, aixi que aquests 0,064 g/L quantificats a les 24 hores i 0,073 g/L a les 72
hores pot ser que siguin resultat de pesar restes lipidiques que poden quedar en
rentar les cel-lules abans de trencar-les i extreure els PHAs i amb I'extraccié de

lipids totals.
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Figura 4.39. Cinétiques de creixement, consum de font de carboni i produccié de PHAs de la

soca parental P. aeruginosa 42A2 i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 42A2 AAD.

S’ha calculat el rendiment del creixement en aquestes condicions de cultiu
respecte al substrat inicial a les 48 hores Y,c) (Pes sec residual / Font de carboni
inicial). Per la soca parental P. aeruginosa 42A2, el rendiment de creixement és
d'un 0,27 (27,28 %) i pel mutant PHA negatiu P. aeruginosa 42A2 AAD el
rendiment del creixement és d’'un 22,54 %, per tant, es pot dir que el fet de
deleccionar la regié genica phaCl-phazZ-phaC2 de P. aeruginosa 42A2 sembla
disminuir el seu creixement en les condicions assajades, ja que en general els
mutants creixen més lents (Maza2= 0,03 h-! Huzps aap= 0,02 h™') i sovint assoleixen
una nivell menor de biomassa. Pero la diferencia fonamental amb el mutant es veu
en el rendiment de produccié de PHAs respecte al substrat inicial Y,y (PHA / Font
de carboni inicial). Si mirem a les 72 hores de cultiu, que és el punt de maxima

acumulacid, expressat en %, és d’un 5,95 % en la soca P. aeruginosa 42A2 mentre
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que la conversid de substrat només representa un 0,1 % en el mutant P.
aeruginosa 42A2 AAD defectiu per la produccié de PHAs. Aquest fet corrobora
novament |‘obtencié del mutant P. aeruginosa 42A2 negatiu per la produccié de
PHAs.

4.3.1.1. Determinacié de la producci6 de MHOD i DHOD a partir d'olis de

fregit residuals

D’acord als estudis preliminars i a la literatura, la soca Pseudomonas
aeruginosa 42A2, fent servir oli d’oliva com a font de carboni, produeix un acid gras
insaturat monohidroxilat, I'acid 10-hidroxi-8E-octadecenoic (MOHD) (Bastida et al.,
1999) i un acid gras insaturat dihidroxilat, I'acid 7,10-dihidroxi-8(E)-octadecenoic
(DOHD) (Mercadé et al., 1988). El creixement també doéna lloc a l'acid 10-
hidroperoxi-8(E)-octadecnoic i a l'acid 10-hidroxi-8(E)-octadecenoic (Guerrero et
al., 1997). Kuo i col-laboradors van confirmar la bioconversié de |'acid oleic en
DOHD sobre 16 soques diferents de P. aeruginosa i totes excepte una, tenien la
capacitat de portar a terme aquesta biotransformacié (Kuo et al., 2004). En els
cromatogrames corresponents a |'extracte organic de la soca P. aeruginosa 42A2 i
del mutant PHA negatiu dels cultius en olis de fregit, es detecten els compostos
citats a la bibliografia (Figura 4.42).

El seguiment dels productes de biotransformacié6 MOHD i DOHD a partir dels
olis de fregit es fa seguint durant 72 hores els cultius de P. aeruginosa 42A2 i del
mutant PHA negatiu. Aixi, cada 24 hores s’extreu una aliquota dels cultius i es
recuperen els sobrenedants per centrifugacié, donat que Pseudomonas aeruginosa
42A2 produeix acids grassos hidroxilats i els excreta al medi extracel-lular.
Finalment aquests compostos s’extreuen per extraccié organica per tal d‘analitzar-
los (Culleré, 2002).

La cromatografia en capa fina (TLC) s'utilitza per tal de detectar de
manera rapida els acids grassos hidroxilats presents als extractes organics
(Christie, 2003). Sobre les plagues revelades s’observa |'aparicié de taques de color
blau-verd fosc corresponents als diferents compostos (Figura 4.40). Rodriguez i
col-laboradors també fan servir aquesta metodologia per identificar els acids MOHD
i DOHD, acid 11-hidroxi-9(E)-octadecenoic i acid 9-hidroxi-10(E)-octadecenoic
resultants de la biotransformacié de I'acid oleic per Pseudomonas sp. 32T3
(Rodriguez et al., 2001).
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Les taques que apareixen al primer carril de la

Figura 4.40 corresponen a un patré de purificats de

|'acid monohidroxilat (MOHD), la superior,

(“Retention factor”, Rf= 0,49) i el dihidroxilat

(DOHD), la inferior (Rf= 0,33). Aquests Rfs de les

_ taques es reprodueixen en els carrils 2 i 3
MOHD corresponents als extractes organics del sobrenedant

O - - de cultius de 24 hores de P. aeruginosa 42A2, el

primer, i del mutant 42A2 AAD, el segon, cosa que
permet la seva identificacio.

@ - - Per tal de quantificar els productes alliberats
per cadascuna de les soques sén necessaries
técniques de cromatografia en columnes com ara la
cromatografia liquida d’alta resolucié (HPLC) o bé la

cromatografia de gasos (CG).

MOHD 42A2 42A2
DOHD PHA-

Figura 4.40. TLC realitzada sobre plaques ALUGRAM® SIL G/UV254 i fase mobil constituida
per CHCIl;, MeOH, HAc (45,0:6,0:0,5) revelada amb acid fosfohemolibdic i corrent d‘aire
calent. Les mostres carregades per ordre son: carril 1>patré de MOHD Rf=0,49 i DOHD Rf=
0,33; carrils 2 i 3> mostres de 24 hores de P. aeruginosa 42A2 i 42A2 AAD,respectivament.

Per tal d’analitzar els acids grassos hidroxilats per cromatografia de gasos
(CG) és necessari metilar les mostres per tal de fer-les volatils i que puguin ser
arrossegades per la fase mobil, en aquest cas I'heli (He). Les analisis s’han portat a
terme amb una columna TRB-1 i amb un gradient de temperatures, mantenint la
temperatura del detector (FID) a 250°C.

La quantificacio de les mostres es basa en la mesura de les arees dels pics
cromatografics, que es relacionen amb la concentracié de cada producte. Es porta a
terme fent servir una recta de calibrat externa obtinguda a partir de dissolucions de
diferents concentracions de ricinoleat de metil. Aquest patré prové de I'acid
ricinoleic sotmés al mateix procés de metilacidé que les mostres de manera
paral-lela per tal de fer fiables els resultats. La recta obtinguda és la segient: Y=
215044x - 63416; R?> = 0,9995. I amb aquesta recta s’han extrapolat les
concentracions de MOHD, DOHD i d’acid oleic a les diferents mostres dels extractes
organics metilats de cultius amb olis de fregit com a font de carboni de P.

aeruginosa 42A2 i del seu mutant PHA negatiu.
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També ha estat necessaria la metilacié dels patrons (acid oleic, olis de fregit,
MOHD i DOHD; Figura 4.41) per tal d’identificar el temps de retencié dels
components de les mostres. Els temps de retencié dels patrons en aquest cas son
de 6,8 minuts per l'oleat de metil, 10,3 minuts pel MOHD metilat i 13,5 minuts pel
DOHD metilat. En la cromatografia de gasos els compostos més polars son

retinguts de manera semi-permanent a la fase estacionaria i elueixen més tard.
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Figura 4.41. Cromatogrames dels patrons utilitzats: acid oleic metilat (minut 6,8), olis de
fregit metilats (50% oli oliva, 50% oli gira-sol) i MOHD metilat (minut 10,3) i DOHD metilat
(minut 13,5).

En el cas de la font de carboni (olis de fregit residuals constituits per oli
d’oliva i oli de girasol; 1:1) es segueix Unicament I'evolucié de l'oleat de metil per
ser |'acid oleic el component majoritari, pero cal tenir en compte que I'acid oleic del
qual prové representa el 41,65 % dels olis presents en la font de carboni (Taula
1.1, apartat 1.1 de la Introduccié; Haba et al., 2000). Aixi doncs, la quantitat de

font de carboni residual al medi de cultiu es calcula a través d’aquesta dada.
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A partir dels cromatogrames obtinguts del mostreig cada 24 hores i prenent
els valors de les arees dels pics identificats, s’extrapolen els resultats per generar
una taula de valors amb les concentracions del MOHD i el DOHD produits (mg/mL)
per les soques (parental i mutant) per tal d’elaborar un grafic amb la cinética de

produccié juntament amb el pes sec residual (mg/mL).
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Figura 4.42. Cromatogrames dels extractes organics metilats a les 48 hores de cultiu de P.
aeruginosa 42A2 (A) i P. aeruginosa 42A2 AAD (B) on s’identifiquen els components MOHD
metilat (minut 10,3) i DOHD metilat (minut 13,5) i la font de carboni (oleat de metil, minut
6,8), segons els temps de retencid.

La produccié de MOHD i DOHD en la soca parental P. aeruginosa 42A2
(Figura 4.43 a dalt) és similar a la descrita a la bibliogarfia (Mercadé et al., 1988,
Guerrero et al., 1997; Bastida et al., 1999; Culleré et al., 2001) i, en linies
generals, la produccié en el mutant no difereix gaire. La diferéncia principal és a
nivell del MOHD que, mentre que en la soca parental assoleix el seu maxim a les 24
hores, amb 1,24 g/L, en el mutant (Figura 4.43 a baix) el maxim s’obté a les 48

hores i no arriba al gram (0,71 g/L).
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Figura 4.43. Seguiment de la producci6 de MOHD i DOHD, del creixement i del consum de
I’acid oleic i del pes residual de cultius de P. aeruginosa 42A2 (a dalt) i de mutant PHA

negatiu P. aeruginosa 42A2 AAD (a baix).

A nivell de la producci6 de DOHD, el maxim s’assoleix a les 48 hores i a
partir d'aleshores la quantitat de DOHD disminueix fins a les 72 hores. Aix0 pot
estar lligat al creixement del bacteri. Andrés i col-laboradors obtenen resultats que
suggereixen que l'acid 7,10-dihidroxi-8(E)-octadecenoic (DOHD) es produeix durant
la fase exponencial i la seva produccié s’atura quan comenga la fase estacionaria
(Andrés et al., 1994).

Estudiant les dades de la Taula 4.8, es pot calcular el rendiment de
bioconversié de l'acid oleic en DOHD a les 48 hores, que en el cas de la soca
parental és de 4,8 g de DOHD per 11,9 g d’acid oleic consumit, és a dir, un

rendiment del 40,34%, mentre que en el mutant el rendiment és d'un 35,5%
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(4,201 g DOHD/11,819 g d’acid oleic consumit). Aquests valors, al voltant del 40%
de rendiment, sén similars als obtinguts per les soques P. aeruginosa NRRL B-218 i
NRRL B-3509 (Kuo et al., 2004).

Taula 4.8. Seguiment de la produccié d’acid mono i dihidroxilat (MOHD i DOHD), del consum
d’acid oleic i del pes sec residual de cultius de P. aeruginosa 42A2 i de mutant PHA negatiu P.
aeruginosa 42A2 AAD.

P. aeruginosa 42A2
Temps (h) Acid Oleic (g/L) MOHD (g/L) DOHD (g/L) Pes Residual (g/L)

0 12,23 0,000 0,000 0

24 0,492 1,239 0,368 1,314
48 0,323 0,063 4,832 2,757
72 0,105 0,008 3,456 3,018

P. aeruginosa 42A2 AAD
Temps (h) Acid Oleic (g/L) MOHD (g/L) DOHD (g/L) Pes Residual (g/L)

0 12,230 0,000 0,000 0

24 0,922 0,387 0,363 1,701
48 0,411 0,710 4,201 3,337
72 0,177 0,264 3,306 3,368

A grans trets, es pot concloure que no hi ha diferéncies importants en la
tendéncia de produccid d’acids grassos hidroxilats entre el mutant i la soca
parental, si bé la quantitat és lleugerament inferior en el mutant, probablement

degut a la disminucié en el seu creixement.

4.3.2. Cinetica del cultiu de P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 47T2 AAD

sobre olis de fregit

La soca P. aeruginosa 47T2, a diferéencia de la 42A2, és capag¢ de produir
Rhis i, donada la seva importancia com a biotensioactius, I’'analisi dels productes de
bioconversié dels olis de fregit portat a terme no es centra en acids mono i
dihidroxilats (MOHD i DOHD) que sén minoritaris, sind que es fa una analisi més
exhaustiva a nivell dels productes majoritaris que sén els Rhls. La produccié de
ramnolipids (Rhls) és caracteristica de Pseudomonas aeruginosa i s’ha descrit que
altres Pseudomonas aillades no patogéniques com P. putida i P. chloraraphis i, fins i
tot, algun patogen com Burkholderia pseudomallei i Serratia rubidea també son
capacos de produir varietats de ramnolipids (Hausser et al., 1998, 2003; Tuleva et
al., 2002; Gunther et al., 2005).

Com s’ha fet a l'‘apartat anterior amb la soca P. aeruginosa 42A2, es

comenga per un estudi comparatiu de la cinética del cultiu del mutant i la soca
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parental al llarg de 72 hores de cultiu perd en aquest cas de P. aeruginosa 47T2 i
P. aeruginosa 47T2 AAD. D’aquesta manera es comprova com afecta a nivell de
creixement i/o consum de font de carboni la deleccié6 de part de la regié geénica
phaCl-phaZ-phaC2. A continuacid, es procedeix a fer una comparativa entre la
soca mutant i la parental a nivell dels Rhls tenint en compte el creixement bacteria
(Taula 4.9).

Es fa servir el mateix medi minim mineral i la mateixa font de carboni d’olis
residuals de fregit (20 g/L) que per la cinética de P. aeruginosa 42A2 (apartat 3.2
de Materials i Metodes), amb el qual la produccié i acumulaci6 de PHAs es veu
afavorida. En aquestes condicions la soca P. aeruginosa 47T2 també és capag de
produir Rhis (Soberon-Chavez et al., 2005).

Taula 4.9. Dades de pes sec, produccidé de PHAs, pes residual, consum d’acid oleic i % de

PHA dels cultius de P. aeruginosa 47T2 i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD.

P. aeruginosa 47T2

Temps (h) Pes sec (g/L) PHA (g/L) Pes residual (g/L) Acid oleic (g/L) % PHA

0 0,000 0,000 0,000 12,230 0

24 3,905 0,452 3,453 1,344 11,67
48 5,117 0,636 4,482 0,290 12,43
72 5,684 1,055 4,629 0,126 18,56

P. aeruginosa 47T2 AAD

Temps (h) Pes sec (g/L) PHA (g/L) Pes residual (g/L) Acid oleic (g/L)

0 0,000 0,000 0,000 12,230
24 2,456 0,112 2,344 1,009
48 2,862 0,116 2,746 0,128
72 3,268 0,024 3,244 0,094

Observant la Taula 4.8 i la Figura 4.44, en els cultius de P. aeruginosa 4772
s’‘observa que a les 48 hores s’arriba a la fase estacionaria, amb un pes sec de
5,117 g/L, una produccié de PHAs de 0,636 g/L i, per tant, un pes residual de 4,482
g/L, i és a les 72 hores quan s’obté el maxim de PHAs uns 1,055 g/L, que
representen un 18,56 % (p/p) d’acumulacié. En canvi, en els cultius de P.
aeruginosa 47T2 AAD s’assoleix la fase estacionaria a les 24 hores i el creixement a
les 48 hores és inferior (pes sec = 2,862 g/L), probablement degut a la deleccid,

com passava en el cas del mutant P. aeruginosa 42A2 AAD. Com ja s’ha dit, en
general els mutants creixen més lents (U472= 0,057 h™'; Wazr2 aap= 0,037 h') i

sovint menys. Com en el cas anterior aquest mutant tampoc presenta produccio de
PHAs i els pesos detectats a les 24 i 48 hores, respectivament, pot ser que no

siguin reals sind que siguin resultat de pesar restes de lipids cel-lulars, ja que ni en

149



Resultats i Discussio

les microfotografies de MET (apartat 4.2.2.1.2, Figura 4.34) ni en l'espectre d'/RMN
(apartat 4.2.2.1.3. Figura 4.38. A) es detecten PHAs en aquests mutants.
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Figura 4.44. Cinétiques de creixement, consum de font de carboni i produccié de PHAs de la

soca parental P. aeruginosa 4772 i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD.

Per la soca parental P. aeruginosa 47T2, el rendiment del creixement en
aquestes condicions de cultiu respecte al substrat inicial a les 48 hores Y,c) (Pes
sec residual / Font de carboni inicial) és d’'un 0,36 (36,64 %) mentre que pel
mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD el creixement és d’'un 22,45 %,
indicant que la mutacié de la regié genica phaCl-phaZ-phaC2 de P. aeruginosa
47T2 sembla afectar el creixement en les condicions assajades disminuint-lo.
Tanmateix, el que si es veu realment afectat per la mutacido és el rendiment de
produccioé de PHAs respecte al substrat inicial Y,cy (PHA / Font de carboni inicial).
Si mirem a les 72 hores de cultiu, que és el punt de maxima acumulacid, el

rendiment és d'un 8,63 % en la soca P. aeruginosa 47T2 mentre que la conversid
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de substrat en PHA no es dona en el mutant P. aeruginosa 47T2 AAD defectiu per la
produccié d'aquests compostos.

En calcular el rendiment del creixement sobre els valors de la Taula 4.9, sota
les condicions de cultiu utilitzades respecte al substrat inicial a les 72 hores Y/
(Pes sec residual / Font de carboni inicial), per la soca parental P. aeruginosa 47T2
el rendiment de creixement és de 0,25, un 25,71 % mentre que pel mutant PHA
negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD, el rendiment del creixement és d’un 18,02 %,
significativament inferior. Sembla que el fet de deleccionar la regié génica phaCi-
phaZ-phaC2 de P. aeruginosa 47T2 en les condicions assajades afecta al
creixement d’aquesta soca fent que disminueixi, tal com succeeix amb la soca P.
aeruginosa 42A2 on el creixement també es veu una mica alterat. Tanmateix, el
que si es veu realment afectat és el rendiment de la produccié de PHAs respecte al
substrat inicial Y,c) (PHA / Font de carboni inicial), també a les 72 hores de cultiu,
que passa de ser d'un 5,86 % en la soca parental P. aeruginosa 47T2 a no produir-
se’n en absolut en el mutant P. aeruginosa 4772 AAD defectiu per la produccié de

PHAs, tal com es podia preveure.

4.3.2.1. Determinacio dels productes excretats al sobrenedant produits a

partir d’olis de fregit residuals

El seguiment dels productes de biotransformacié a partir dels olis de fregit
residuals es fa durant 72 hores sobre cultius de P. aeruginosa 47T2 i del mutant
PHA negatiu. S’extreu una aliquota dels cultius cada 24 hores, es recuperen els
sobrenedants per centrifugacié i es recuperen els productes mitjancant extraccié
organica del sobrenedant (Culleré, 2002, Abalos et al., 2004).

Per tal de quantificar els acids grassos hidroxilats identificats per mitja de
TLC s’analitzen també per cromatografia liquida d‘alta resolucié (HPLC) acoblada a
un detector de dispersio de llum (Culleré et al., 2001) per on es passen compostos
obtinguts a partir de I'extracte organic de les soques P. aeruginosa 47T2 i 47T2 AAD
dissolts en acetonitril o en metanol de qualitat HPLC a través de la columna (Culleré
et al., 2001, modificat per Bassas, 2007).

Com es pot apreciar a la Taula 4.10, en aquestes soques el MOHD i el DOHD
son productes minoritaris, a les 72 hores de cultiu no es detecta MOHD en cap de
les dues soques i de DOHD només se’n detecten 0,278 g/L a la soca parental. La
mutacié en P. aeruginosa 47T2, no només ha afectat la seva produccié de PHAs,
sind que ha fet disminuir substancialment el creixement. Mentre que la soca
parental a les 72 hores de cultiu té un pes residual de quasi 5 g/L, el mutant PHA

negatiu només arriba a uns 3,24 g/L, i aixd fa que es vegi afectada també
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I'acumulacié dels productes. Aixi, la produccié de MOHD segueix el mateix perfil en
ambdues soques obtenint-se un pic a les 24 hores, de cultiu en la soca parental
(0,491 g/L), que es veu reduit quasi a la meitat en la soca mutant (0,275 g/L). En
canvi, el perfil de la produccié6 de DOHD és diferent, ja que mentre que en la soca
parental el maxim de produccié s’obté a les 48 hores de cultiu (0,460 g/L) quan el
MOHD ha desaparegut, en el mutant PHA negatiu es déna un maxim també de
DOHD (0,626 g/L) a les 24 hores, moment en queé apareix també el MOHD perd en

una quantitat de més del doble.

Taula 4.10. Seguiment de la biomassa en pes sec (PS), de la produccié d‘acid mono i
dihidroxilat (MOHD i DOHD) i de la tensid superficial (TS) de cultius de P. aeruginosa 4772 i
de mutant PHA negatiu P. aeruginosa 4772 AAD.

P. aeruginosa 47T2
Temps (h) Pes residual (g/L) MOHD (g/L) DOHD(g/L) TS (mN/m)

0 0,000 0,000 0,000 70,30
24 3,453 0,491 0,315 40,62
48 4,482 0,000 0,460 36,59
72 4,629 0,000 0,278 40,62

P. aeruginosa 4772 PHA-
Temps (h) Pes residual (g/L) MOHD (g/L) DOHD (g/L) TS (mN/m)

0 0,000 0,000 0,000 70,30
24 2,344 0,275 0,626 35,49
48 2,746 0,000 0,056 35,97
72 3,244 0,000 0,006 36,16

Pel que fa a la tensioé superficial, aguesta es mesura amb un tensiometre a
partir dels sobrenedants dels cultius centrifugats, abans de fer I’'extraccié organica
per detectar i quantificar els productes. El fet que els sobrenedants dels cultius de
P. aeruginosa 47T2 i P. aeruginosa 47T2 AAD tinguin TS baixes (Taula 4.10, entre
35 i 40 mN/m) significa que les soques excreten biotensioactius capagos de reduir
la TS. Aixi, es procedeix a una identificacié presumptiva d’agquests compostos per la
técnica qualitativa de cromatografia en capa fina (TLC), esperant detectar i fer
una identificacid preliminar dels Rhls. Es fan servir les mateixes plaques
ALUGRAM® SIL G/UV254 que per detectar els acids grassos hidroxilats presents als
extractes organics. El que canvia és la fase mobil utilitzada i el revelat, que es
realitza mitjancant la nebulitzacié del reactiu de Molish pels Rhls (apartat 3.9.2 de
Materials i Métodes). En revelar les plaques i sotmetre-les a un corrent d’aire calent
s’observa l'aparicio de taques de color marrd morat (Figura 4.47).

Com s’ha descrit a la introduccioé (apartat 1.3.5.3), els Rhls sén una o dues

molécules de ramnosa unides a una o dues cadenes d’acid gras saturats o
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insaturats de longitud de cadena variable (C8-C14 atoms de carboni). Sobre la TLC

(Figura 4.47) es poden identificar aquests dos grups de Rhls, els monoramnolids

(mono-Rhls) i els diramnolipids (di-Rhls), que migren amb diferent velocitat donada
la seva diferent estructura i polaritat.

Les taques que apareixen al primer carril

corresponen a un patré de Rhls purificats de

Mono-Rhl la superior (Rf= 0,33) i de Di-Rhl la

inferior (Rf= 0,08). Aquestes taques es

reprodueixen en els carrils 2 i 3 corresponents

als extractes organics del sobrenedant de

cultius de 96 hores de P. aeruginosa 4772, el

primer, i del mutant 4772 AAD, el segon. Un

Mono-Rhl cop detectats els Rhis per TLC es procedeix a la
@ e s seva quantificacio.
Di-Rhl Figura 4.47. TLC revelada amb reactiu de Molish i
@ . . corrent d’aire calent. Les mostres carregades per
— - e ordre son: carril 1> patré de Rhls (mono i di-Rhls),
Rhls 4772 4772 carrils 2 i 3> mostres dels extractes organics de
PHA- cultius de 96h de P. aeruginosa 47T2 i 47T2 PHA-.

Els Rhls es quantifiguen de manera indirecta per Espectroscopia d’Absorcid
Molecular. Es quantifica la quantitat de ramnosa dels sobrenedants
(Chandrasekaran et al., 1980) i aplicant el factor de correcci6 (X3) s’obté la
quantitat de Rhls (Itoh et al., 1971). Com s’observa a la Figura 4.46 el perfil és el
mateix en la soca parental i en el mutant, segueix una linia ascendent de les 24
hores (0 g/L) a les 72 hores (4,654 g/L), que és més baixa en el cas del mutant (de
0 a 3,736 g/L) probablement com a conseqliéncia de la disminucidé del creixement
en aquest (Taula 4.11). Tanmateix, tenint en compte el pes residual, la disminucid
en la produccié6 de Rhls no és proporcional a la disminucié de creixement
observada. Aix0 suggereix que el mutant produeix més quantitat de Rhls per gram
de pes residual que la soca parental. Segurament fent servir un medi optimitzat per
la produccié de Rhls, aquesta podria arriba a ser superior (Abalos et al., 2002).

El rendiment cel-lular de produccié6 de ramnolipids respecte a la biomassa
(Ye/x)) en la soca parental a les 72 hores és d’1l gram de Rhls per cada gram de
biomassa seca, similar al 0,85 descrit per Abalos et al., 2000, amb la mateixa font
de carboni perd amb la soca P. aeruginosa AT10, mentre que pel mutant la Y /x) €s
d’'1,15. Aix0 podria ser degut a que part de lintermediari comu (acid B-

hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoic (HAA’s), Soberén-Chavez et al., 2005), que no es
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destina a la produccié de PHA en el mutant, passa a la produccié de Rhls, tot i que
la diferencia no sigui molt gran.

A I'hora d’estudiar la tensié superficial (TS) en el sobrenedant dels cultius de
P. aeruginosa 47T2 i el mutant PHA negatiu, s’ha de tenir en compte un factor molt

important que hi influeix: la produccié de biotensioactius per P. aeruginosa 47T2.

Taula 4.11. Seguiment de la biomassa en pes sec (PS), de la produccié Rhls i de la tensio
superficial (TS) de cultius de P. aeruginosa 47T2 i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa

47T2 AAD.

P. aeruginosa 47T2
Temps (h) Pes residual (g/L) TS (mN/m) RAhls (g/L)

0 0,000 70,30 0,000
24 3,453 40,62 2,169
48 4,482 36,59 3,435
72 4,629 40,62 4,654

P. aeruginosa 47T2 PHA-
Temps (h) Pes residual (g/L) TS (mN/m) Rhls (g/L)

0 0,000 70,30 0,000
24 2,344 35,49 1,887
48 2,746 35,97 2,866
72 3,244 36,16 3,736

Observant la Taula 4.11, es detecta que en els cultius de P. aeruginosa
47T2, a les 24 hores la TS baixa des de 70,03 mN/m fins a 40,62 mN/m i a les 48
hores, en augmentar la quantitat de Rhls, segueix baixant fins a 36,59 mN/m. En
canvi, a les 96 hores torna a haver-hi una lleugera pujada fins als 40,02 mN/m tot i
haver augmentat la quantitat de Rhls. El fet que a les 48 hores la TS sigui més
baixa podria ser degut a que és el punt en el qual hi ha més DHOD (Figura 4.46).
Segons la bibliografia, els derivats hidroxilats destaquen pel seu Us com a
tensioactius o agents antimicrobians i/o antifingics (Fabritius et al., 1996). I,
concretament, l'acid 7,10-dihidroxi-8(E)-octadecenoic (DOHD) produit per P.
aeruginosa 47T2 a partir de la conversid de |'acid oleic, té la capacitat de disminuir
la TS (Mercadé et al., 1988). Juntament amb altres acids grassos mono- i
dihidroxilats sintetitzats sintéticament, aquests compostos es poden fer servir en
microemulsions o bé com additius per diversos productes comercials (Knothe et al.,
1995). A més a més, en ocasions un tensioactiu actuant per si sol és menys efectiu
i, en canvi, si actua com a barreja amb un altre, augmenta la seva efectivitat
(Desai et al., 1997, Mujica et al., 2000). Podria ser que el tandem DOHD-RhIs fos

més eficient que els Rhls per si sols, perd aixo requeriria un estudi més exhaustiu.
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Pel que fa al mutant P. aeruginosa 47T2 AAD la TS més baixa (35,49 mN/m)
s’enregistra a les 24 hores coincidint també amb el pic de DOHD (0,626 g/L), pero
en continuar augmentant l'acumulacié de Rhls, puja una mica en desapareixer el
DHOD, encara que no gaire, i es manté al voltant de 36 mN/m a les 48 i a les 96
hores. Aix0 recolza la idea de la sinéergia entre el DOHD i el Rhls.
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Figura 4.46. Seguiment de la producci6 de MOHD i DOHD, del creixement i de la tensio
superficial de cultius de P. aeruginosa 47T2 i de mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2
AAD.

En general, la tendéncia de produccid dels cultius de la soca parental i del
mutant és molt similar (Figura 4.46). La principal diferéncia es déna a nivell del
DOHD, que en P. aeruginosa 47T2 arriba al maxim de produccié a les 48 hores i
després disminueix lentament i, en canvi, en el mutant P. aeruginosa 47T2 AAD, el
maxim s’assoleix a les 24 hores i després gairebé desapareix a les 48 hores. Aixo

segurament sigui conseqiéncia de la diferéncia de creixement, ja que en el mutant
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s’arriba a la fase estacionaria a les 24 hores, mentre que en la soca parental
sembla que es retarda una mica la fase estacionaria i per tant es continua
sintetitzant DOHD (Figura 4.46).

Donat que la determinacié dels Rhls per TLC (Itoh et al., 1971) és un
procediment poc sensible, s’apliquen técniques d’HPLC i1 espectrometria de
masses (EM) per la caracteritzacié quimica dels Rhls com a técnica combinada
(Deziel et al., 1999; Abalos et al., 2002; Haba et al., 2003; Wang et al., 2007). La
combinacié HPLC/EM suposa |'Us de l'espectrometre de masses com a detector del
cromatograf liquid. Les mostres eluides i separades per HPLC son recollides i
analitzades individualment per I'EM, cosa que fa la técnica més sensible i eficient
per coneixer la composicio dels Rhlis sintetitzats per Pseudomones aeruginosa 4772
i pel mutant PHA negatiu. Primer s’introdueix la mostra pulveritzada i ionitzada (per
aix0 es denomina EM amb ionitzacido per electrospray (ESI)) a l'analitzador de
masses quadrupol on els ions generats son accelerats en un camp eléctric per
penetrar a continuacié en un tub de recorregut o vol lliure sense camp eléctric. Per
un voltatge d’acceleracié determinat s’enregistra el temps de vol (“Time-Of-Flight”,
TOF) que triga un i6 a arribar al detector, que és proporcional a la seva relacio
massa/carrega, m/z. La fragmentacié dels enllacos de la molécula exposada a un
bombardeig electronic permet la obtencid del seu espectre de masses corresponent.

La figura 4.48 presenta els cromatogrames d'ions totals (“Total Ion
Chromatogram”, TIC) obtinguts per HPLC/EM de mostres de ramnolipids purificats
de la soca P. aeruginosa 47T2 de cultius de 48, 72 i 96 hores suplementats amb
olis de fregit, a I'esquerra i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 4772 AAD a la
dreta. Aquests cromatogrames mostren la disposicié de tots els compostos ionitzats
gue han estat extrets del sobrenedant dels cultius i és a partir d’'aquests que es
rastregen els ions pseudomoleculars que defineixen cada ramnolipid.

El TIC es pot estudiar de dues maneres diferents, o bé s’analitza cada pic
majoritari per veure a qué correspon, o bé coneixent la massa teorica de la
molécula que busques, es rastreja sobre el TIC buscant el seu i6 pseudomolecular
per veure en quin minut apareix, que és el que s’ha fet en el present treball. No
s’observen grans diferéncies entre els TICs de les diferents hores de cultiu, la qual
cosa significa que les diferencies entre les abundancies relatives de les diferents
espéecies de Rhls al llarg de les 96 hores de cultiu, no sé6n molt importants. Pero per
saber-ho amb certesa és necessari comprovar-ho a nivell dels espectres dels ions
pseudomoleculars (“eXtracted-Ion-Current”, XIC).

En ESI negatiu només es visualitzen les molécules carregades negativament,
per tant, a I'hora de rastrejar la massa es busca I'id6 pseudomolecular [M-1]". En

aquestes condicions, l'espectre de masses generat mostra els pics dels ions
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pseudomoleculars molt intensos, degut a la desprotonacié del grup carboxil dels
Rhls, que porta la major proporcié de I'i6 total. A cada homoleg de Rhl li correspon,
per tant, un pic i les arees obtingudes a partir d’aquests son les que s’utilitzen per
calcular les abundancies relatives de cada tipus de Rhl. Posteriorment es pot
comprovar que efectivament es tracta del ramnolipid sospitat mitjangant I’'espectre

de les fragmentacions ioniques (TOF).
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Figura 4.48. Cromatograma d’ions totals (TIC) dels extractes de sobrenedants de 48, 72 i
96 hores de cultius fets amb olis de fregit com a font de carboni amb la soca P. aeruginosa
47T2 (esquerra) i la soca mutant PHA negatiu P. aeruginosa 4772 AAD (dreta).

Per veure models de fragmentacid es trien dos Rhls majoritaris en la barreja
de tensioactiu, el mono (R-C;o-Cyg) i el di-Rhl (R;-C;9-Cig). Les fragmentacions
fonamentals observades corresponen al trencament de I’enllag éster (-COO-) entre
les cadenes carbonades i el trencament de I'enllag glicosidic (-O-) entre la unitat de
ramnosa i la cadena del B-hidroxiacid. La fragmentacié de I'enllag ester és la més
important ja que permet diferenciar entre si als mono i di-Rhls (Haba et al., 2003;
Abalos et al., 2002).
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La Figura 4.49 és una representacio esquematica de les fragmentacions que
es produeixen sobre la molécula R-C49-C;o de massa molecular 503 m/z, que doéna

lloc a I'aparicio dels pics a |'espectre de fragmentacions TOF (Figura 4.50).

Fragment R=103m/z

r N\ 3
0
OH o} 0—£H~Cﬂg—gﬁ—0 LCH—CH,~COOH
(?Hz)e ((lin)ﬁ
CH; CH;
OH OH

~ Ci=169m/z /N Cp=169m/z /

Fragment R=119m/z

Figura 4.49. Esquema teoric de les fragmentacions basiques del mono-Rhl majoritari R-Cyo-
Cio (503 m/z). La molécula de ramnosa (R) té dues possibles fragmentacions una de 103
m/z i I'altre de 119 m/z, I'acid gras de 10 atoms de carboni dona lloc a un fragment de 169

m/z i tots dos junts C;o-C;o donen lloc a un fragment de 339 m/z.
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Figura 4.50. Espectre de fragmentacions (TOF) ampliats de I'i6 pseudomolecular [M-H] del
ramnolipid R-Cyy-C;o de massa molecular 503 m/z extret del sobrenedant d’un cultiu de 96
hores de P. aeruginosa 47T2 utilitzant olis de fregit com a font de carboni.
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Sobre I'espectre (Figura 4.50), el pic o fragment de 103 m/z i el de 119 m/z
corresponen a un trencament intern de la molécula de ramnosa, el de 169 m/z és
un fragment corresponent a l'alliberament de l'acid gras de 10 carbonis (Figura
4.50). També es detecten fragmentacions més grans corresponents a la molécula
de ramnosa lligada a un dels acids grassos (es trenca I’enllag ester: 333 m/z R-Cyq)
i, per altra banda, als acids grassos lligats entre si (es trenca I'enllag glicosidic 339
m/z), perd en quantitats molt baixes perqué han estat més fragmentats i per aixo
no estan retolats a l'espectre, donat que el software només marca els pics més
aparents.

La Figura 4.51 representa esquematicament fragmentacions que es
produeixen sobre la molécula de ramnolipid R,-C419-C19o de massa molecular 649
m/z, que donen lloc a I'aparicié dels pics a I'espectre de fragmentacions TOF (Haba
et al., 2003) (Figura 4.52).

R2+Ci0 =479 m/z <+

— C10'C10 = 339 m/z

0
|
) o—CH_cnz_!:—-O_CH—CHrcoou
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> él I; éHB
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OH
1 < iu;
H (
v/ Lp Ci0 =169 m/z

Fragment R = 163 m/z

OH 0 (03
@
H OH

Fragment 2 R = 325 m/z <=

Figura 4.51. Esquema teoric de les fragmentacions més probables del di-Rhl R,-C;9-Cyg
(m/z). Les dues molécules de ramnosa (R-R) donen lloc a un fragment de 335 m/z i separant
una sola ramnosa dona lloc a un fragment de 163 m/z. Un acid gras de 10 atoms de carboni
dona lloc a un fragment de 169 m/z i tots dos junts C;3-C;g donen lloc a un fragment de 339
m/z.

El pic o fragment de 163 m/z correspon al trencament d’un enllag glicosidic
de la molécula separant una de les dues ramnoses, el de 169 m/z i el de 479 m/z
son els fragments resultants de la fragmentacié de I'acid gras de 10 carbonis, per
una banda, i el de les dues ramnoses amb l'altre acid gras, per l'altra (R,-Ciq,

Figura 4.51). Aquest és el fragment que ens indica que es tracta d’un di-Rhl.
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Al TOF (Figura 4.52), no es detecten les fragmentacions corresponents a les
dues moléecules de ramnosa lligades entre si ni als dos acids grassos lligats entre si
perqué s’han fragmentat massa degut a la forca d'impacte a qué han estat
sotmesos els ions. En canvi si s’enregistren pics corresponents a la fragmentacié de
la molécula de ramnosa de m/z 103 i 119, perd en quantitats baixes i no estan

retolats a I'espectre.
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Figura 4.52. Espectre de fragmentacions (TOF) ampliats de I'i6 pseudomolecular [M-H] del
ramnolipid R,-C;y-C;o de massa molecular 649 m/z extret del sobrenedant d’un cultiu de 96

hores de P. aeruginosa 47T2 utilitzant olis de fregit com a font de carboni.

D’aquesta manera a la Figura 4.53, buscant la m/z de I'i6 pseudomolecular
475, la trobem al minut 18,45 del TIC, que tot i no ser dels pics més intensos
mostra un bon pic al XIC. Amb la seva fragmentaci6 es corrobora la
correspondéncia a I'id pseudomoecular del Rhl R-Cg-C;9 0 R-C4¢-Cg, ja que l'espectre
de masses TOF mostra fragmentacions tipiques per aquesta molecula 169, 141,
119, 103 de massa (m/z) (Abalos et al., 2002). Per tant, per determinar la
correspondéncia de cada pic, cal observar |'espectre de fragmentacié d’aquests pics
dels quals per la seva massa i el seu temps de retencid es sospita que corresponen
a un determinat Rhl. Amb referéncies anteriors o amb els calculs de la m/z, es
busquen els fragments caracteristics de la molécula i aixi es pot atorgar amb total

seguretat un Rhl a cada pic.
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Figura 4.53. TIC, XIC i espectre de fragmentacions (TOF) dels ramnolipids R-Cg-Cg i R-Cy-
Cs de massa molecular 475 m/z extrets del sobrenedant d‘un cultiu de 96 hores de P.

aeruginosa 4772 utilitzant olis de fregit com a font de carboni.

S’han rastrejat els cromatogrames ionics totals (TICs) de la Figura 4.48 i
comparant amb la bibliografia (Deziel et al., 1999; Abalos et al., 2002, Haba et al.,
2003; Wang et al., 2007) s’han buscat 20 Rhls diferents (Taula 4.11) dels quals
només s’han trobat 8, quatre mono-Rhls i quatre di-Rhls.

Sobre la Figura 4.54 es pot veure clarament que es separen al llarg de la
columna cromatografica de més polar a més apolar, 8 pics classificats d’acord als
seus ions pseudomoleculars que defineixen el biotensioactiu obtingut a partir de
Pseudomonas aeruginosa 47T2 i 47T2 AAD i que es fan més evidents en extreure el
XIC a partir d’aquests cromatogrames. Tant el XIC com el TOF de tots els Rhls

detectats i identificats es troben a I’Annex (i-viii).

161



Resultats i Discussio

Taula 4.11. Estructures dels 8 mono-Rhls i 12 di-Rhls de Pseudomonas aeruginosa
rastrejats i alguns dels fragments detectats dels mateixos per HPLC/EM (adaptat de Heyd et
al., 2007).

16 pseudomolecular

Rhis [M-H]- (m/z) Fragments (m/z)
R-Cg-Cg 447 305, 283, 141
R-Cg-Cio 475 311, 305, 169, 141
R-C10-Csg 475 333, 311, 169, 141
R-C10-Cio 503 339, 333, 169
R-C10-Ci2:1 529 365, 333, 195, 169
R-Cy2:1-Cyo 529 365, 359, 195, 169
R-Ci0-Ci2 531 367, 333, 197, 169
R-C;>-Cyo 531 367, 361, 197, 169
R,-Cs-Cg 593 451, 283, 141
R>-Cg-Cig 621 451, 311, 169, 141
R>-C10-Cg 621 479, 311, 169, 141
R,-Cg-Ci2:1 647 451, 337, 195, 141
R;-Ci5:1-Cs 647 505, 337, 195, 141
R>-C10-Cio 649 479, 339, 169
R2-Ci0-Ci2:1 675 479, 365, 195, 169
R5-Ci2:1-Cyo 675 505, 365, 195, 169
R>-C10-Cy> 677 479, 367, 197, 169
R>-C;2-Cyg 677 507, 367, 197, 169
R2-Ci0-Ci4:1 703 479, 391, 221, 169
R5-Ci2:1-Cy> 703 505, 393, 197, 195

El resultat del rastreig és |'aparicié dels ions pseudomoleculars en el segient
ordre: en primer lloc I'ié pseudomolecular de 621 m/z amb un temps de retencié de
16,49 minuts que correspon al di-Rhl R,-Cg-Cyp, €l segon i6 pseudomolecular és el
475 m/z (R-Cg-Cyip / R-C10-Cg), amb un temps de retencié de 18,45 minuts, el
seglient és el 649 m/z (R,-C19-C19) amb un temps de retencié de 19,18 minuts, el
seglient és el 675 m/z (R,-C10-C12.1) amb un temps de retencié de 20,87 minuts, el
seglient és el 503 m/z (R-Cyp-Ci0) amb un temps de retencié de 21,35 minuts, el
seglient és el 677 m/z (R,-C19-C1> / Ry-Cy5-Ci9) amb un temps de retencié de 21,92
minuts, el segient és el 529 m/z (R-Cyp-Cip.1 / R-Ci5.1-Ci9) amb un temps de
retencid de 23,07 minuts i per ultim I'ié6 pseudomolecular més apolar, el de 531 m/z
amb un temps de retencié de 24,13 minuts i que correspon al mono-Rhl R-C44-Cy5 /
R-C;,-Cyo. Aix0 indica que els biotensoactius extrets tant de P. aeruginosa 47T2
com del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD als diferents temps de cultiu
son formats per, com a minim, vuit molécules de ramnolipids diferents que
s’enregistren a l'espectre de masses entre el minut 16,4 i el 24,2 (Figura 4.54,
Taules 4.12 i 4.13) dels gradients de fase mobil (AcN/H,0) de I’'HPLC.
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Figura 4.54. Ampliacié del TIC del minut 16 al 26 corresponent a 96 hores de cultiu fet amb

olis de fregit com a font de carboni amb la soca P. aeruginosa 47T2. En vermell estan

numerats els ions pseudomoleculars corresponents als Rhls que defineixen el biotensioactiu:
1) a 16,49 min R,-Cg-Cyp, 2) a 18,45 min R-Cg-Cyq / R-C19-Cg, 3) @ 19,18 min R,-C1¢-Cyq, 4)
a 20,87 min Ry-Cy9-Ci3:1, 5) @ 21,35 min R-Cy5-Cyp, 6) @ 21,92 min R;-C;9-Cy3 / Ry-C12-Cyp,
7) @ 23,07 min R-C4g-Cj5:1 / R-C4,:1-Cy4 i 8) @ 24,13 min R-Cy(-C;;, / R-Cy5-Cyy,.

Les arees obtingudes en els TICs (Figura 4.54) so6n diferents a

les

obtingudes en els espectres dels ions pseudomoleculars (XICs, Figura 4.55) degut a

gue no es treballa amb molécules pures i amb el

meétode d’extracciéo dels

ramnolipids s’arrosseguen altres substancies, ja siguin acids grassos, sals o altres

elements presents en els olis de fregit. Aixo déna idea de la sensibilitat de la

tecnica de cromatografia liquida d’alta resolucid. Tot i aixi, els TICs mostren pics

bastant definits, amb el que podem dir que la mostra no esta molt carregada

d’altres substancies que no siguin ramnolipids.
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Figura 4.55. XICs solapats dels diferents valors de m/z per tots els Rhls identificats al
sobrenedant de P. aeruginosa 47T2 a l'esquerra i per la mutant PHA negatiu a la dreta que

determinen les abundancies i distribucio dels ions pseudomoleculars (ipm) de les mostres.

Per comprovar si la produccié dels diferents ramnolipids de la barreja

biotensioactiva és constant o hi ha diferéncies significatives entre els temps de

164



Resultats i Discussio

cultiu i/o entre el mutant i la soca parental es fa I'analisi dels ions
pseudomoleculars. Es solapen els espectres XIC dels diferents ions
pseudomoleculars cadascun d‘un color (Figura 4.56), i es calculen les proporcions
relatives dels Rhlis al llarg del temps de cultiu de les dues soques.

Degut a la similitud estructural entre ells, els temps de retencié dels
diferents Rhl homolegs sén molt proxims. Alguns dels isomers de determinats Rhls
no es poden diferenciar cromatograficament perqué tots dos tenen el mateix pes
molecular (475 m/z (R-Cg-Cyp / R-Cy10-Cg), 677 m/z (R;-C10-C12 / Ry-C;3-Cyp) 529
m/z (R-Cy9-Cy5:1 / R-C45:1-Cyg)) (Haba et al., 2003).

A partir de les arees dels pics dels ions pseudomoleculars extrets (XICs) es
calculen les abundancies relatives i s’elaboren grafics i taules de valors. Les taules
4.12 i 4.13 resumeixen amb detall les abundancies relatives, expressades en %, de
cada compost en els quatre temps de mostreig, 1'id6 pseudomolecular [M-H]™ de
cada ramnolipid i les fragmentacions tipiques de cada i6 que s’observen a
I'HPLC/EM.

La suma total de Rhls produits a les 96 hores de cultiu a partir d'olis de
fregit residuals (gira-sol:oliva; 1:1) per P. aeruginosa 4772 és de 6 g/L, mentre que
per P. aeruginosa 47T2 AAD és de 4,97 g/L. En la barreja de biotensioactiu es
detecten quatre di-Rhls (39,56% en Rhls de 47T2, 33,49% en Rhls de 47T2 AAD):
R5-C19-Cig, R3-C19-Cy3:1, Ry-C19-Cy3, R,-Cg-Cyg; i quatre mono-Rhls (60,44% en Rhls
de 4772, 66,51% en Rhls de 47T2 AAD): R-C;0-Cio, R-C10-Ci2:1, R-C10-Ci2, R-Cg-Cjo.
Individualment, els components majoritaris, tant en els Rhls extrets de
sobrenedants de P. aeruginosa 47T2 com en els extrets de sobrenedants del
mutant, sén el di-Rhl R,-C;9-Cyo detectat a m/z 649 (19,68% en Rhils de 47T2,
24,04% en Rhls de 4772 AAD) i el mono-Rhl R-C;y-C;p amb m/z 503 (39,14% en
Rhls de 47T2 57,65% en Rhis de 47T2 AAD ). Aquestes molécules es corresponen
amb els Rhls classics RL; i RL,, respectivament, descrits previament per Itoh en
1971 en cultivar diferents soques de P. aeruginosa amb n-alcans. La barreja
d’aquestes dues moléecules contenia un 51.3% del Rhl RL; (Itoh et al., 1971). Les
molécules RL; (R,-C;0-Cy0) i RL, (R-Cyp-Cyp), per tant, sén considerades els Rhls
fonamentals sintetitzats per P. aeruginosa (Syldalk et al., 1985; Lang et al., 1999,
Abalos et al., 2002). El Rhl minoritari detectat en els biotensioactius va ser el di-Rhl
R;-Cs-C10(2,91%) en Rhls de 47T2 i el mono-Rhl R-Cg-C;4(0,06%) en Rhis de 47T2
AAD. El Rhl R-Cyo-C;;, va ser I'hnomoleg minoritari (2,8%) detectat al biotensioactiu
Matio (Abalos et al., 2002).
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Taula 4.12. Taula que mostra les abundancies relatives dels diferents ramnolipids en %

calculats a partir de les arees dels pics dels [M-H], els fragments ionics trobats per cada Rhl

i el temps de retencid per la soca parental P. aeruginosa 47T2. En negreta és fa ressaltar el

ramnolipid més abundant.

47T2
Estructura del Iﬁop;il:,?:r- Abundancia relativa (%) Fragments ionics T;:';F:Iii%e
ramnolipid (miz) 24h | 48h | 72h | 96h (m/z) (min)
R-C10-C1o 503 |56,52|39,6639,15|39,14| 333,169, 119, 103 21.35
R,-C10-C10 649  |4348|34.62|2587 19,68 479, 169,163 19,18
RZ'C10'C12
RACC 677 0.00 | 0,00 | 9,52 |10,73| 507 479,197, 169, 163 21,92
R-C10-C12 361, 333,169, 163, 119,
R-C12-C1g 531 000 | 574 | 8.86 | 8.41 103 24,13
R-C10-C12:1 333, 197, 169, 163,
R-C124-C1 529 1000 | 686 | 860 | 9.88 119, 103 23,07
Ry-C19-Ci2:1 675 0,00 | 2,80 | 4,84 | 6,25 | 479, 195, 169, 103 20,87
R,-Cg-Cio 621 0,00 [ 077 | 1,83 | 2,91 451, 169, 141 16,49
R-C10-Cs 305, 169, 163, 141,
47 18,4
R-Cg-C1o 5 000 | 046 | 1,33 | 3.01 119,103 8,45

Taula 4.13. Taula que mostra les abundancies relatives dels diferents ramnolipids en %

calculats a partir de les arees dels pics dels [M-H], els fragments ionics trobats per cada Rhl

i el temps de retencié pel mutant P. aeruginosa 47T2 AAD, en negreta és fa ressaltar el

ramnolipid més abundant.

47T2 PHA-

Estructura del I;g;i‘;?:r' Abundancia relativa (%) Fragments ionics Tri:r;?\ii?ie
ramnolipid (mi2) 24h | 48h | 72h | 96h (m/z) (min)
R-C19-C1o 503 | 67,48|55,98 | 47,53 |57,65| 333,169, 119, 103 21,35
Ry-C19-C1o 649  [26,16|27,04 | 21,56 | 24,04 479, 169,163 19,18
R2'(:10'C12
RoGog 677 6.36 | 6.24 | 893 | 729 | 507479, 197,169,163 | 21,92
R-C19-C12 361, 333,169, 163, 119,
R-C1,-Cig 531 0,00 | 576 | 7,51 | 5,37 103 24,13
R-C10-Ci12:1 333, 197, 169, 163,

R-C12:1-C1o 529 0,00 | 2,75 | 5,98 | 3,43 119, 103 23,07

Ry-C19-Ci12:1 675 0,00 | 1,48 | 4,45 | 1,72 | 479,195, 169, 103 20,87

R;-Cg-C1o 621 0,00 | 0,61 | 3,17 | 0,44 451, 169, 141 16,49
R-C10-Cs 305, 169, 163, 141

47 , 109, 703,141, 18,4

R-Cs-Cio > 1000013 088|006 119,103 8,45

Les propietats fiscoquimiques i, per tant, les possibles aplicacions de cada

barreja (o producte) depenen dels tipus de monomer i de les proporcions de cada

un d’ells. Aquesta és una de les raons per estudiar les abundancies relatives dels
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Rhils (Haba et al., 2003). A partir d'aquests percentatges, i tenint en compte els

grams de Rhis que es produeixen, es poden calcular els grams produits de cada Rhl

al llarg del temps de cultiu.

La Figura 4.57 mostra I'evolucié de I'abundancia relativa de cada ramnolipid

descrit en g/L al llarg de les 96 hores de cultiu de P.aeruginosa 47T2 i del mutant

negatiu per la producci6 de PHAs. Aquest parametre es calcula a partir de les

abundancies relatives de cada Rhl i els mg de Rhls totals per mL de cultiu mesurats

per cada temps. Cada color correspon a l'id6 pseudomolecular d’un ramnolipid

determinat (pes molecular a la llegenda de la grafica m/z).
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Figura 4.57.- Evolucié de I'abundancia relativa de cada tipus de ramnolipid al llarg de 96

hores de cultiu en P. aeruginosa 47T2 i al mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD.
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Com ja s’observa a partir dels percentatges (Taules 4.11 i 4.12), en els
grafics de la Figura 4.57, es veu que el parell d’'homolegs més abundant des de les
24 hores i al llarg de les 96 hores de cultiu en totes dues soques és el format pels
Rhls classics R,C19C10/R1C19C1o que representen a les 96 hores de cultiu el 58,82%
del total de Rhis de la soca 47T2 i fins el 81,69% en la soca 47T2 AAD, una
diferéncia considerable que pot fer variar les propietats fisicoquimiques dels dos
biotensioactius. La produccié d’aquest parell de Rhls s’ha descrit a la bibliografia i
és similar per la mateixa soca P. aeruginosa 47T2 i per la soca AT10 cultivada amb
olis de fregit de soja (52,74% i 57,1% respectivament, Haba et al., 2003) i per
altres soques de P. aeruginosa, on també son els Rhls més abundants, com és el
cas de P. aeruginosa UG2 cultivat amb oli de blat de moro (Mata-Sandoval et al.,
2001), P. aeruginosa 57RP cultivat amb manitol (Déziel et al., 1999), o P.
aeruginosa AT10 cultivat amb oli de soja (Haba et al., 2003).

La resta d’homolegs no es detecten a les 24 hores en la soca parental, ni en
el mutant, tret del Rhl R-Cy-C;, que apareix com un 6,36% del total. Tanmateix,
és a les 48 hores quan apareixen la resta de Rhls. Pel que fa al parell d’homolegs
R5-C19-Ci3/ R-Cyg-Cy, representen un 19,14% en la soca parental mentre que en el
mutant constitueixen un 12,66% de la barreja final a les 96 hores. Al final del
procés un 16,13% en la soca parental i tan sols un 5,15% de la suma total en el
mutant, és representat pel parell d’homolegs Ry-C1¢-Ci.1/R-C19-Ci2.1. Finalment, Ry-
Cg-C10o/R-Cs-Cyg €s el parell minoritari al llarg de tot el cultiu, amb un 5,92% en la
soca parental P. aeruginosa 47T2 a les 96 hores i és quasi insignificant (0,5%) en el
cas del mutant negatiu per la produccié de PHAs P. aeruginosa 47T2 AAD.

Els resultats obtinguts anteriorment amb diferents soques de Pseudomonas
aeruginosa UG2, (Mata-Sandoval et al., 2001), P. aeruginosa 57RP (Déziel et al.,
1999), P. aeruginosa AT10 (Abalos et al., 2001) i P. aeruginosa 47T2 (Haba et al.,
2003) cultivades amb diferents fonts de carboni, son similars perd no exactament
iguals.

En funcié de la soca i la font de carboni emprada pel seu cultiu, s'obtenen
majors o menors quantitats de Rhls (Nitschke et al., 2005) i en diferents
proporcions, és aix0 el que fa que cada biotensioactiu tingui no només una
composicié diferent, sind que les seves caracteristiques fisicoquimiques també
variin (Monteiro et al., 2007). Va ser Rosen (1974) qui va establir la estreta relacio
gue hi ha entre I'estructura quimica d’un tensioactiu i les seves propietats pel que
fa a la seva activitat sobre la tensid superficial i interfacial. Les barreges de Rhls
considerades com a un Unic producte biotensioactiu extretes de P. aeruginosa 47T2
i 47T2 AAD, son diferents entre elles pel que fa a les proporcions de les diferents

espécies quimiques de Rhls que les formen. S’ha vist que sén lleugerament
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diferents a d’altres descrites a la bibliografia, per tant, caldria esperar que
tinguessin propietats diferents entre elles i diferents a la resta de les descrites
donada la seva composicié molecular. Per comprovar-ho es realitza un estudi de les

caracteristiques fisicoquimiques dels dos biotensiactius.
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4.4. Caracteritzacio6 fisicoquimica dels Rhls

Tot i que avui dia la majoria dels tensioactius encara provenen de fonts no
renovables, en els darrers anys s’estan introduint amb forga en el mercat els
biotensioactius produits per microorganismes. El terme biotensioactiu es refereix a
qualsevol compost que s’utilitza per la seva activitat sobre la tensid superficial i que
ha estat aillat a partir de microorganismes (Kralova et al., 2008). El
desenvolupament de tensioactius basats en fonts renovables esta augmentant
gracies a que poden ser emprats i s'empren en diferents sectors per la seva
biodegradabilitat, per no ser toxics i per les seves propietats especials respecte a
altres tensioactius (Deleu, 2004). La surfactina del Bacillus subtilis, I'emulsan
d’Acinetobacter calcoaceticus i els soforolipids de Candida bombicola sén alguns
exemples de tensioactius derivats de microorganismes (Kralova et al., 2008).

Els Rhls sén també un clar exemple de biotensioactius produits per
microorganismes. A més a més, en el present treball s’‘obtenen a partir d'olis
vegetals residuals, una font de carboni renovable i reciclada que els hi déna valor
afegit. La seva caracteritzacié fisicoquimica es porta a terme considerant la barreja
de Rhls produits per P. aeruginosa 47T2 com a un Unic compost biotensioactiu per
dues raons fonamentals: per una banda, la separacié dels Rhls components de la
barreja suposa un cost addicional i, a més a més, no tindria sentit ja que alguns
dels Rhls es produeixen en molt baixa quantitat i son d'una elevada similitud
estructural (Abalos et al., 2001, Nitschke et al., 2005). Per altra banda, s’ha descrit
a la literatura que les propietats com a barreja sén prou adients i no disten massa
de les propietats dels Rhls de manera individual (Abalos et al., 2001, Haba et al.,
2002). Aixi, a nivell d’aplicabilitat resulta més economic fer servir la barreja i no

cada component per separat.

4.4.1. Solubilitat dels Rhls

El biotensioactiu format per la barreja de Rhls, tant I'extret a partir de P.
aeruginosa 47T2 com l'extret a partir del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2
AAD, és un producte d’aspecte semisolid, de color groguenc i olor caracteristic, com
d’oli ranci. Dels dissolvents assajats (Apartat 3.10.5 de Materials i Métodes), en
diluir 100 mg de Rhl en 1 mL de dissolvent, el biotensioactiu resulta ser soluble en
hidroxid sodic (NaOH), hidrogencarbonat sodic (NaHCOs;) i acetat d'etil
(CH3COOCH,CH3). També és soluble en metanol (CHsOH), éter etilic
(CH3CH,0CH,CH?3) i cloroform (CHCI3), resultats similars als obtinguts per Lang i

col-laboradors en Rhls provinents de diferents espécies de Pseudomonas (Lang et
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al., 1999). En aigua, el biotensioactiu d’estudi només és parcialment soluble mentre
gue és totalment insoluble en hexa (CgH14).

Aquestes dades son d’especial interés per conéixer com es comporta el
tensioactiu amb els diferents dissolvents a I’hora de treballar amb ells o sotmetre’ls

a diferents proves analitiques i/o preparatives.
4.4.2. Determinacio de la concentracié micel-lar critica (CMC)

La formacido de micel-les a partir de molécules individuals de tensioactiu
dissolt, que es dona a partir d'una determinada concentracié d’aquest, es denomina
concentraci6 micel-lar critica (CMC). Per determinar la CMC del biotensioactiu
produit per P. aeruginosa 47T2 i pel mutant negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD a 96
hores de cultiu (Apartat 3.20.2 de Materials i Métodes) cal observar i mesurar la
variacié de la TS en funcié de la concentracié de biotensioactiu en aigua Milli-Q i es
calcula aixi la CMC. Finalment, es realitzen dues rectes de regressié que s’obtenen
d’un banc de dilucions (mg Rhls/mL H,0) que va de 10 mg/mL a 100 mg/mL i d'un
altre banc de dilucions que va de 150 mg/mL a 1250 mg/mL. La zona de tall
d’aquestes dues rectes de regressié indica la CMC (Figura 4.58).

La variacié de la tensio superficial (TS) és deguda a que a concentracions
molt baixes, les molécules de tensioactiu en dissolucié difonen cap a la interfase on
s’adsorbeixen, promovent una disminucié de la energia lliure interfacial i, per tant,
de la TS. A mida que la concentracié del biotensioactiu en la dissolucié augmenta,
la TS continua disminuint. Perd quan la interfase es satura a una determinada
concentracié de tensioactiu, la TS roman constant encara que es produeixin
augments posteriors d’aquesta quantitat de tensioactiu. Es a partir d’aquesta
concentracié que les molécules que no tenen cabuda a la interfase comencen a
formar agregats entre elles formant micel-les, i la concentracié a la qual comencen
a formar-se es coneix com a concentracié micel-lar critica (CMC) (Rivas et al.,
1999).

En el cas dels biotensioactius provinents de cultius de 96 hores, la CMC pels
Rhis de la soca P. aeruginosa 47T2 és de 105,04 mg/L, baixant la tensié superficial
fins a 32,21 mN/m, mentre que pels Rhls del mutant P. aeruginosa 47T2 AAD és
lleugerament inferior, 104,87 mg/L, baixant la tensidé superficial de l'aigua Milli-Q
(72 mN/m) fins a 31,67 mN/m (Figura 4.58).

Aqguests valors sén molt semblants als obtinguts per Haba, i col-laboradors
pel biotensioactiu de P. aeruginosa 47T2 (TSrnisa712=32,8 MN/m i CMCgrpis4712=108
mg/L; Haba et al., 2002) i difereixen una mica dels donats per Abalos i

col-laboradors pels Rhls de P. aeruginosa AT10 (TSrnsat10=26,8 mN/m i
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CMCrnisat10=120 mg/L; Abalos et al., 2001) que sembla que necessita una
concentraci6 més elevada de tensioactiu per saturar la interfase perd en canvi

s’aconsegueix una major reduccio6 de la TS.

CMC Rhlis 96h P. aeruginosa 47T2

48
T * R y=-01148x+44.274
Z 40
£ 36
(7] y=-0,0005x + 32,268
= 32 —= —C g

28 T ’ T T T T T T T T
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Figura 4.58.- Variacié de la tensid superficial (TS (mN/m)) amb la concentracié de Rhls per
tal de determinar la CMC de les barreges de Rhls extrets de cultius de 96 hores de P.

aeruginosa 47T2 (a dalt) i del mutant PHA negatiu P. aeruginosa 47T2 AAD (a baix).

Es tracta de valors inferiors als descrits per tensioactius quimics anionics
tipics com ara el laurilsulfat de sodi (C;,H,5504Na; 296 mg/L) o el palmitosulfat de
sodi (Ci6H33S03Na; 199 mg/L) (Rosen, 2004). També sén valors inferiors als
obtinguts en la determinacio de les CMCs d’alguns Rhls com el metiléster del Rhl B
(Me-RB derivat acilat del R,C;¢C;9; 400 mg/L) (Ishigami et al., 1993), la barreja de
Rhls homolegs (RC19C;1g, RC19C12, RyC10C12, RCy3.1 i RCg.3; 230 mg/L) (Abalos et al.,
2001) o alguns Rhls individuals provinents d’espécies de Pseudomonas (RCiq i
R,Cio; 200mg/L) (Lang et al., 1999). Tanmateix es tracta de valors de CMC més
alts que els descrits per altres Rhls individuals (RC;o,Cio; 20 mg/L (Syldalk et
al.,1985) i R,Cy0Cyo; 40 mg/L (Sim et al., 1997)) o per barreges de fins a dos
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homolegs (R,C;0Ci2 i RyC10Ci0; 37 mg/L (Mata-Sandoval et al., 1999) i RCyoCyq,
R,C10C10;20 mg/L (Noordman et al., 1998)).

El valor de la CMC depén de la composicié de la barreja del tensioactiu ja
que en el procés de micel-lacié intervenen totes les moléecules presents. La CMC
augmenta amb el caracter hidrofilic del grup polar i els dobles enllagos en el grup
hidrofobic, que afecten tant a la conformacié de les micel-les com a
I'empaquetament tancat del grup hidrofobic en alterar el seu nimero d’agregacio
(Rosen, 2004; Noordman et al., 2000). Per tant, aquest augment de la CMC de la
barreja de Rhls estudiats respecte als Rhls individuals o les parelles d’homolegs
descrits en la bibliografia es deu al caracter fortament hidrofilic de totes les
molécules, determinat per I'anell o anells de ramnosa i el grup carboxil dels Rhls,
aixi com per les insaturacions de les cadenes hidrofobiques de les molécules
RC10Ci2:1, R2C10Ci2:1, RCi2:1Cio i RyCy2:1Cip. Les insaturacions afecten a Ia
configuracié que adopten les molécules en les micel-les, influint en el numero
d’agregacié molecular i, per tant, en el valor de la CMC. S’ha descrit fins i tot que la
simple esterificaci6 del grup carboxil en la molécula de Rhl incrementa dues
vegades el valor de la CMC respecte a la molécula no esterificada (Ishigami et al.,
1993).

No es tracta d’una diferéncia molt significativa la que es déna entre les CMCs
dels dos biotensioactius objecte d’estudi (Rhls purificats del sobrenedant de P.
aeruginosa 42A2 i del mutant 42A2 AAD), sobretot tenint en compte que la CMC en
realitat no és un valor exacte sind una zona de transicid, un rang de concentracio
gue pot variar, sobretot si el tensioactiu es tracta d'una barreja com és el cas dels
ramnolipids bacterians, tot i que no deixen de ser molécules homologues.

L'accié dels tensioactius normalment es valora per la seva eficiéncia i la seva
efectivitat. Ambdds parametres no son paral-lels, és a dir, el tensioactiu més
eficient no necessariament és el més eficac i és també per aquesta rad que
acostumen a fer-se servir barreges de tensioactius en lloc de tensioactius purs.

L'eficiéncia esta determinada per la concentracié de tensioactiu capag de
reduir significativament la TS de I'aigua mentre que l'efectivitat ve donada pel valor
minim de tensid superficial assolit, que és la TS en la CMC (Ycmc), i pel niumero de
molécules en excés superficial (Rosen, 2004). Es a dir que com més aconsegueix
baixar la TS de l'aigua un tensioactiu més efectiu és i com menys tensioactiu
necessitem per reduir la TS de l'aigua considerablement, uns 20mN/m (Rosen,
2004), més eficient és el tensioactiu.

Pel que fa al valor minim de TS obtingut (ycwc), tots dos biotensioactius sén
capacos de reduir la tensio superficial de I'aigua Milli-Q (72 mN/m) més d’'un 55%
(fins a 32,21 mN/m els Rhls de P. aeruginosa 47T2 i fins a 31,67 mN/m els de P.
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aeruginosa 47T2 AAD). Aquests valors son similars als de les TS minimes descrites
per tensioactius quimics anionics tipics: 33 mN/m pel laurilsulfat de sodi i 32 mN/m
pel palmitoilsulfat de sodi (Rosen, 1989). Els alquilbenzenosulfonats son els Unics
tensioactius quimics que mostren tensions superficials més baixes (24-26 mN/m),
semblants a la dels Rhls de P. aeruginosa AT10 (Abalos et al., 2001). El gran
desavantatge de tots aquests tensioactius quimics en front als biotensioactius és
que ambientalment sén més contaminants i toxics (Banat, 1995). Dels tensioactius
microbians, els lipopéptids son els biotensioactius més efectius coneguts
actualment, ja que son capacos de disminuir la TS des de 72 mN/m fins a valors de
27 mN/m, destacant la subtilisina o surfactina de Bacillus subtilis i les liquenines A i
B de Bacillus licheniformis (Yakimov et al., 1995; Desai et al., 1997).

4.4.3. Propietats emulsionants dels Rhls. Determinacié del balang
hidrofilic-lipofilic (HLB)

La propietat més valorada a nivell industrial per I'aplicacié de tensioactius és
la formacié d’emulsions a partir de dues fases liquides no miscibles entre elles,
donat que molts productes d’Us quotidia sén utilitzats en forma d’emulsié com ara
les pintures, els gelats, alguns cosmeétics i moltes formulacions farmaceéutiques
(Mulligan, 2005).

Els tensioactius son els agents emulsionants més comuns i el seu poder
d’emulsificacio, aixi com el tipus d’emulsié formada, depén de la seva estructura
quimica, de la seva concentracié i de la composicid de les fases de |'emulsid
(Nitschke et al., 2005, Abalos et al., 2001). L'agent emulsionant catalitza dos
processos independents: primer indueix la formacié de les gotes de la fase dispersa
i un cop formades, les estabilitza. Per aix0 és necessari que l'agent emulsionant
tingui una activitat superficial que permeti distorsionar l'estructura de les fases
continua i dispersa com és el cas dels Rhils (Mulligan, 2005). L'afinitat relativa d'un
tensioactiu per les fases continua i dispersa és el que es coneix amb el nom de
balang hidrofilic-lipofilic (HLB; Hydrophilic-Lipophilic Balance).

Una emulsio, per a dues fases liquides, es defineix com la dispersié d’'una de
les fases (fase dispersa) dins l'altra (fase continua) per l'acci6 d’un agent
emulsionant que estabilitza termodinamicament el sistema. La fase dispersa esta
constituida per gotes microscopiques, i la mida d’aquestes particules permet
classificar les emulsions. Segons la mida de particula poden ser microemulsions
(<100 nm de diametre) i nanoemulsions (20-500 nm), que s6n semi o transparents
a la llum visible i normalment estables termodinamicament (Solans, et al., 2001;

Junyapraserta et al., 2007), o macroemulsions (1-100 um de diametre), opaques a
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la llum i termodinamicament inestables (Baglioni, et al., 2000). En funcié de la
naturalesa de la fase dispersa poden ser emulsions d’oli en aigua (O/A) o d'aigua en
oli (A/O). En les emulsions O/A l'oli és la fase dispersa i I'aigua és la fase continua,
mentre que invertint les fases es pot obtenir una emulsié A/O.

El nidmero del balang hidrofil-lipofil (HLB) s’utilitza com a mesura de la
proporcio del grup hidrofil i el lipofil de la molécula o molécules d’un tensioactiu i
doéna idea de la capacitat emulsificadora del tensioactiu. Es un valor entre 1 i 60
que defineix l'afinitat del tensioactiu per I'aigua o per I'oli. Quan I'HLB és troba
entre 8-16 tenen afinitat per aigua (hidrofilics), mentre que si el valor es troba
entre 3-6 tenen afinitat per I'oli (lipofilics). Als surfactants ionics se’ls ha assignat
recentment valors d'HLB relatius, permetent que el rang s’estengui fins a 60
(Kralova et al., 2009).

Recordant que en determinats casos és millor fer servir una barreja de
tensioactius més que un per si sol, i tenint en compte que el biotensioactiu d’estudi
és format per una barreja de Rhls, és necessari adaptar |I'expressié de Griffin per
calcular I’'HLB i veure la correlacido general que es troba entre aquest parametre i
I’Gs del biotensioactiu (Rosen, 2004). Una equacié general per determinar I'HLB

d’una barreja de dos tensioactius (A i B) és:

HLBgarreja=(%Tensioactiu A X HLBrs a)+( %Tensioactiu B x HLBrs )

I I'HLB segons Griffin es defineix amb |'expressid:
HLB=__ A 420
A+0

(A: massa molecular fraccié hidrofila; O: massa molecular fraccié lipofila.)

Per tant, per calcular I'HLB de les barreges de Rhls, tant pel biotensiaoactiu
obtingut a partir de P. aeruginosa 47T2 com per |'obtingut del mutant PHA negatiu,
s'apliquen aquestes equacions utilitzant els percentatges de les acumulacions
relatives de cada espécie de Rhl obtingudes per HPLC-MS. Aixi, I'HLB de la barreja
de Rhls que conté el sobrenedant de 96 hores de cultiu liquid de P. aeruginosa 47T2
en medi minim mineral, és de 8,13. Segons la correlacié existent entre I'HLB
requerit i el possible Us pels diferents tipus d’emulsions (Taula 1.3, Apartat 1.3.4 de
la Introduccid), el Rhl produit per P. aeruginosa 47T2 entra dins dels tensioactius
considerats humidificants aixi com també dels adequats per estabilitzar emulsions
O/A ja que el seu comportament en aigua és el d'una dispersio lletosa obtinguda
després d’una agitacié vigorosa (Figura 4.59). Pels Rhils del mutant PHA negatiu

cultivat en iguals condicions, I'HLB calculat és de 7,2 i, per tant, entraria igualment
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dins dels tensioactius humidificants, comportant-se també en aigua com una
dispersio lletosa, sempre després d’una agitacié vigorosa (Figura 4.59). La barreja
de Rhis obtinguda per P. aeruginosa AT10 és de 10,07 (Abalos, 2001) i també
estabilitza per tant emulsions O/A. Aquestes classificacions coincideixen amb les
establertes per Lang i col-laboradors en 1993 en observar que els glicolipids tenen
un valor d’'HLB proper a 10 (Lang et al., 1993).

Figura 4.59. Aspecte de la dispersié lletosa dels Rhls en aigua
obtinguda després d’una agitacio vigorosa. (A: 0,2g de Rhl 471
en 4 mL d'H,O mili Q; B: 0,2g de Rhl 471 aap €n 4 mL d'H,0
mili Q).

En general s'accepta que per tal d’obtenir emulsions del tipus A/O, I'HLB del
tensioactiu ha d’estar entre els valors de 3 i 6, mentre que per obtenir emulsions
O/A es requereix un HLB entre 8 i 16 (Kralova et al., 2009). D'altra banda, per
obtenir un major éxit en l'elecci6 d’'un o altre tensioactiu, és Gtil coneixer I'HLB
requerit (HLBr) per la fase oliosa. Existeixen taules en qué s’indiquen aquests
valors per les fases lipofiles més comunes. Per exemple, I'HLBr necessari per
obtenir una emulsié estable de I'oli d'oliva és de 7, igual que per l'oli de gira-sol,
mentre que el miristat d’isopropil té un HLBr de 11,5 (Gracia et al., 1989). Aixi, si
es treballa amb un tensioactiu que presenta un HLB igual a I'HLB requerit per la
fase lipofila de I'emulsid, s’obtindran emulsions més estables, la mida de gota sera
minima (<0,5 um, nanoemulsio), i la viscositat també sera minima. Segons aquest
criteri, els Rhls obtinguts a partir de les soques parental i mutant estudiades sén un
bon emulgent per l'oli d’oliva i el de gira-sol perd no ho sén tant pel miristat

d’isopropil, com veurem més endavant.

4.4.4. Comportament fasic per I'analisi de possibles aplicacions dels Rhis

Si bé es desconeix el paper exacte que juguen els ramnolipids en el cicle
vital i en la patogenicitat de P. aeruginosa, que secreta els ramnolipids al medi de
creixement, gracies a les seves propietats tensioactives aquests compostos
s’estudien com a possibles substituts dels tensioactius sintetitzats quimicament i
que s‘utilitzen en gran quantitat de processos industrials i mediambientals
(Soberéon-Chavez et al., 2005).
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Inicialment, la importancia dels biotensioactius residia en que eren bons
agents per dissoldre els hidrocarburs, pero l'interés per aquestes molécules ha anat
augmentant en les cinc darreres décades com alternativa als tensioactius quimics
(Kralova et al., 2009). Aixd és gracies als seus avantatges respecte a aquests
tensioactius quimics: toxicitat inferior, naturalesa biodegradable (Soberdon-Chavez
et al. 2005), l'eficacia en temperatures extremes, pH, salinitat, i en la sintesi
(Mohan et al., 2006). Gran part dels estudis realitzats han estat enfocats als usos
dels biosurfactants en la bioremediacié d’agents contaminants (Mulligan, 2005); tot
i aixi, aquests compostos microbians tenen una gran varietat de propietats que els
fan utils per la industria dels aliments i la cosmeética, entre altres, sobretot com a
emulsionants, escumants, humectants, solubilitzadors, antiadhesius i agents
antimicrobians (Banat et al., 2000, Kralova et al., 2009).

Per tal de provar els Rhils en el marc d’aquestes possibles aplicacions, s’ha
estudiat el seu comportament de fase com a tensioactiu/emulgent en aplicar-lo
conjuntament amb possibles olis inclosos en el mén de I'alimentacié (I'oli d’oliva i
I’'oli de soja), la cosmética i detergéncia (el miristat d’isopropil), i la bioremediacio
(el petroli de Casablanca).

Aquest tipus d’estudi es porta a terme mitjancant sistemes ternaris de
tensioactiu (emulgent)-oli-aigua, que s’utilitzen freqlientment des de la decada dels
80 en formulacions farmaceéutiques i cosmetiques (Attwood et al., 1983) i en
I'agricultura i I'alimentacié (Kachholz et al., 1987), entre altres. Aquests sistemes
es representen en diagrames ternaris, on és important una seleccié adient dels
components del sistema aixi com de la composicié o les proporcions en les que cal
combinar-los per tal que el producte final reuneixi les condicions necessaries per
|'aplicacié desitjada: viscositat, homogeneitat i/o estabilitat en formulacions de
cosmetica, alimentacié i farmaceéutiques, o bé baixa estabilitat en tractaments de
bioremediacié. Quan es pretén fer servir com a emulsionant son necessaries
concentracions baixes (Kralova et al., 2009).

Estudiant el comportament de fase s’obté informacié global i sistematica de
les fases que estan en equilibri dins un sistema tensioactiu. Aquest estudi també
dona informacidé dels tipus d'agregats moleculars que es formen i de com aquests
poden variar en funcié de la temperatura si s’assagen a diferents temperatures. Els
resultats obtinguts d‘aquest estudi generalment es representen mitjangant
diagrames de fases que permeten una clara visualitzaci6 de la informacio
experimental obtinguda. Analitzant aquests diagrames, no només obtenim
informacié del comportament fasic, sind6 també de les interaccions entre els

components del sistema (Rivas et al., 1999).
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Donada la regla de fases de Gibbs: (F = C + 2 - P ), el nombre de fases (P)
que poden coexistir en un sistema depén del nombre de components del sistema
(C) i del nombre de graus de llibertat (F), que son la temperatura, la pressié i la
composicié o proporcié dels diferents components. Els sistemes ternaris estudiats
consten de tres components, oli-tensioactiu-aigua (O-TS-A) i, per tant, tenen
quatre graus de llibertat que sén la pressid, la temperatura i dues fraccions molars
de dos dels components del sistema. Donat que es tracta de sistemes oberts, la
pressido és l'atmosférica i per tal de portar a terme una representacié grafica
bidimensional, és necessari mantenir constant tant la pressié6 com la temperatura
del sistema per tal de poder construir el diagrama triangular.

Aixi doncs, s’ha utilitzat el triangle equilater suggerit per Gibbs (Figura 4.60
esquerra) i s’han fixat dos graus de llibertat: la pressido (1 atm) i la temperatura
(25°C). S’'ha triat aquesta temperatura i no una de més elevada (cosa que
facilitaria la formacié d’emulsions) per tal de simular unes condicions en potencials
aplicacions que minimitzin I'impacte ambiental que ocasiona la despesa energética
per aconseguir un increment de temperatura.

Cada vertex representa el 100% d‘un dels components del sistema A
(tensioactiu), B (aigua) i C (oli), mentre que l'aresta oposada representa el 0% del
mateix. Al llarg de les arestes del triangle es representen composicions formades
pels dos components de cada vertex, mentre que les composicions dels punts
interiors del triangle (D) estan formades pels tres components del sistema. Les
composicions situades sobre la recta que uneix un dels véertex al costat oposat,
dividint el triangle equilater en dos triangles rectangles, tenen una proporcid
constant dels altres dos components.

Per la determinacié dels comportaments fasics s’ha optat per seguir el
meétode de valoraciéo o “escombrat” (Figura 4.60 dreta), que consisteix en anar
afegint petites quantitats d’un dels components sobre una relaci6 fixa dels altres
dos components, que no representin més de 1'1% del pes total del sistema.
Concretament, es parteix de diverses relacions tensioactiu-oli a les quals s’afegeix
progressivament aigua escombrant d’aquesta manera tot el diagrama (Sadurni et
al., 2005). Aixi, s’ha estudiat el comportament fasic de quatre sistemes ternaris
utilitzant quatre olis diferents, els Rhls provinents del mutant com a biotensioactiu,
i l'aigua, afegint increments d’'un 5% d‘aigua a les barreges del biotensioactiu
(10%-20%) i de I'oli (90%-14%), tot seguint el métode de valoracio.
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Tensioactiu
100 B 0

50 50

100

0 -
A 100 50 0 C Aigua Oli

Figura 4.60. Esquema de la representacié grafica d’'un diagrama de fases mitjancant el
triangle equilater a I'esquerra i representacido del métode d’estudi del comportament fasic

seguit a dreta.

Les barreges inicials (Taula 4.13, Figura 4.61) es preparen pesant els
components, primer es pesa la quantitat de tensioactiu i es barreja amb Ia
quantitat de component hidrofobic a assajar i finalment s’afegeix l'aigua fins a 1
gram. S’agita vigorosament fins a aconseguir I'emulsié i es manté a 25°C durant 24
hores, moment en el qual es procedeix a |'observacié visual per tal de determinar el
numero de fases presents en la barreja, la seva terbolesa o transparéncia o el
caracter isotropic de I'emulsié. Les addicions posteriors d’aigua es realitzen després
de la observacid, igualment per pesada, i es segueix el mateix protocol d'agitacid i

observacio visual cada 24 hores durant 20 dies.

Taula 4.13. Proporcions inicials en % i en pes (g) de les barreges per elaborar el diagrama
ternari (aproximacid menyspreant la diferéncia de densitat oli-aigua, que s’ajusta a cada

assaig).

% | OLI Rhls H20 [PESADA[OLI(g) Rhis(g) H20 (g)
1 90 10 0 1 0,9 0,1 0
2 80 20 0 2 0,8 0,2 0
3 46 20 34 3 0,46 0,2 0,34
4 30 20 50 4 0,3 0,2 0,5
5 13 20 67 5 0,13 0,2 0,67
6 5 20 75 6 0,05 0,2 0,75
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Rhls

Zona d’estudi del diagrama ternari de fases

Figura 4.61. Representacio grafica de les proporcions inicials en el diagrama de fases. Els
punts vermells sén els punts de partida de la valoracié i es corresponen als percentatges
indicats també en vermell: Oli-Rhl-Aigua. Només es treballa fins a un 20% de Rhl, per aixo0 la

zona marcada amb un requadre és la zona d’estudi.

Es parla de dispersié quan existeixen dues o més fases en una barreja i
d’emulsié només quan una d’elles es troba subdividida en particules discretes (fase
dispersa) i disperses en l'altra (fase continua) de manera més o menys estable
(Heusch et al., 2002). Els sistemes dispersos presenten inestabilitat termodinamica
i per la seva preparacio s’ha d’aplicar energia, el que suposa un increment d’energia
lliure interfacial respecte al sistema de fases separades. A més a més, les
dispersions tenen una tendéncia espontania a trencar-se, és a dir, a la separacié de
les fases que les constitueixen. Els tensioactius disminueixen la tensié interfacial i,
per tant, I'energia lliure interfacial, proporcionant una major estabilitat als sistemes
dispersos. Si el tensioactiu té les caracteristiques adequades i es troba en la
guantitat requerida pot donar lloc a sistemes termodinamicament estables com soén
les microemulsions (Heusch et al., 2002).

Quan es barregen aigua, oli i tensioactiu i es permet que el sistema arribi a
I’equilibri, normalment es formen dues o més fases i en molts casos gairebé tot el
tensioactiu es dissol en una de les fases juntament amb quantitats variables d’aigua
o d'oli. La fase on es troba el tensioactiu es coneix com a solucié micel-lar o

microemulsié (Heusch et al., 2002). En les experiéncies realitzades en aquest
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treball, inicialment es parteix d'un sistema constituit Unicament per la fase oliosa,
amb els Rhls obtinguts a partir de cultius de 96 hores de P. aeruginosa 4772 AAD.
En addicionar lI'aigua es generen particules de la fase aquosa (dispersa) en la fase
oliosa (continua). A mida que s’afegeix cada cop més quantitat d‘aigua, existiran
més particules d’aquesta disperses en la fase oliosa fins que arriba un punt on la
fase oliosa no pot contenir més particules disperses de la fase aquosa i es produeix
una inversido de fases on la fase oliosa generara particules disperses en la fase
aquosa, que passara a ser la fase continua de la dispersiéo (Heusch et al., 2002).

Donat que I'HLB del biotensioactiu format pels Rhls obtinguts de cultius de
96 hores de P. aeruginosa 47T2 AAD (mutant PHA negatiu) és de 7,2, es pot dir
que es tracta d'un tensioactiu més aviat hidrofil, que funcionara millor com a
emulgent per estabilitzar emulsions O/A, tot i que seria més eficient si tingués un
HLB més elevat. Tot i aixi, el seu HLBr de 7 permet pensar que hauria de funcionar
molt bé per estabilitzar emulsions on la fase oliosa sigui un oli vegetal (oliva, gira-
sol, soja, etc.).

A I'hora de representar el comportament fasic en cada proporcié (Oli / Rhl /
Aigua) com a punts dins el triangle equilater, els punts més importants sén aquells
on les emulsions s6n completes i estables a les 24 hores. Tanmateix, és dificil
aconseguir emulsions estables i per aix0, durant |'elaboracié dels triangles de fases,
s’han detectat diferents mecanismes de trencament de les emulsions, que en la
bibliografia es descriuen com a fendmens de fases o dispersions (Robins et al.,
2002). Aquests sén els que es descriuen a continuacio:

Sedimentacioé: formacié d'una fase inferior constituida per l'agregacié de
les gotes de I'emulsié sota la influéncia de la gravetat, com a conseqliéncia d’una
diferéncia de densitat apreciable entre les fases continua i dispersa. La densitat
d’aquesta fase és clarament superior a la del medi continu i sedimenta a la base del
tub.

Cremat: formacioé d’'una fase superior constituida per gotes de I'emulsié. La
densitat d’aquesta fase és clarament menor que la del medi continu. Es coneix
també com a sedimentacié inversa. Per la diferéncia de densitat, la fase menys
densa es col-loca sobre la més densa, tot i que aquesta separacid pot no ser
immediata. A més a més, com més petites son les gotes més triga a trencar-se
I'emulsid.

Floculacié: és el procés d’agregacidé superficial de gotes sense arribar a
perdre la seva identitat. La floculacié es déna quan, com a pas segiient a la col:lisio
de gotes, la repulsié interfacial no pot evitar la interpenetracié de la regié interfacial
de les gotes, unint-se el fet que al mateix temps les gotes no poden trencar-se

més. Aquests agregats o floculs sedimenten més facilment que les gotes
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individuals, d’acord amb el mecanisme de sedimentacié. Aquest fenomen és
reversible, doncs els floculs poden desfer-se en les seves gotes originals (de
vegades és suficient una lleu agitacié manual).

Coalescencia: El procés de coalescéncia en una emulsié implica la unié de
varies gotes per formar-ne d’altres de més grans, que finalment condueix a la
separacio de les fases. Per tal que es doni la coalescéncia, és necessari que la
pel-licula liquida interfacial que envolta les gotes, aixi com la monocapa de
surfactant adsorbida sobre la seva superficie, pateixin un deteriorament complet.

La coalescéncia és un procés irreversible.

4.4.4.1. Aplicacions en cosmeética. Sistema Miristat d’isopropil/Rhis/Aigua
(MI/R/A)

Tots els cosmétics contenen un o més tensioactius que, baixant la tensio
superficial, no només ajuden a la formacié d’emulsions sind que poden conferir
propietats desitjables actuant com a humectants, solubilitzants, escumants, o
poden modificar la fluidesa, condicionar la superficie lubrificant o donar lluentor
(Eldridge, 1997).

L'accié d’aquestes emulsions ha de ser a la superficie de la pell (epidermis),
gue conté un 10% d‘aigua a la superficie i un 65% en la capa més interna. Els
cosmetics penetren pels porus o per dissoluciéo o emulsificacid pels lipids cutanis, és
per aixo que les emulsions més emprades sén les del tipus O/A que poden afavorir
la penetraci6. A més a més, els tensioactius donen al producte la capacitat
d’eliminar substancies no desitjables de la superficie de la pell o els cabells, evitant
gue es tornin a dipositar. Un clar exemple n’és el xampu, quan es mullen els cabells
i s'afegeix xampu, en fregar provoca la formacié d'escuma i fa que la bruticia (el
greix i la olor dels cabells) emulsioni quedant inclosa en l'aigua de manera que en
esbandir els cabells marxi sense tornar a dipositar-se (Mainkar et al., 2001).

Les condicions que les emulsions cosmetiques han d’acomplir sén: mantenir-
se estables durant un llarg temps i a un rang ampli de temperatures, que sigui
agradable d’aplicar-les, que siguin adequades per diferents tipus de pells i que no
siguin irritables. També s’ha de controlar el contingut d‘aigua i oli (I’oli normalment
conté les fragancies i representa entre un 20 i un 40%), la consistencia, el pH
(normalment s‘ajusta a pH neutre) i la naturalesa dels additius (Kosaric, 1993).

Els tensioactius que més es fan servir son els no idonics, peré també anionics
(ingredients principals en productes desengreixants com xampus, sabdé de mans,
gel per la dutxa), catidonics (s’utilitzen com condicionadors pels cabells) i amfifilics, i

la seva concentracio pot arribar fins a un 10% final (Kosaric, 1993).
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Els Rhls d’origen microbia sén productes naturals que demostren ser molt
beneficiosos per la pell. S’han fet assajos clinics per una empresa de cosmeética que
mostren el seu poder beneficids en molts trastorns de la pell com I’eczema. Utilitzen
el producte purificat amb pocs o cap subproducte per tal que sigui més fiable
treballar-hi (Aurora Advanced Beauty Labs, Inc).

Fins i tot en assajos biomedics amb Rhls s’han obtingut resultats molt
interessants; s’'ha tractat la psoriasi i ferides observant-se una millora en Ia
cicatritzacid. Gracies a l'efecte que tenen sobre els fibroblasts i queratinocits de la
pell, 1'is dels Rhls podria introduir-se al mercat dels cosmétics com un bon
producte contra les arrugues de I'envelliment, aixi com en sabons i xampus
saludables (Patent No. 7,262,171 Use of Rhamnolipids in Wound Healing, Treating
Burn Shock, and Cosmetics, E.E.U.U.; Application No. 07075613.5 Use of
Rhamnolipids in Wound Healing, Treating Burn Shock, and Cosmetics, U.E.).

El miristat d’isopropil té una baixa viscositat i una capacitat excel-lent
d’extensid que li confereixen un intensiu efecte de greixat per la pell i els cabells,
sense resultar massa greixds ni enganxds. Degut al seu comportament liposoluble,
la seva capacitat d’'emmagatzematge, inodoritat i compatibilitat amb la pell, és
apropiat per tot tipus de productes cosmetics. En emulsionants y bases per cremes,
s’utilitza el miristat d’isopropil per elaborar tota mena de llets o cremes, i resulta
adequat com a component oliés en productes cosmeétics i farmacéutics (Kosaric,
1993). Es per aix0 que en aquest treball es decideix provar el seu comportament de
fase en el sistema ternari amb els Rhls produits per P. aeruginosa 47T2 AAD i
aigua.

Per estudiar més acuradament el comportament de fases del sistema ternari
MI/R/A, es segueix el metode de valoracié detallat més amunt (Apartat 4.4.4,
Figura 4.60). Pel que fa als Rhls, fent servir com a component hidrofobic el miristat
d’isopropil, si només es té en compte el punt d’emulsi6 total, no s’observa un gran
poder emulsionant ja que Unicament s’ha obtingut un punt cinéticament estable a
les 24 hores (Taula 4.13; Figura 4.71). A més a més, I'emulsié s’aconsegueix amb
un percentatge molt elevat d’aigua i molt baix de miristat (0,2%) i de ramnolipids
(1,95%). Donat que I'HLB dels Rhls és de 7,2 i I'HLBr del miristat d‘isopropil és de
11,5, ja seria d’esperar que no es donin emulsions estables ja que els Rhls no soén

un bon emulgent pel miristat d’isopropil.
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Els punts experimentals i I’'estat de la dispersid que es déna a cada un d'ells
es veuen recollits a la Taula 4.13. Les barreges en les quals menys d'un 50% de la
dispersido forma emulsié es presenten en color blanc, les barreges que mostren
entre un 50 i un 75% d’emulsid s6n de color groc, en taronja estan aquelles
dispersions on I'emulsié representa més d’un 75% de la dispersio, i en marrd es
mostren les barreges que quasi son emulsions totals perd que a la superficie es
dona el fenomen de floculacié i/o cremat (Figura 4.72 A i B) o bé presenten una
fina fase diferent, normalment una capa oliosa a la superficie (Figura 4.72 C)
(Robins et al., 2002). Per Gltim en vermell es presenten aquelles que han donat una
emulsié comuna (blanca, opaca) completa i estable a les 24 hores. A la Figura 4.71
C es mostra el diagrama de fases ternari resultant. En vermell es mostra el punt
d’emulsi6 (Figura 4.71 A).

(Meristat d’isopropil / Ramnolipids / Aigua)

Rhls
100 0
® Emulsid total
® Gairebé emulsid
® > 75% d’emulsio
Entre 50 i 75% d’emulsid

1()0

C
NN NNNN
0 VAVAVAVAVAVAVAN'
(0.5/1,95/97.6) MI/R/ A) Aigua 100 50 d’ﬂi;i:':g:)u

Figura 4.71. A) Diagrama de fases del sistema Miristat d’isopropil / Rhls / Aigua a 25°C. El
punt vermell representa I'Unic punt d’emulsid total trobat. B) Fotografia de I'emulsié trobada
al punt (MI/R/A) (0,5/1,95/97,6). C) Diagrama complet.

Figura 4.72. A i B) Floculacié que es dodna
durant I'elaboracié del triangle de fases (MI/R/A)
en el punt (0,8 /1,9 / 97,6) Fotografia presa des
de dalt per veure el flocul central que es forma i
la resta de gotetes al voltant. C) En el punt (3,2 /
4,7 / 92,2) s’‘observa un lleuger cremat d’una fina

capa oliosa a la superficie.
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Taula 4.13. Quadre que representa els punts experimentals de les barreges (MI / R / A)
utilitzades per I'elaboracié del diagrama de fases ternari. Es comenca |'experiencia amb 9
punts inicials amb les proporcions indicades en negreta (MI: Miristat d'Isopropil, R: Rhis i A:

Aigua) i es realitzen 18 addicions d‘aigua que fan variar les proporcions tal com s’indica.

1 2 3 4
Mmi[R| A M|R[A|M|R|[A|[M|R]|A
90 10 0 [30|20 50|80 20 0 |46 20 34
86 95 48 |286| 19 524| 76 19 48 (438 19 372
81 91 91 27,3182 545|727 18,2 91 (41,8 182 40
75 83 16,7 | 25 | 16,7 58,3|66,7 16,7 16,7|38,3 16,6 45,1
69,2 7,7 23,1|23,1(154 615|615 154 231|354 154 49,2
64,3 7,1 28,6|21,4(143 64,3|571 14,3 33,3|329 14,3 52,8
60 6,7 333| 20 |13,3 66,7|53,3 13,3 33,3(30,7 13,3 56
54 6,1 39,4(182|121 69,7485 12,1 394|279 121 60
50 56 444 (167|111 722|444 111 445
46,2 51 487 |154|10,3 74,4| 41 10,3 487|234 10,3 66,3
419 47 535| 14 | 93 767|372 93 535[214 63 693
38,3 4,3 574(128|85 78,7| 34 85 574
34 38 623|113\ 75 81,1]302 75 623|174 7,5 751|
295 3,3 67,2| 98 | 6,6 836262 66 67,2
253 2,8 71,8| 85 |56 859|225 56 71,8
212 24 765| 7 |47 882|188 47 765
171 1,9 80957 |38 905|152 38 809
13,3 15 852 |44 | 3 926(119 3 852
8,8 01 9022919 95178 2 902

5 6 7 8 9
M| R | A
20 60

19 19 62 48 19 76,2
18,2 18,2 63,6 45 18,2 77,3
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A partir de la representacié d’aquest diagrama ternari de fases es pot deduir
que, per tal d’obtenir emulsions de miristat d’isopropil i aigua fent servir els Rhils de
P. aeruginosa 47T2 AAD com emulgent, les proporcions adequades son de poca
quantitat de miristat d’isopropil, poca quantitat de tensioactiu i abundants
quantitats d’aigua. Concretament, el punt on s’ha obtingut I'emulsié comuna
completa cineticament estable a les 24 hores ha estat: 0,5/ 1,95/ 97,6 (MI/ R/
A) (Figura 4.71 B).

4.4.4.2. Aplicacions en la indastria alimentaria. Sistemes Oli d’oliva / Rhis
/ Aigua (O/R/A) i Oli de soja/Rhls/Aigua (S /R / A)

La caracteristica principal per la qual es fan servir els tensioactius microbians
en la induUstria alimentaria esta relacionada amb la seva activitat sobre la TS (un
bon tensioactiu és capag de rebaixar la TS de l'aigua de 72 a 35 mN/m). A més a
més de baixar la TS, també s’utilitzen biotensioactius, concretament Rhls, en la
formulacio del pa i de gelats per tal de controlar la seva consisténcia I'enduriment i
la pérdua de sabors dels olis; també s’utilitzen com estabilitzadors de greixos i com
agents anti-esquitxants durant la preparacié d’aliments amb olis i greixos. Un altra
aplicacié potencial dels biotensioactius en la industria alimentaria és com a agents
antiadhesius, que es podrien emprar contra la formacié de pel:-licules microbianes
en la superficies dels aliments (Kralova, et al., 2009). Per ultim, afegint Rhls
s'aconsegueix una millora en l'estabilitat de la massa, la textura, el volum i la
conservacio de productes de la indUstria del pa i milloren les propietats de la
mantega, de croissants i dels productes de confiteria congelats (Kralova, et al.,
2009).

L'oli d’oliva és un oli comestible que s’utilitza ampliament en el camp
alimentari aixi com en formulacions cosmetiques i farmaceéutiques per administracié
topica, oral i parenteral. L'Us de I'oli d'oliva com a ingredient culinari és majoritari
en l'elaboracié de diferents salses i per amanir, aixi com en aliments conservats
mitjancant la immersidé dels mateixos en oli d'oliva (conserves de peix, verdures,
carns, formatges) (Wu et al., 2001).

Es per aixd que es tria I'oli d’oliva com a component hidrofobic i s’estudia el
comportament de fases del sistema ternari O/R/A, amb els Rhls de P. aeruginosa
47T2 AAD com a emulgent i aigua. Es segueix el mateix metode de valoracio
utilitzat en el cas anterior i els punts experimentals i I'estat de la dispersido que
s’obté a cada un dels assajos realitzats es veuen recollits a la Taula 4.14. En blanc

es mostren les barreges amb menys d’un 50% d’emulsio, les que presenten entre
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un 50 i un 75% d’emulsié es mostren en groc, en taronja les que presenten més
d’'un 75% d’emulsid, els quadres en marrd representen aquelles mostres que soén
quasi emulsions, i en vermell aquelles que presenten una emulsié blanca, opaca,

completa i estable a les 24 hores.

Taula 4.14. Quadre que representa els punts experimentals de les barreges (O/R/A)
utilitzades per I'elaboracié del diagrama de fases ternari. Es comenca |’'experiéncia amb 6
punts inicials amb les proporcions indicades en negreta (O: Oli d’oliva, R: Rhils i A: Aigua) i

es realitzen 17 addicions d’aigua que fan variar les proporcions tal com s’indica.

1 2 3 4 5 6
Oo/|R|AJ]o|]R|[A|JO|R|]AJO|JR|]A|JO]|JR|]A]O]I|R]A
90 10 O (80 20 O |46 20 34 |30 20 50 |13 20 67| 5 20 75
86 95 48|76 19 48 -28,6 19 524|124 19 686| 48 19 762
81 9,1 91 |727 182 9,1 27,3 18,2 54,5 45 182 77,3
75 83 16,7|66,7 16,7 16,7|38,3 16,6 451| 25 16,7 58,3|10,8 16,7 72,5

69,2 7,7 23,1|61,5 154 231|354 154 492|231 154 615| 10 154 74,6

64,3 7,1 28,6 214 143 64,3| 93 14,3 764| 36 14,3 82,1
60 6,7 33,3 20 13,3 66,7|87 133 78 | 33 133 834
54 6,1 39,4 18,2 12,1 69,7| 7,9 121 80

50 5,6 44,4 255 11,1 63,4|16,7 11,1 722| 72 11,1 817

46,2 5,1 487 23,4 10,3 66,3|154 10,3 74,4| 6,7 10,3 831| 2,6 10,3 87,1
419 47 535|372 93 535|214 63 693| 14 93 767| 6 93 847| 23 93 884
383 43 574| 34 85 574|196 85 719|128 85 787|55 85 86 | 211 85 894
34 38 623|302 75 623[174 75 751|113 75 811|49 7,5 875| 19 7,5 90,6
295 33 672|262 66 672|151 66 783| 98 66 836|43 66 892 16 66 918
253 2,8 718|225 56 718| 13 56 814|85 56 859|37 56 907| 14 56 93
212 24 765|188 4,7 765|108 47 845| 7 47 882|31 47 922| 12 47 941
171 1,9 809|152 3,8 809|88 38 874|57 38 905|25 3,8 937|095 38 953
133 15 852|119 3 852|68 3 902|44 3 926/19 3 951/ 07 3 963

Del fet que I'HLB dels Rhls de P. aeruginosa 4772 AAD sigui de 7,2, quasi
igual a I'HLBr de l'oli d’oliva que és de 7, cal esperar I'obtencié d’'una bona zona
d’emulsié estable ja que aquests Rhls han de ser un bon emulgent per l'oli d’oliva
en base al seu HLB. A partir dels resultats obtinguts s’observa que efectivament es
troben diverses zones d’emulsié.

A la Figura 4.73 C es mostra el diagrama de fases ternari resultant en que,
seguint el model de la taula anterior, es fan servir els mateixos colors. En vermell
es mostren els 5 punts trobats d’emulsid total blanca, opaca i cinéticament estable
a les 24 hores (Figura 4.72 A): (57,1 / 14,3 / 28,6), (53,3 / 13,3 / 33,3), (48,5 /
12,1/ 39,4), (329 / 14,3 / 52,8) i (3 / 12,1 / 84,9), sobre la mateixa figura
s'exemplifica amb una fotografia el punt 48,5 / 12,1 / 39,4 (Figura 4.73 B). En
marro es representen aquelles composicions que no arriben a ser emulsions totals
per floculacié (Figura 4.74 A) i/o cremat. En taronja es mostren els punts on més

del 75% de la dispersié esta emulsionada (Figura 4.74 B), on en el cas de la
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fotografia mostrada no arriba a ser una emulsié perqué sedimenta una part oliosa. I
en groc es representen les dispersions que presenten entre un 50 i un 75% de zona
emulsionada, com en la Figura 4.74 C, on es ddna el fenomen de cremat (Robins et
al., 2002). Si la fase d’emulsié no representa ni tan sols un 50% del volum total,
els punts corresponents no es marquen al triangle, com en la Figura 4.74 D, on es
diferencien clarament tres fases, la inferior oliosa, la superior aquosa i una interfase

d’emulsid blanca.

(Oli d’oliva / Ramnolipids / Aigua)

Rhls
100 0

® Emulsio total

e Gairebé emulsio

e > 75% d’emulsio

Entre 50 i 75% d’emulsid

A
100

(48,5/12,1/39,4) (O/R/A) Aigua” 700 Oli Oliva

Figura 4.73. A) Diagrama de fases del sistema Oli d'oliva / Rhls / Aigua a 25°C. Els punts
vermells representen els punts d’emulsid total trobats. B) Fotografia d’'una de les emulsions
trobada al punt (O/R/A) (48,5/ 12,1 / 39,4). C) Diagrama complet.

Figura 4.74. Durant I'elaboracié del triangle de fases Oli d’oliva / Rhls / Aigua es donen
diferents fendmens de trencament de les emulsions. A)Floculacié al punt (30,7 / 13,3 / 56);
B i C) Cremat als punts (44,4 / 11,1 / 44,5) i (50 / 5,6 / 44,4) i D) sedimentacio al punt
(61,5/ 15,4/ 23,1).
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D’aquests resultats es pot concloure que és necessari més d'un 10% de Rhls
per promoure I'emulsid, ja que no s’obté cap dispersié que contingui més d'un 75%
d’emulsié quan la proporci6 de Rhls és inferior al 10% i les emulsions totals
s'obtenen amb valors de Rhis d’entre el 12 i el 14%. I pel que fa a les proporcions
d’aigua i oli, cal que siguin equilibrades per tal d’aconseguir bones emulsions o bé
tenir una proporcié d’oli molt baixa.

En la literatura no es troben gaires diagrames ternaris realitzats amb
biotensioactius i oli d’oliva. Sadurni i col-laboradors si que en realitzen un perd amb
un tensioactiu diferent, Cremophor®EL (BASF). Es tracta d’un tensioactiu de sintesi
quimica no ionic amb un HLB entre 12 i 14 soluble en aigua i en diferents
dissolvents organics com els Rhils (éter etilic, acetat d’etil i cloroform d’entre
altres), un diagrama ternari amb oli d’oliva. En aquest cas troben tres Unics punts
d’emulsio total blanca opaca fent servir entre un 10 i un 30 % de tensioactiu
(Sadurni et al., 2005).

L'oli de soja és emprat en la industria farmaceéutica, cosmetica i
alimentaria. En aplicacions farmaceutiques s’utilitza principalment en la formulacié
d’emulsions destinades a la nutricid parenteral total per tenir pocs efectes adversos
(McNiff, 1977). També s'usa com a component oliés d’emulsions destinades a
solubilitzar principis actius per la seva administracié via oral o intravenosa, com ara
vitamines (Dahl, 1994), esteroids poc solubles en aigua (Malcolmso, 1993) i
diazepam (Nankevis, 1994), entre d‘altres. Els liposomes (Krishna, 1999), les
nanoemulsions i les nanocapsules (Santos-Magalhaes, 2000) sén alguns sistemes
d’alliberacié de principis actius formulats amb oli de soja.

Pero l'oli de soja s’‘empra majoritariament en la gastronomia per fregir
aliments i es troba també en salses per amanides, en productes de la industria del
pa, galetes, salsa barbacoa, i en formulacions d’oli per cuinar i per fabricar
maionesa. Es per aixd que es tria també I'oli de soja i que s’estudia com a
component hidrofobic del sistema ternari S/R/A per analitzar el comportament de
fases dels Rhls de P. aeruginosa 47T2 AAD com a emulgent. Es segueix basicament
el mateix meétode de valoracié que en els apartats anteriors, pero en aquest cas, no
s’obté cap punt d’emulsio total cinéticament estable a les 24 hores, si bé I'HLBr de
I'oli de soja és també de 7, quasi igual a I’'HLB dels Rhls (7,2). En base a aquests
parametres caldria esperar una bona zona d’emulsié estable, que no es troba com
es veu més endavant ja que no s’obté cap punt d’emulsié completa.

Els punts experimentals i I’'estat de la dispersié que es déna a cada un d'ells
es veu recollit a la Taula 4.15. Com en els casos anteriors, en blanc es mostren les

barreges amb menys d’un 50% d’emulsio, aquelles que presenten entre un 50 i un
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75% d’emulsié es mostren en groc, en taronja les que presenten més d'un 75%
d’emulsio, i en marrd aquelles que sén quasi emulsions. No s’ha trobat cap emulsid

blanca, opaca, completa i estable a les 24 hores.

Taula 4.15. Quadre que representa els punts experimentals de les barreges (S/R/A)
utilitzades per I'elaboracié del diagrama de fases ternari. Es comenca |’'experiéncia amb 6
punts inicials amb les proporcions indicades en negreta (S: Oli de soja, R: Rhis i A: Aigua) i

es realitzen 17 addicions d’aigua que fan variar les proporcions tal com s’indica.

1 2 3 4 5 6

S

 RIA[s|R|A[s|R|[]A[s|R|[A[|Ss]|R]A

90
86
81
75
69,2
64,3
60
54
50
46,2
41,9
38,3
34
29,5
25,3
21,2
171
13,3

10 0 80 20 O0 |46 20 34 |30 20 50 | 13 20 67
95 48 | 76 19 48 (438 19 37,2|286 19 524|124 19 68,6
91 91 (72,7 182 91 |41,8 182 40 |27,3 18,2 545|11,8 18,2
8,3 16,7 /66,7 16,7 16,7|38,3 16,6 451| 25 16,7 58,3
7,7 231|615 154 23,1354 154 49,2231 154 61,5
7,1 286|571 14,3 33,3329 14,3 52,8214 14,3 64,3
6,7 33,3533 13,3 33,3|30,7 13,3 56 | 20 13,3 66,7
6,1 394 485 12,1 39,4279 121 60 |18,2 121 69,7| 7,9 121 80 | 3 121
56 444 444 11,1 445|255 111 634|16,7 111 722| 72 11,1 81,7| 28 111
51 48,7 41 10,3 48,7|23,4 10,3 66,3|154 10,3 744| 6,7 10,3 83,1| 2,6 10,3
4,7 535|372 93 535|214 6,3 693| 14 93 76,7| 6 93 847|233 93
43 574| 34 85 574|196 85 719|128 85 78,755 85 86 |21 85
38 62,3302 75 623174 75 751({113 75 811|149 75 87519 75
33 67,2262 66 672151 66 783| 98 66 83643 66 892| 16 6,6
28 7181225 56 718| 13 56 81485 56 859|3,7 56 90,7| 14 56
24 765|188 4,7 765|108 4,7 845| 7 4,7 88,2| 3,1 4,7 922|12 4,7
19 809|152 38 809|88 38 874|57 38 95|25 38 93,7(095 3,8
1,5 852|119 3 85268 3 90244 3 926|119 3 951,07 3

84,9
86,1
87,1
88,4
89,4
90,6
91,8
93
941
95,3
96,3

A la Figura 4.75 es mostra el diagrama de fases ternari resultant. El punt en
marrdé no arriba a ser una emulsié total per la sedimentacié d’una fina capa d’oli
(Figura 4.76 A). En taronja es mostren els punts on més del 75% de la dispersid
esta emulsionada, corresponent a la Figura 4.76 B, on s’observa que es produeix el
fenomen de cremat. Finalment en groc s’anoten sobre el triangle les dispersions
que presenten entre un 50 i el 75% de zona emulsionada on normalment es
produeix també el cremat de la dispersié (Figura 4.76 C i D). Si la fase d’emulsié no
representa ni tan sols un 50% del volum total, els punts corresponents no es
marquen al triangle. Les fotografies de la Figura 4.75 E i F s6n un clar exemple
d’aquesta situacid on a la primera es diferencien tres fases (superior aquosa,
inferior oliosa i interfase emulsionada) i a la segona sembla que s’estigui donant el
fenomen de coalescéncia, que acabara trencant I'emulsié en diferents fases ben
diferenciades (Robins et al., 2002).
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(Oli de soja / Ramnolipids / Aigua)

Rhls
100

e Emulsi¢ total
e Gairebé emulsio
e > 75% d’emulsio
Entre 50 i 75% d’emulsié

50 50

}o

LSINININININNINN
AVAVAVA \/\/\/\/\/ \/\

Aigua 100

Figura 4.75. Diagrama de fases del sistema Oli de soja / Rhls / Aigua a 25°C.

Figura 4.76. Durant l'elaboracié del triangle de fases Oli de soja / Rhls / Aigua es donen
diferents fenomens de trencament de les emulsions. A) Sedimentacié al punt (5 / 20 / 75);
B) Cremat al punt (4,2 / 16,7 / 79,1); C i D) Cremat i floculacié al punt (54 / 6,1 / 39,4) i
(50/6,4/44,4) EiF) floculacié i cremat als punts (48,5 / 12,1/ 39,4)(27,9/ 12,1 / 60).

Segons la tendéncia que s’observa al diagrama de la Figura 4.75 sembla que
la concentracié del 20% de Rhls assajada en les dispersions és insuficient per
obtenir emulsions, tot i que amb proporcions d’aigua més elevades i d’oli de soja

més baixes sembla que s’obtenen dispersions on més d'un 75% esta emulsionat.
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L'4nic punt on gairebé s’aconsegueix una emulsi6 completa és el (5 / 20 / 75)
(Figura 4.76 A), perd0 es ddéna el fenomen de floculacido, que la trenca.
Probablement, si s’‘assagés una zona del triangle amb proporcions de Rhls més
elevades obtindriem una bona zona d’emulsié. En la literatura no es troben gaires
diagrames ternaris realitzats amb biotensioactius i oli de soja, perd en l'estudi de
Sadurni i col-laboradors amb Cremophor®EL(BASF) es troben dos Unics punts
d’emulsi6 total, una de convencional i una nanoemulsié afegint més quantitat de
tensioactiu (Sadurni et al., 2005).

4.4.4.3. Bioremediaciéo i explotacions petrolieres. Sistema Petroli de
Casablanca /Rhls/Aigua (PC/ R / A)

Si bé és cert que una part important dels hidrocarburs presents al medi
ambient és biodegradable, cal remarcar que les taxes de biodegradacié dels
hidrocarburs estan limitades degut a la seva hidrofobicitat i baixa solubilitat en
aigua (Alexander, 1999). Amb l'objectiu d'incrementar aquesta solubilitat per tal de
millorar el procés de biodegradaciéo d’aquests compostos hidrofobics es planteja
I’addicié de tensioactius que els fan més biodisponibles (Van Hamme et al., 2003).

Els tensioactius, en disminuir la tensid superficial del medi aquods,
augmenten la solubilitzacié i/o dispersido dels compostos de baixa solubilitat en
aigua i, a més a més, canvien l'afinitat cel-lula-hidrocarbur en augmentar la
hidrofobicitat de la superficie cel-lular (Zhang et al., 1994; Kanga et al., 1997;
Barkay et al., 1999).

Aixi, 1'Us d'agents emulsionants quimics o microbians en la recuperacié de
petroli (EOR; Enhanced Oil Recovery) afavoreix la maxima i eficient explotacio dels
reservoris petroliers (Shennan et al., 1987; Banat et al., 2000). D'altra banda, en
vessaments de petroli i derivats, la capacitat d’emulsificacié dels tensioactius
estimula la degradacié dels contaminants per les poblacions microbianes (Beal et
al., 2000, Olivera et al., 2000).

Tenint en compte la major diversitat estructural, biodegradabilitat i
biocompatibilitat dels hidrocarburs (Desai et al., 1997), |'Us potencial dels
biotensioactius en les tecnologies de bioremediacié sembla tenir més potencial en
aquest camp que els tensioactius de sintesi (quimics) (Ron et al., 2001). Els
biotensioactius més estudiats son els emulsans d’Acinetobacter sp. (Foght et al.,
1989; Barkay et al., 1999) i el grup de Rhls produits per diverses soques de P.
aeruginosa (Van Dyke et al., 1993, Zhang et al., 1994, Abalos et al., 2004).

La majoria dels estudis realitzats pel que fa a la influéncia dels

biotensioactius sobre la degradacié microbiana d’hidrocarburs s’ha portat a terme
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amb compostos individuals com [|‘octadeca (Zhang et al.,, 1992), fluorante
(Willumsen et al., 1998) o fenantré (Barkay et al., 1999; Zhang et al., 1997). Tot i
gue, com succeeix per exemple en un vessament, l'estudi de la influéncia dels
biotensioactius en la biodegradacié de barreges complexes suposa una situacié més
propera a la realitat, els estudis realitzats amb aquestes barreges com ara el cru de
petroli, son escassos (Foght et al. 1989).

Per aix0 es decideix provar també amb el petroli de Casablanca (PC) el
comportament de fase dels Rhls de P. aeruginosa 47T2 AAD igualment com a
emulgent dins del sistema ternari PC/R/A, seguint el mateix métode de valoracio
que amb la resta de compostos hidrofobics emprats. En aquest cas es desconeix
I'HLBr del petroli de Casablanca i, per tant, no es pot comparar amb I'HLB del
tensioactiu com en els olis estudiats abans. Tot i aixi, sembla que la barreja dels
Rhis de P. aeruginosa 47T2 AAD funciona bastant bé com a emulgent sobre aquest
compost.

Els punts experimentals i I'estat de la dispersié que es déna a cada un d’ells

es veu recollit a la Taula 4.16.

Taula 4.16. Quadre que representa els punts experimentals de les barreges (PC/R/A)
utilitzades per I'elaboracié del diagrama de fases ternari. Es comenca |'experiéncia amb 6
punts inicials amb les proporcions indicades en negreta (PC: Petroli de Casablanca, R: Rhls i

A: Aigua) i es realitzen 17 addicions d‘aigua que fan variar les proporcions tal com s’indica.

1 2 3 4 5 6
Pc/]R|[A|Pc|R|[A|Pc|R[A|PC|]R|A][PC|[R ]| A
9 10 0 [80 20 0 |46 20 34|30 20 50 |13 20 67
86 95 48|76 19 48 (438 19 372(286 19 524|124 19 68,6
81 91 91 (727 182 91 |418 182 40 |27,3 182 54,5/11,8 182 70
75 83 16,7(66,7 16,7 16,7383 16,6 451| 25 16,7 58,3|10,8 16,7 72,5

69,2 7,7 231|615 154 23,1354 154 49,2231 154 615 10 154 746| 3,8 154 80,8
64,3 7,1 28,6|57,1 14,3 33,3|32,9 143 52,8214 143 64,3| 93 143 764| 3,6 143 82,1
60 6,7 333|533 133 33,3|30,7 133 56 | 20 13,3 66,7| 8,7 133 78 | 3,3 13,3 834
54 6,1 394485 12,1 394279 121 60 (182 121 69,7| 79 121 80 | 3 12,1 849
50 5,6 444|444 11,1 445,255 11,1 63,4|16,7 11,1 722 72 11,1 81,7| 28 11,1 86,1
46,2 51 48,7| 41 10,3 48,7|234 10,3 66,3|154 10,3 744 26 10,3 87,1
41,9 4,7 37,2 93 535|214 6,3 693 23 93 884

4,3 21 85 894

3,8
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A la Figura 4.77 C es mostra el diagrama de fases ternari resultant. En
vermell es mostren els tres punts d’emulsié total cinéticament estables a les 24
hores (5/ 20/ 75), (4,8/ 19/ 76,2), (4,2 / 16,7 / 79,1) (Figura 4.71 A). Un d’ells,
el punt (4,2 / 16,7/ 79,1) (PC/ R / A), s'il-lustra amb una fotografia (Figura 4.77
B).

100 0 (Petroli Casablanca / Ramnolipids / Aigua)

Rhls

50 50 100 0

A eEmulsid total
eGairebé emulsio
> 75% d’emulsid
0 \ 100 Entre 50 i 75% d’emulsi6

A 100 50 0 P

, LB
0

(42/16,7/79,1)(PC/R/A) Aiaua 100 5 () Casablanca

Figura 4.77. A) Diagrama de fases del sistema Petroli Casablanca / Rhls / Aigua a 25°C. Els
punts vermells representen els punts d’emulsié total trobats. B) Fotografia d’'una de les
emulsions trobada al punt (PC/ R/ A) (48,5/ 12,1/ 39,4). C) Diagrama complet.

-

Figura 4.78. Durant l'elaboracioé del triangle de fases Petroli de Casablanca / Rhls / Aigua es
donen diferents fenomens de trencament de les emulsions. A) Floculacié al punt (0,95 / 3,8
/ 95,3) i BiC) Cremat als punts (46,2 / 5,1/ 48,7); (22,5/ 5,6 / 71,8).

194



Resultats i Discussio

Seguint el mateix patré de colors que la Taula 4.16, els punts vermells sén
zones d’emulsié total i els marrons aquelles que no arriben a ser emulsions totals
per floculacié i/o cremat (Robins et al., 2002). La Figura 4.78 A n’és un exemple de
floculacié. En taronja es mostren els punts on més del 75% de la dispersid esta
emulsionada (Figura 4.78 B), i en groc les dispersions que presenten entre un 50 i
el 75% de zona emulsionada (Figura 4.78 C). Si la fase d’emulsié no representa ni
tan sols un 50% del volum total, els punts corresponents no es marquen al triangle.

A la Figura 4.77 C, que mostra el diagrama de fases ternari resultant, el
triangle mostra una zona on les dispersions tenen més del 75% del seu volum
emulsionat, on les proporcions de Rhls son menors del 10%, i la quantitat de petroli
és baixa, concretament quan hi ha menys d’un 3% de petroli s'obtenen dispersions
gairebé emulsionades per complet. Pero les emulsions completes apareixen amb
valors de Rhis propers al 20%, amb baixes proporcions de petroli de Casablanca i
amb més del 75% d’aigua. Abalos i col-laboradors obtenen resultats similars amb
Rhis obtinguts de P. aeruginosa AT10 (Abalos et al., 2004) en un estudi més ampli
(amb més punts inicials i amb un 10% de Rhls), i classifiquen amb ajuda del
microscopi les emulsions parcials obtingudes com emulsions O/A/O.

Les analisis realitzades amb els diferents components hidrofobics (miristat
d’isopropil, oli d’oliva i de soja i el petroli de Casablanca) del comportament de
fases de la barreja de Rhls produida pel mutant de P. aeruginosa 47T2 AAD soén
estudis preliminars. El dilema fonamental a I'hora d’estudiar el comportament de
fase d'un botensioactiu per |'elaboracié d'un determinat producte, és la seleccié
adequada dels components del sistema ternari i les proporcions en que s’han de
combinar per tal que el producte final reuneixi les condicions necessaries per
|'aplicacié desitjada. El diagrama de fases permet un coneixement complet de les
possibilitats que un sistema pot oferir en quant als seus estats fasics, en funcié de
les proporcions relatives dels seus components (Rosen, 2004).

Amb aquests diagrames s’ha aconseguit una petita aproximacié a l'estudi
d’aquests sistemes, ja que es fan servir baixes concentracions de biotensioactiu i es
parteix d'unes composicions inicials determinades. Tot i que els resultats obtinguts
presenten les seves limitacions, i encara queda un ampli rang de composicions
diferents sense estudiar, marquen quines zones sd6n més interessants per treballar-
hi.

Els punts d’emulsié completa trobats als diferents assajos i que han estat
marcats en vermell sobre els triangles sén: (MI:0,2 / R:1,95 / A:97,85); (PC:5 /
R:20 / A:75), (PC:4,8 / R:19 / A:76,2), (PC:4,2 / R:16,7 / A:79,1); (0:57,1 /
R:14,3 / A:28,6), (0:53,3 / R:13,3 / A:33,3), (0:48,5/R:12,1 / A:39,4), (0:32,9/
R:14,3 / A:52,8) i (0:3 / R:12,1 / A:84,9). Mentre que pels sistemes formats amb
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el miristat d’isopropil i el petroli de Casablanca sembla que la zona d’emulsié es veu
restringida a una regié molt petita i concreta del triangle on la proporcié del
component lipidic és baixa, pel sistema format amb oli d’oliva sembla que la regio
d’emulsié és més amplia i no es limita només a la zona on la proporcido de
component lipidic és baixa.

Perd no sempre s’obtenen punts d’emulsié completa, i més tenint en compte
que no s’ha analitzat tot el triangle amb totes les proporcions possibles, sind que
s’ha restringit la zona d’estudi a la base del triangle on com a maxim la proporcio
de Rhls constitueix el 20% de la composicidé. El cas del sistema Oli de soja / Rhis /
Aigua n’és un exemple clar, ja que no s’ha aconseguit trobar punts d’emulsio6 total
dins I'area d’estudi. Probablement amb un examen més exhaustiu, amb un ventall
de concentracions de Rhls més ampli, s’hauria pogut obtenir alguna zona d’emulsio.

L'GUs de baixes concentracions de Rhls redueix els costos de produccid, i ve
justificat pel fet que més tard es vol incorporar aquest tensioactiu com un additiu o
cosmeétic, de manera que la quantitat a addicionar no ha de ser excessiva.
Igualment, pel que fa a la bioremediacid, per més que siguin bitensioactius
biodegradables, el més adequat és addicionar el minim de substancies foranies a
I’'entorn. Una vegada es finalitzi I'analisi dels triangles sencers, rastrejant moltes
més composicions diferents i sobretot composicions al voltant de les zones
d’emulsié o on gairebé s’aconsegueixen emulsions i utilitzant olis diferents per
formar nous sistemes ternaris, s’extrauran conclusions molt més fines i interessants
de les propietats bioquimiques del biotensioactiu de P. aeruginosa 47T2 AAD. Pero
I'objectiu de I'estudi en el present treball era fer una aproximacio preliminar per la
introduccié del biotensioactiu en possibles aplicacions industrials. I amb I|'ajut
d’altres estudis de tolerancia al pH, temperatura i forca idnica es podran corroborar
les propietats que els fan interessants per potencials aplicacions i per les aplicacions
gue ja se'ls hi déna a alguns Rhls com a ingredients naturals en cosmeética,
detergéncia, farmacologia i alimentacié, o al camp agricola per la dispersié de

pesticides, aixi com per la bioremediacio i la recuperacié millorada d’olis.
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5. CONCLUSIONS

1. No s’han observat diferéncies significatives en el sistema lipolitic intra- i
extracel-lular de la soca Pseudomonas aeruginosa 47T2 respecte al de la
soca tipus Pseudomonas aeruginosa PAO1 i al de laillat natural
Pseudomonas aeruginosa 42A2. Aix0 indica que tot i que les seves lipases
estan implicades en el metabolisme dels lipids, no soén directament
responsables de la sintesi diferencial dels polimers extracel-lulars estudiats

en aquest treball.

2. S’han obtingut els mutants P. aeruginosa 47T2 AAD i P. aeruginosa 42A2
AAD defectius per la produccié de PHAs, fet que ha estat posat de manifest
mitjancant un seguit de metodologies tant de caracter fisicoquimic (MO,
MET, RMN i quantificaci6 gravimétrica) com molecular (analisi de les

seqléncies de I’'ADN mutat).

3. No hi ha diferéencies significatives en la tendéncia de produccié d’acids
grassos hidroxilats entre el mutant P. aeruginosa 42A2 AAD i la soca
parental P. aeruginosa 42A2, si bé la quantitat dels productes alliberats és
lleugerament inferior en el mutant, probablement degut a la disminucié en

la seva taxa de creixement.

4. Els biotensioactiu produit pel mutant PHA negatiu Pseudomonas aeruginosa
47T2 AAD constitueix una barreja de vuit homolegs: quatre di-Rhls (Rha,-
Cs-Cy0, Rha,-Cy0-Cyp, Rha;-Cyp-Cy5.1, Rhay-Cyp-Cy> / Rhay-Cy,-Cyo) i quatre
mono-Rhls (Rha-Cg-Cip / Rha-Cip-Cs, Rha-Ci4-Ci9, Rha-Cip-Ciz:1 / Rha-
Ci12.1-C1o, Rha-Cy0-Cy» / Rha-C;,-Cyg), de propietats fisicoquimiques similars

al biotensioactiu de la soca parental Pseudomonas aeruginosa 47T2.

5. En les analisis del comportament fasic mitjancant I'elaboracié de diagrames
ternaris de fase del biotensioactiu obtingut del cultiu de 96 hores del mutant
Pseudomonas aeruginosa 47T2 AAD, suplementat amb olis de fregit
residual, els punts d’emulsié completa per les diferents fases hidrofobiques
assajades son: (MI:0,2 / R:1,95 / A:97,85); (PC:5/ R:20 / A:75), (PC:4,8 /
R:19 / A:76,2), (PC:4,2 / R:16,7 / A:79,1); (0:57,1 / R:14,3 / A:28,6),
(0:53,3 /R:13,3 / A:33,3), (0:48,5 / R:12,1 / A:39,4), (0:32,9 / R:14,3 /
A:52,8) i (0:3 / R:12,1 / A:84,9). No s’han detectat punts d’emulsié total

en els assajos amb I'oli de soja.

199






6. BIBLIOGRAFIA






Bibliografia

6. BIBLIOGRAFIA

Abalos, A., Pinazo, a., Infante, M.R., Casals, M., Garcia, F., Manresa, A. (2001)
Physicochemical and antimicrobial properties of new rhamnolipids produced by Pseudomonas
aeruginosa AT10 from soybean oil refinery wastes. Langmuir. 17:1367-1371.

Abalos, A., Viilas, M., Sabaté, J., Manresa, M. A. i Solanas, A. M. (2004) Enhanced
Biodegradation of Casablanca Crude Oil by A Microbial Consortium in Presence of a
Rhamnolipid Produced by Pseudomonas aeruginosa AT10. Biodegradation 15(4): 249-260.
Ageéncia de Residus de Catalunya. (2007). Programa degestié de residus municipals a
Catalunya. PROGREMIC 2007-2012. Barcelona: Departament de Medi Ambient i Habitatge de
la Generalitat de Catalunya.

Aguirre, P.M., Cacho, 1.B., Folgueira, L., Lopez, M., Garcia, J. i Velasco, A.C. (1990)
Rapid fluorescence method for screening Salmonella spp. from enteric differential agars. J.
Clin. Microbiol. 28: 148-149.

Akar, A., Akkaya, E.U., Yesiladali, S.K., Celikyilmaz, G., Cokgor, E.U., Tamerler, C.,
Orhon, D., Cakar, Z.P. (2006) Accumulation of polyhydroxyalkanoates by Microlunatus
phosphovorus under various growth conditions, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 33 (3): 215-
220.

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A., Zang, J., Zang, Z., Miller, W., Lipman, D.L.
(1997) Grapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucl. Acid. Res. 25: 3389-3402.

Alvarez H.M., Pucci O.H., Steinbiichel A. (1997) Lipid storage compounds in marine
bacteria. Appl. Microb. Biotech. 47: 132-139.

Alvarez, H. M., Mayer, F., Fabritius, D. i Steinbiichel, A. (1996) Formation of
intracytoplasmic lipid inclusions by Rhodococcus opacus strain PD630. Arch. Microbiol. 165:
377-386.

Anderson, A.). i Dawes, E.A. (1990) Occurrence, metabolism, metabolic role, and
industrial uses of bacterial polyhydroxyalkanoates. Microbiol. Rev. 54: 450-472.

Anderson, M. i McCarthy, R. (1972) Rapid and sensitive assay for free fatty acids using
rhodamine 6G. Anal. Biochem. 45: 260-270.

Anguita, 1., Rodriguez, I.B. i Naharro, G. (1993) Purification, gene cloning, amino acid
sequence analysis, and expression of an extracellular lipase from Aeromonas hydrophila
human isolate. Appl. Environ. Microbiol. 59: 2411-2417.

Anzai, Y., Kim, H., Park, J-Y., Wakabayashi, H., Oyaizu, H. (2000) Phylogenetic
affiliation of the pseudomonads based on 16S rRNA sequence. Int. J. Syst. Evol. Microbiol.
50: 1563-1589.

Arino, S., Marchal, R. I Vandecasteele, J.P. (1996) Identification and production of a
rhamnolipidic biosurfactant by a Pseudomonas species. Appl. Microbiol. 45: 162-168.
Arpigny, J.L. i Jaeger, K-E. (1999) Bacterial lipolytic enzymes: classification and
properties. Biochem. J. 343: 177-183.

Attwood, D. i Florence, A. (1983) Emulsions. Dins de : Surfactants systems chemestry,

pharmacy and biology. Chapman and Hall ed. (New York) pp: 469-566.

203



Bibliografia

Babu, P.S., Vaidya, A.N., Bal, A.S., Kapur, R., Juwarkar, A., Khanna, P. (1996) Kinetics
of biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa strain BS2 from industrial wastes.
Biotechnol. Lett. 18: 263-268.

Baglioni, P., Berti, D., Bonini, M. (2000) Preparation and stability of emulsions. Chimica e
L’industria (Milan) 82(7): E1/1-E1/8.

Banat, I. M. (1995) Characterization of biosurfactants and their use in pollution removal-
state of the art (review). Acta Biotechnol. 15: 251-267.

Banat, I., Makkar, R., y Cameotra, S. (2000) Potential commercial applications of
microbial surfactants. Appl. Microbiol. Biotechnol. 53: 495-508.

Barkay, T., S. Navon-Venezia, E. Z. Ron y E. Rosenberg. (1999) Enhancement of
solubilisation and biodegradation of polyaromatic hydrocarbons by the bioemulsifier alasan.
Appl. Environ. Microbiol. 65:2697-2702.

Bascomb, S. (1987) Enzyme tests in bacterial identification. Methods Microbiol. 19: 105-
160.

Bassas, M. (2007) Estudi dels polihidroxialcanoats acumulats per Pseudomonas aeruginosa
42A2: produccid y caracteritzacid. Tesi doctoral. Universitat de Barcelona.

Bastida, J., Andrés, C., Culleré, J., Busquets, M. i Manresa, A. (1999) Biotransformation
of oleic acid into 10-hydroxy-8E-octadecenoic acid by Pseudomonas sp. 42A2. Biotechnol.
Lett. 21:1031-1035.

Beal, R. i Betts, W. (2000) Role of rhamnolipid biosurfactants in the uptake and
mineralization of hexadecane in Pseudomonas aeruginosa. J. Appl. Microbiol. 89: 158-168.
Beisson, F., Tiss, A., Riviére,c. i Verger, R. (2000) Methods for lipase detection and
assay: a critical review. Eur. J. Lipid Sci. Technol.133-153.

Benincasa, M. (2001) Obtencao de biotensoactivos a partir de residuos da industria de
oleos vegetais. Universidad Estadual Paulista. Instituto de Quimica. Brasil.

Berg, J.M., Stryer, L., Tymoczko, J. (2007) Bioquimica. Ed. Reverté S.A. Versié de la 6a
Edicio anglesa.

Bjorkling, F., Godtfredsen, S.E. i Kirk, o. (1991) The future impact of industrial lipases.
TIBTECH 9: 360-363.

Bofill, C., Prim, N., Mormeneo, M., Manresa, A., Pastor, F.J. i Diaz, P. (2009)
Differential behaviour of Pseudomonas sp. 42A2 LipC, a lipase showing greater versatility
than its counterpart LipA. Acceptat Biochimie.

Bornscheuer, U.T. (2002) Microbial carboxyl esterases: classification, properties and
application in biocatalysis. Fems microbiol. Rev. 26 (1): 73-81

Boyer, R. (2000) Lipidos, membranes bioldgicas y transporte cellular. Conceptos en
Bioquimica (Internacional Thomson, Eds). pp.238-256. México, D.F.

Brandl, H., Gross, R.A., Lenz, R.W., Fuller, R.C. (1990) Plastics from bacteria and for
bacteria: poly(B-hydroxyalkanoates) as natural, biocompatible, and biodegradable
polyesters. Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 41: 77-93.

Bredenbruch, F., Nimtz, M., Wray, V., Morr, M., Muller R. i Hdussler, S. (2005)
Biosynthetic pathway of Psaudomonas aeruginosa 4-hydroxy-2-alkilquinolines. J. Bacteriol.
187: 3630-3635.

204



Bibliografia

Burger, M., Glaser i L. Burton, R.M. (1963) The enzymatic synthesis of a rhamnose-
containing glycolipid by extracts of Pseudomonas aeruginosa. J. Biol. Chem. 238: 2723-
2731.

Campos-Garcia, J., Caro, A. D., Najera, R. Miller-Maier,R.M., Al-Tahhan, R. A. i
Soberdén-Chavez, G. (1998) The Pseudomonas aeruginosa rhlG gene encodes a NADPH-
dependent b-ketoacyl reductase which is specifically involved in rhamnolipid synthesis. J.
Bacteriol. 180: 4442-4451.

Casini, E., de Rijk, T. C. de Waard, P., Eggink, G. (1997) Synthesis of
poly(hydroxyalkanoate) from hydrolyzed linseed oil. J. Environ. Polym. Degr. 5: 153-158.
Castro, H. F. de; Mendes, A. A.; Santos, J. C. dos i Aguiar, C. L. de. (2004)
Modification of oils and fats by biotransformation. Quim. Nova [online]. 27(1): 146-156.
Chahiniana, H., Ninib, L., Boitardc, E., Dubeésc, J.P., Comeaub, L.C. i Sardad, L.
(2002) Distinction between esterases and lipases: a kinetic study with vinyl esters and TAG.
Lipids 37(7): 653-662.

Chandrasekaran, E. V., i Bemiller, J. N. (1980) Constituent analyses of
glycosaminoglycans. Methods Carbohydr. Chem. 8: 89-96.

Chayabruta, C. i Wu, J. (2001) Rhamnolipid production by Pseudomonas aeruginosa under
denitrification: Effects of limiting nutrients and carbon substrates. Biotechnol. Bioeng. 72:
25-33.

Chitnis, C. E. i Ohman, D. 0. (1993) Genetic analysis of the alginate biosynthetic gene
cluster of Pseudomonas aeruginosa shows evidence of an operonic structure Molec. Microbiol.
8 (3): 583-590.

Christie, W.W. (1986) The positional distribution of fatty acids in triacylglicerides. En: The
analysis of oils and fats. Editores: Hamilton, R.J. y Rossell, J.B. Elsevier Applied Science.
London. pp: 313-339.

Christie, W.W. (2003) Lipid Analysis (3rd Edition),; Isolation, separation, identification and
structural analysis of lipids. (Oily Press, Bridgwater).

Chrost, R.J. i Krambeck, H.]. (1986) Fluorescence correction for measurement of enzyme
activity in natural waters using methylumbelliferyl-substrates. Arch. Hydrobiol. 106(1): 79-
90.

Cohen, S. N., Chang, A. C. Y. i Hsu, L. (1972) Nonchromosomal Antibiotic Resistance in
Bacteria: Genetic Transformation of Escherichia coli by R-Factor DNA. PNAS. 69 (8): 2110-
2114.

Cooper, D. G. i Paddock, D.A. (1984) Production of a biosurfactant from Torulopsis
bombicola. Apll. Environ. Microbiol. 47: 173-176.

Costerton, J. W., Z. Lewandowski, D. DeBeer, D. Caldwell, D. Korber & G. James.
(1994) Biofilms, the customized microniche. J. Bacteriol. 176: 2137-2142.

Culleré, J. (2002) Utilitzacié de l'acid oleic per Pseudomonas sp 42A2. Tesi doctoral.
Universitat de Barcelona.

Culleré, J., Durany, O., Busquets, M., Manresa, A. (2001) Biotransformation of oleic acid
into (E)-10-hydroxy-8-octadecenoic acid and (E)-7, 10-dihydroxy-8-octadecenoic acid by
Pseudomonas sp. 42A2 in an immobilized system. Biotechnol. Lett. 3(23): 215-219.

205



Bibliografia

Curley, J. M., Lenz, R.W. i Fuller, R. C. (1996) Sequential production of two different
polyesters in the inclusion bodies of Pseudomonas oleovorans. J. Biological Macromol. 19:
29-34.

Dahl, G.B. (1994) Stability of Vitamins in Soybean Oil Fat Emulsion Under Conditions
Simulating Intravenous Feeding of Neonates and Children. J. Parenter. Enteral. Nutr. 18(3):
2234-2239.

Davey, M.E., Caiazza, N.C. i O'Toole, G.A. (2003) Rhamnolipid surfactant production
afects biofilm architecture in Pseudomonas aeruginosa PAO1. J.Bacteriol. 185: 1027-1036.
Davis, E.N., Wallwn, J.C., Rohwedder, W.K. i Rhodes, R.A. (1969) Microbial hydration of
cis-9 alkenoic acids. Lipids 4: 356-362.

De Andrés, C. Mercadé, E., Guinea, J. i Manresa, M.A. (1994) 7,10-Dihydroxy-8(E)-
octadecenoic acid produced by Pseudomonas 42A2: evaluation of different cultural
parameters of the fermentation. World J Mocrobiol. Botechnol. 10: 106-109.

De Lorenzo, V., Herrero, M., Jakubizik, U. i Timmis, K.N. (1990) Mini-TnS Transposon
Derivatives for Insertion Mutagenesis, Promoter Probing, and Chromosomal Insertion of
Cloned DNA in Gram-Negative Eubacteria. J. Bacteriol. 11: 6568-6572.

Deleu, M., Paquot, M. (2004) From renewable vegetables resources to microorganisms:
new trends in surfactants. C.R. Chimie 7.

Dennis, D., Liebig, C., Holley, T., Thomas, K. S., Khosla, A., Wilson, D. i Augustine,
B. (2003) Preliminary analysis of polyhydroxyalkanoate inclusions using atomic force
microscopy. FEMS Microbiol. Lett. 226: 113-119.

Desai, J.D. i Banat, I.M. (1997) Microbial production of surfactants and their commercial
potential. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61(1): 47-64.

Deziel, E., Lepine, F., Milot, S. i Villemur, R. (1999) Mass spectrometry monitoring of
rhamnolipids from a growing culture of Pseudomonas aeruginosa strain 57RP. Biochim.
Biophys. Acta. 1485: 145-152.

Deziel, E., Lepine, F., Milot, S. i Villemur, R. (2003) rhlA is required for the production of
a novel biosurfactant promoting swarming motility in Pseudomonas aeruginosa, 3-(3-
hydroxyalkanoyloxy) alkanoic acids (HAAs), the precursors of rhamnolipids. Microbiol. 149:
2005-2013.

Diaz, P., Prim, N. i Pastor, F. I. J. (1999) Direct fluorescence-based lipase activity assay.
BioTech. 27: 696-700.

Doi, Y. y Abe, C. (1990) Biosynthesis and characterization of a new bacterial copolyester of
3-hydroxyalkanoates and 3-hydroxy-w-chloroalkanoates. Macromol. 23: 3705-3707.

Dutta, J. R. i Banerjee, R. (2006) Isolation and characterization of a newly isolated
Pseudomonas mutant for protease production. Braz. arch. biol. technol. 49 (1): 37-47.
Eggink, G., de Waard, P., Huijberts, G.N.M. (1995) Formation of novel
poly(hydroxyalkanoates) from long-chain fatty acids. Can. J. Microbiol. 41: 14-21.

Eggink, G., van der Wal, H., Huijberts, G.N.M., de Waard, P. (1993) Oleic acid as a
substrate for poly-3-hydroxyalkanoate formation in Alcaligenes eutrophus and Pseudomonas
putida. Ind. Crops. Prod. 1: 157-163.

Eldridge, J. M. (1997) The analysis of surfactants in cosmetics. Surfactant science
series. 68: 83-104.

206



Bibliografia

El-Sharkawy, S., W. Yang, Dostal, L. i Rosazza, J.P.N. (1992) Microbial oxidation of oleic
acid. Appl. Environ. Microbol. 58(7): 2116-2122.

Fabritius, D., Schifer, H. J., i Steinbiichel, A. (1996) Identification and production of 3-
hydroxy-A°- cis -1,18-octadecenedioic acid by mutants of Candida tropicalis. Appl. Microbiol.
Biotech. 45: 342-348.

Fernandez, D., Rodriguez, E., Bassas, M., Viiias, M., Solanas, A. M., Llorens, J.,
Marqués, A. M. i Manresa, A. (2005) Agro-industrial oily wastes as substrates for PHA
production by the new strain Pseudomonas aeruginosa NCIB 40045: Effect of culture
conditions. Biochem. Eng. J. 26 (2-3): 159-167.

Foght, J. M., D. L. Gutnick y D. W. S. Westlake. (1989) Effect of emulsan on
biodegradation of crude oil by pure and mixed cultures. Appl. Environ. Microbiol. 55:36-42.
Fojan, P., Jonson, P.H., Petersen, M.T.N. i Petersen, S.B. (2000) What distinguishes an
sterase from a lipase: A novel structural approach. Biochimie. 82: 1033-1041.

Fukui, T. i Doi, Y. (1998) Efficient production of polyhydroxyalkanoates from plant oils by
Alcaligenes eutrophus and its recombinant strain. Appl. Microbiol. Biotechnol. 49: 333-336.
Gamiz, M. (2007) Tecnologias sostenibles para la gestion de residuos en Ventanilla (Lima).
Aprovechamiento energético del Biogas (PFC). Barcelona, Universitat Politécnica de
Catalunya.

Generalitat de Catalunya, Departament de Medi Ambient, Junta de residus (1999)
Cataleg de residus de Catalunya, ISBN 84-393-4842-8.

Gerhardt, P. Ed.; Murray, R. G. (1994) Methods for general and molecular bacteriology.
Ed.; Wood, W.A. Ed.; Krieg, N.R. Ed.

Gerhardt, P., Krieg, N.R., Murray, R.G.E. (1994) Methods for General and Molecular
Bacteriology. Amer. Soc. Microbiol. EEUU.

Gilbert, E.J., Drodzd, J.W., i Jones, C.W. (1991) Physiological regulation and optimization
of lipase activity in Pseudomonas aeroginosa EF2. J. Gener. Microbiol. 137: 2215-2221.
Godtfredsen, S.E. (1993) Lipases. Enzymes in food processing. Ed. Nagodawithana, T. i
Reed, G. Academic Press. pp 205-216.

Gracia, A., Lachaise, J., Marion, G. i Schechter, R.S. (1989) A study of the required
hydrophile-lipophile balance for emulsification. Langmuir. 5 (6): 1315-1318.

Griebel, R., Smith, Z., Merrick, J.M. (1968) Metabolism of poly-B-hydroxybutyrate. I.
Purification, composition and properties of native poly-B-hydroxybutyrate granules from
Bacillus megaterium. Biochem. 7: 3676-3681.

Griffin, W.C. (1949) Classification of surface-active agents by "HLB". J. Soc. Cosmet. Chem.
1: 311-326.

Griffith F. (1928) The significance of pneumococcal types. J Hyg. 27: 113-159.
Guerra-Santos, L., Kdppeli, O. i Fiechter, A. (1984) Pseudomonas aeruginosa
biosurfactant production in continuous culture with glucose as carbon source. Appl. Environ.
Microbiol. 48: 301-305.

Guerrero, A., Casals, 1., Busquets, M., Leodn, i. i Manresa, M.A. (1997) Oxidation of
oleic acid to (E)-10-hydroperoxy-8-octadecenoic acid and (E)-10-hydroxy-8-octadecenoic
acid by Pseudomonas sp. 42A2. Biochim. Biophys. Acta. 1347: 75-81.

207



Bibliografia

Gunstone, F.D. (1999) Enzymes as biocatalysts in the modification of natural lipids. J. Sci.
Food. Agric. 79: 1535-1549.

Gunther, N.W. IV, Nunez, A., Fett, W. i Solaiman,D.K. (2005) Production of
rhamnolipids by Pseudomonas chororaphis, a nonpathogenic bacterium. Appl. Environ.
Microbiol. 71: 2288-2293.

Gutiérrez, A., del Rio, J. C., Martinez, M.J]. i Martinez, A.T. (2001) The biotechnological
control of pitch in paper pulp manufacturing. Trends Biotechnol. 19 (9): 340-348.

Haba, E., Abalos, A., Jauregui, O., Espuny, M. J. i Manresa, A. (2003) Use of liquid
chromatography-mass spectroscopy for studying the composition and properties of
rhamnolipids produced by different strains of Pseudomonas aeruginosa. J. Surf. Det. 6 (2):
155-161.

Haba, E., Espuny, M. J., Busquets, M. i Manresa, A. (1999) Screening and production of
rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 40044 from waste frying oils. J. Appl.
Microbiol. 88:379-387.

Haba, E., Espuny, M.]J., Busquets, M. and Manresa A. (2000) Screening and production
of rhamnolipids by Pseudomonas aeruginosa 47T2 NCIB 40044 from waste frying oils. J.
Appl. Microbiol. 88: 379-387.

Haba, E., Pinazo, A., Jauregui, O., Espuny, M. J,, Infante, M. R. i Manresa, A. (2002)
Physicochemical characterization and antimicrobial properties of rhamnolipids produced by
Pseudomonas aeruginosa 4772 NCBIM 40044. Biotech. Bioengin. 81(3): 316-322.

Hall, T. A. (1999) Bioedit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids Symp. 41: 95-98.

Hamilton, R.J. (1995) Waxes: Chemistry, molecular biology and functions. Editor: Hamilton
R.J. The Oily Press. Dundee.

Hanahan, D. (1983) Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids. J. Mol.
Biol. 166(4): 557-80.

Hanahan, D., Jessee, J. i Bloom, F.R. (1991) Plasmid transformation of Escherichia coli
and other bacteria. Methods Enzymol. 204: 63-113.

Hancock, R. E. W. i Woodruff, W. A. (1988) Roles of porin and b-lactamase in intrinsic
antibiotic resistance of Pseudomonas aeruginosa. Rev. Infect. Dis. 10: 770-775.
Handelsman, T. i Shoham, Y. (1994) Production and characterization of and extracellular
thermostable lipase from a thermophilic Bacillus sp. J. Gen. Appl. Microbiol., 40: 435-443.
Hadngi, U.J. (1990) Pilot scale production of PHB with Alcaligenes latus. En: Novel
biodegradable microbial polymers. Dawes, E.A., (ed.), Kluwer, Dordrecht, pp.: 60-65.
Hardwood, J. (1989) The versatility of lipases for industrial uses. TIBS 14: 12-126.

Harms, M., Mackeben, S. i Miiller-Goymann, C.C. (2005) Thermotropic transition
structures in the ternary system lecithin/isopropyl myristate/water Colloids and Surfaces A:
Physicochem. Engin. Aspects. 259 (1-3): 81-87.

Hartree, E.F. (1972) Determination of protein: a modification of the Lowry method that
gives a linear photometric response. Anal. Biochem., 48: 422-427.

Hasan, F., Shah, A.A. i Hameed, A. (2006) Industrial applications of microbial lipases.
Enz. Microbial Technol. 39(2): 235-251.

208



Bibliografia

Hasan, N.M.Y., Moss, S.H. i Pouton, C.W. (2006) Preparation of Solid Self-Micro-
emulsified Lipid Systems (SMELS) for the Delivery of Hydrophobic Drugs. Jordan
International pharmaceutical Conference (JIPC).

Hduser, A. R., Kang, P. J. I Engel, J. N. (1998) PepA, a secreted protein of Pseudomonas
aeruginosa, is necessary for cytotoxicity and virulence. Molec. Microbiol. 27 (4): 807-818.
Haussler, S., Nimtz, M., Domke, T., Wray, V. i Steinmetz, I. (1998) Purification and
characterization of a cytotoxic exolipid o Burkholderia pseudomallei. Infect Immun. 66:
1588-1593.

Haussler, S., Rohde, M., von Neuhoff, N., Nimtz, M. i Steinmetz, I. (2003) Structural
and functional cellular changes induced by Burkholderia pseudomallei rhamnolipid. Infect.
Immun. 71: 2970-2975.

Herzenberg, L. A., Parks, D., Sahaf, B., Perez, O., Roederer, M. i Herzenberg, L.A.
(2002) The History and Future of the Fluorescence Activated Cell Sorter and Flow Cytometry:
A View from Stanford Clinic. Chem. 48: 1819-1827.

Heusch, R., Bayer AG, Leverkusen (2002) Emulsions in Ullmann’s Encyclopedia of
Industrial Chemistry (Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA); A9: 297-333.

Hoffmann, N. i Rehm, B. H. A. (2004) Regulation of polyhydroxyalkanoate biosynthesis in
Pseudomonas putida and Pseudomonas aeruginosa. FEMS Microbiol. Lett. 237 (1): 1-7.
Holland, H.L. i Weber, H.K. (2000) Enzymatic hydroxylation reactions. Curr. Opin.
Biotechnol. 11: 547-553.

Hollowayb, B.W., Krishnapillai, V. i Morgan, A.F. (1979) Chromosomal genetics of
Pseudomonas. Microbiol. Rev. 43(1): 73-102.

Holmberg, K., Jonson, B., Kronberg, B. I Lindman, B. (2002) Surfactants and polymers
in aquos solution, 28Ed Wiley and Sons.

Hommel, R.K. i Ratledge, C. (1993) Biosynthetic mechanisms to low molecular weight
surfactants and their precursor molecules. Dind de: Biosurfactants: production and
applications. Kosaric, N (ed). New York: Marcel Dekker. pp: 3-65.

Hoppe, H.G. (1983) Significance of exoenzymatic activities in the ecology of brackish water:
measuraments by means of methylumbelliferyl-substrates. Mar. Ecol. Prog. Ser. 11: 299-
308.

Hou, C.T, Bagby, M.O., Plattner, R.D. i Koritala, S. (1991) A novel compound, 7,10-
dihydroxy-8(E)-octadecenoic acid from oleic acid by bioconversion. J. Amer. Oil Chem. Soc.
68: 99-101.

Hou, C.T. i Bagby, M.0O. (1992) 10-Hydroxy-8(Z)-octadecenoic acid, and intermediate in
the bioconversion of oleic acid to 7,10-dihydroxy-8(E)-octadecenoic acid. J. Ind. Microbiol.
9:103-107

Hou, C.T., Kuo, T.M. i Lanser, A.C. (2002) Value-added products through bioprocessing:
new hydroxy fatty acids. Inform. 13: 307-316.

Huerta L., Lopez-Balderas, N., Larralde, C. i Lamoyi, E. (2006) Discriminating in vitro
cell fusion from cell aggregation by flow cytometry combined with fluorescence resonance
energy transfer. J. Virol. Met. 138 (1-2): 17-23.

209



Bibliografia

Huisman, G.W., Leeuwde, O., Eggink, G., Witholt, B. (1989) Synthesis of poly-3-
hydroxyalkanoates is a common feature of fluorescent pseudomonads. Appl. Environ.
Microbiol. 55: 1949-1954.

Ishigami, Y., Gama, Y., Ishii, F., y Choi, Y. (1993) Colloid chemical effect of polar head
moieties of a rhamnolipid-type biosurfctant. Langmuir. 9: 1634-1636.

Itoh, S., Honda, H., Tomita, F. i Suzuki, T. (1971) Rhamnolipids produced by
Pseudomonas aeruginosa grown on n-paraffin. The J. Antibiotics. 24 (12): 855-859.

Jaeger, K.E. i Eggert, T. (2002) Lipases for biotechnology. Curr. Opin. Biotechnol. 13: 390-
397.

Jaeger, K.E. i Reetz, M.T. (1998) Microbial lipases form versatile tools for biotechnology.
TIBTECH 16: 396-403.

Jaeger, K.E., Dijkstra, B.W. i Reetz, M.T. (1999) Bacterial biocatalysts: molecular biology,
three-dimensional structures, and biotechnological applications of lipases. Annu. Rev.
Microbiol. 53: 315-351.

Jaeger, K.E., Ransac, S., Dijkstra, B.W. Colson, C., Heuvel, M., Y Misset, 0. (1994)
Bacterial lipases. FEMS Microbiol. Rev. 15: 29-63.

Jaeger, K.E., Scheidinger, B., Rosenau, F., Werner, M., Lang, D., Dijkstra, B.W.,
Schimossek, K., Zonta, A. i Reetz, M.T. (1997) Bacterial lipases for biotechnological
applications. J.Molec.Catal. B. Enzym. 3: 3-12.

Jarvis, F.G. i Johnson, M.]). (1949) A glyco-lipid by pseudomonas aeruginosa. J. Am.
Chem. Soc. 71: 4124-4126.

Jendrossek, D., R. Handrick. (2002) Microbial degradation of polyhydroxyalkanoates.
Annu. Rev. Microbiol. 56: 403-432.

Jesus Campos-Garcia, J., Caro, A.D., Najera, R., Miller-Maier, R.M., Al-Tahhan, R.A. i
Soberdon-Chavez, G. (1998) The Pseudomonas aeruginosa rhlG Gene Encodes an NADPH-
Dependent B-Ketoacyl Reductase Which Is Specifically Involved in Rhamnolipid Synthesis. J
Bacteriol. 180(17): 4442-4451.

Jia, Y., Kappock, T.1., Frick, T., Sinskey, A.]J., Stubbe, J. (2000) Lipases provide a new
mechanistic model for polyhydroxybutyrate (PHB) synthases: characterization of the
functional residues in Chromatium vinosum PHB synthase. Biochem. 39: 3927-3936.

Jia, Y., Yuan, W., Wodzinska, J., Park, C., Sinskey, A.)., Stubbe, J. (2001) Mechanistic
studies on class I polyhydroxybutyrate (PHB) synthase from Ralstonia eutropha: classes I
and III synthases share a similar catalytic mechanism. Biochem. 40: 1011-1019.
Junyapraserta, V. B., Boonmea, P., Songkrob, S., Krauelc, K. i Radesc, T. (2007)
Transdermal delivery of hydrophobic and hydrophilic local anesthetics from o/w and w/o Brij
97-based microemulsions. J. Pharm. Pharmaceut. Sci. (www.cspscanada.org) 10(3):288-
298.

Kademi, A., Ait-Abdelkader, N., Fakhreddine, L. I Baratti, J.C. (2000) Characterization
of a new thermostable esterase from the moderate thermophilic bacterium Bacillus circulans.
J. Molec. Catal. B: Enzym. 10: 395-401.

Kaneshiro, T., Kuo, T.M. i Nakamura, L.K. (1999) Conversion of unsaturated fatty acids
by bacteria isolated from compost. Curr. Microbiol. 38: 250-255.

210



Bibliografia

Kaneshiro, T., Nakamur, L.K. i Bagby M.0O. (1995) Oleic acid transformation by selected
trains of Sphingobacterium thalpophilum and Bacillus cereus from composed manure.
Current Microbiology 31: 62-67.

Kanga, S. A., J. S. Bonner, C. A. Page y M. A. Mills. (1997) Solubilization of naphthalene
and methyl substituted naphthalenes from crude oil using biosurfactants. Environ Sci.
Technol. 31:556-561.

Kato, T., Yamaguchi, Y., Abe, N., Uyehara, T., Namai, T., Kodama, M. i Shiobara,Y.
(1985) Structure and synthesis of unsaturated trihydroxy C;g fatty acids in rice plant
suffering from rice blast disease.Tetrahedron Lett. 26: 2357-2360.

Kim D Y; Rhee Y H. (2003) Biodegradation of microbial and synthetic polyesters by fungi.
Appl. Microbial. Biotechnol. 61 (4): 300-308.

Kim, H., Gadner, H.W. i Hou, C.T. (2000) Production of isomeric 9,10,13, (9,12,13)-
trihydroxy-11E(10E)-octadecenoic acid from linoleic acid by Pseudomonas aeruginosa PR3.
Journal of Industrial Microbiology & Biotechonology 25: 109-115.

Kim, H.K., Park, S.Y., Lee, J.K. i Oh, T.K. (1998) Gene cloning and characterization of
thermostable lipase from Bacillus stearothermophilus LI. Biosc. Biotechnol. Biochem. 62: 66-
71.

Kim, Y.B. y Lenz, R.W. (2001) Polyesteres from microorganims. En: Advances in
Biochemical Engineering Biotechnology: Biopolyesters, Vol. 71. Babel, W. y Steinbtchel, A.
(eds), Springer, Berlin, pp.: 51-79.

Kim, Y.B., Lenz, R.W., Fuller, R.C. (1991) Preparation and characterization of poly(S-
hydroxyalkanoates) obtained from Pseudomonas oleovorans grown with mixtures of 5-
phenylvaleric acid and n-alkanoic acids. Macromol. 24: 5256-5360.

Kiska, D.L. i Gilligan, P.H. (2003) Pseudomonas. In: Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH,
Pfaller MA, Yolken RH, editors. Manual of Clinical Microbiology. Washington D.C., ASM Press,
pp- 719-28.

Kiu C., Syn, C. i Swarup, S. (2000) A Scalable Protocol for the Isolation of Large-Sized
Genomic DNA within an Hour from Several Bacteria. Analytical Biochem. 278 (1): 86-90.
Klinke, S., de Roo, G., Witholt, B., Kessler, B. (2000) Role of phaD in accumulation of
medium-chain-length poly(3-hydroxyalkanoates) in Pseudomonas oleovorans. Appl. Environ.
Microbiol. 66: 3705-3710.

Knothe, G., Dunn, R.O. i Bagby, M.O. (1995) Surface tension studies on novel allylic
mono-and dihydroxy fatty compounds. A method to distinguish erythro/threo diastereomers
J. Am. Oil Chem Soc 72: 43-47.

Kohler, T., Curty, L.K., Barja, F., Van Delden, C. I Pechére, J-C. (2000) Swarming of
Pseuodomonas aeruginosa is dependent of cell-to-cell signaling and requires flagella and pili.
J. Bacteriol. 182: 5990-5996.

Kosaric, N. (1993) Biosurfactants: Production: Properties: Applications. Ed. Informa
Healthcare. 1a ed. ( Taylor & Francis Inc.).

Koshino, H., Togiya, S., Yoshihara, T., Sakamura, S., Shimanuki,T.,Sato, T. and
Tajimi, A. (1987) Tour fungitoxic C-18 hydroxy unsaturated fatty acids from stromata of
Epicholoe thyphina. Tetrahedron Lett. 28: 73-76.

Koshkin N. I., Shirkévich M. G. (1975) Manual de Fisica. Editorial Mir

211



Bibliografia

Kownatzki, R., Tummler, B. i Doring, G. (1987) Rhamnolipid of Pseudomonas aeruginosa
in sputum of cystic fibrosis patients. Lancet. 1: 1026-1027.

Kragelund, C., Nielsen, J. L., Thomsen, T. R. & Nielsen, P. H. (2005). Ecophysiology of
the filamentous Alphaproteobacterium Meganema perideroedes in activated sludge. FEMS
Microbiol. Ecol. 54 (1):111-122.

Kralova, I., Sjoblom, J. (2009) Surfactants used in food industry: a review. J. Dispersion
Sci. Technol. 30: 1363-1383.

Krishna, G. I Sheth, B.B. (1999) A Novel Self Emulsifying Parenteral Drug Delivery System.
J. Pharm Sci. Technol. 53(4): 168-176.

Kuo, T.M., Kaneshiro, T. i Hou, C.T. (2002) Microbial conversions of fatty acids to value-
added products. Lipids biotechnology. (Kuo, T.M. and Gadner, H.W.) New York, Marcel
Deker, Inc. pp. 605-628.

Kuo, T.M., Kim, H. i Hou, C.T. (2001) Production of a novel compound, 7,10,12-trihydroxy-
8(E)-octadecenoic acid from ricinoleic acid by Pseudomonas aeruginosa PR3. Curr.Microbiol.
43: 198-203.

Kuo, T.M., Lanser, A.C., Nakamura, L.K. i Hou, C.T. (2000) Production of 10-Ketostearic
acid and 10-Hydroxystearic acid by strains of Sphingobacterium thalpophilum isolated from
composted manure. Curr. Microbiol. 40: 105-109.

Kuo, T.M., Menthey, L.K. i Hou, C.T. (1998) Fatty Acid Bioconversions by Pseudomonas
aeruginosa PR3. J. Amer. Oil Chem. Soc. 75: 875-879.

Kuo, T.M., Nakamura,L.N. i Lanser, A.C. (2002) Conversion of Fatty Acids by Bacillus
sphaericus -Like Organisms. Current Microbiol. 45: 265-271.

Laemmli, U.K. (1970) Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature. 227: 680-685.

Lageveen, R.G., Huisman, G.W., Preusting, H., Ketelaar, P., Eggink, G., Witholt, B.
(1988) Formation of polyesters by Pseudomonas oleovorans: effect of substrates on
formation and composition of poly(R)-3-hydroxyalkanoates and poly(R)-3-
hydroxyalkenoates. Appl. Environ. Microbiol. 54: 2924-2932.

Lang L. i Wullbrandt D. (1999) Rhamnose lipids-biosynthesis, microbial production and
application potential. Appl. Microbiol. Biotechnol. 51:22-32.

Lederberg J., Tatum E.L. (1946). "Gene recombination in E. coli". Nature 158: 558.

Lee, S.Y. (1996) "“Plastic bacteria? Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate
production in bacteria”. Trends Biotechnol. 14: 431-438.

Lee, S.Y., Choi, J.I., Wong, H.H. (1999) Recent advances in polyhydroxyalkanoate
production by bacterial fermentation: Mini-review . Int. J. Biol. Macromol. 25: 31-36.

Lee, S.Y., Choi, W.]., Steinbuechel, A., Choi, C.Y. (1996) Cell recycle fed batch
production of a highly unsaturated polyhydroxyalkanoate from 1,3-butanediol by
Pseudomonas sp A33. J. Environ. Pol. Deg. 4: 103-112.

Lehninger, A.L., Nelson, D.L., Cox, M.M. (1993) Principios de bioquimica. Capitulo
9.Lipidos. 22 ed. Ediciones Omega.

Lemoinge M (1925) Etudes sur |I'autolyse microbienne acidification par formation d’acide B-

oxybutyrique. Ann Inst. Pasteur Paris 39: 144.

212



Bibliografia

Lenz, R.W. i Marchessault, R.H. (2005) Bacterial polyesters: Biosynthesis, biodegradable
plastics and biotechnology. Biomacromol. 6: 1-18.

Luengo, J.M., Garcia, B., Sandoval, A., Navarro, G., Olivera, E. (2003) Bioplastics from
microorganisms. Curr. Op. Microbiol. 6: 1-10.

Luzier, W.D. (1992) Materials derived from biomass/biodegradable materials. Proc. Nat.
Acad. Sci. 89: 839-842.

Macrae, A.R. (1989) The versatility of lipases for industrial uses. TIBS 14: 125-126.
Madison, L.L. i Huisman, G.W. (1999) Metabolic engineering of poly(3-
hydroxyalkanoates): from DNA to plastic. Microbiol. Molec. Biol. Rev. 63: 21-53.

Maier, M. R., i G. Soberon-Chavez. (2000) Pseudomonas aeruginosa rhamnolipids:
biosynthesis and potential applications. Appl. Microbiol. Biotechnol. 54: 625-633.

Mainkar, A.R. i Jolly, C.I1.. (2001) Formulation of natural shampoos. Internat. J. Cosm. Sci.
23 (1): 59-62.

Malcolmson, C., Lawrence, M.]J. (1993) A comparison of the incorporation of model
steroids into non-ionic micellar and microemulsion systems. J. Pharm. Pharmacol. 45: 141-
143.

Manafi, M., Kneifel, W. i Bascomb, S. (1991) Fluorogenic and chromogenic substrates
used in bacterial diagnostics. Microbiol. Rev. pp 335-348.

Martinez, A. i Soberén-Chavez, G. (2001) Characterization of the /ipA gene encoding the
major lipase from Pseudomonas aeruginosa strain 1GB83. App! Microbiol Biotechnol. 56:
731-735.

Marx ,C,J. i Lidstrom, M.E. (2002) Broad-Host-Range cre-lox System for Antibiotic Marker
Recycling in Gram-Negative Bacteria. BioTech. 33:1062-1067.

Mata-Sandoval, J. C., Karns, J. i Torrents, A. (2001) Effect of nutritional and
environmental conditions on the production and composition of rhamnolipids by P.
aeruginosa UG2. Microbiol. Res.155(4):249-256.

Mata-Sandoval, J., Karns, J. i Torrents, A. (1999) A High-performance liquid
chromatography method for the characterization of rhamnolipid mixtures produced by
Pseudomonas aeruginosa UG2 on corn oil. J. Chromat. 864: 211-220.

Mata-Sandoval, J., Karns, J. i Torrents, A. (2000) Effect of rhamnolipids produced by
Pseudomonas aeruginosa UG 2 on the solubilization of pesticides. Environ.Sci. Tecghnol. 34:
4923-4930.

Mata-Sandoval, J., Karns, J., y Torrents, A. (1999) High-performance liquid
chromatography method for the characterization of rhamnolipids mixture produce by
Pseudomonas aeruginosa UG2 on corn oil. J. Chromat. 864: 211-220.

Mathews, C.K., van Holde, K.E. (1996) Bioquimica. 22 ed. Mc Graw-Hill Interamericana.
Mathews, C.K., van Holde, K.E. y Ahern, K.G. (2000) Lipids, membranes and cellular
transport. In Biochemistry, 3™ edn. Adison Wesley Longman, Inc. pp. 315-324. San
Francisco, CA.

Matsufuji, M., Nakata, K. I Yoshimoto, A. (1997) High production of rhamnolipids by
Pseudomonas aeruginosa growing on ethanol. Biotechnol. Lett. 19: 1213-1215.

Matsusaki, H., Manji, S., Taguchi, K., Kato, M., Fukui, T., Doi, Y. (1998) Cloning and
molecular analysis of the poly(3-hydroxybutyrate) and poly(3-hydroxybutyrate-co-3-

213



Bibliografia

hydroxyalkanoate) biosynthesis genes in Pseudomonas sp. strain 61-3. J. Bacteriol. 180:
6459-6467.

Mattick, J. S., Whitchurch, C. B. i Alm, R. A. (1996) The molecular genetics of type-4
fimbriae in Pseudomonas aeruginosa - a review. Gene 179 (1): 147-155.

McNiff, B.L. (1977) Clinical use of 10% soybean oil emulsion. Amer. J. Hosp. Pharm. 34:
1080-1086.

Mercadé, M., Espuny, M. i Manresa, A. (1997) The use of oil substrate for biosurfactant
production. Recent. Res. Devel. in Oil Chem. 1: 177-185.

Mercadé, M.E., Manresa, M. A., Robert, M., Espuny, M. J., Andrés C. i Guinea, J.
(1993) Olive oil mill effluent (OOME): New substrate for biosurfactant production. Biores.
Tachnol. 43: 1-6.

Mercadé, M.E., Robert, M., Bosch, P., Espuny, M.]., Manresa, M.A. i Guinea, J. (1988)
New surfactant isolated from Pseudomones 42A2. Journal of American Oil Chemestry and
Society 65: 1915-1916.

Miller, R. M. (1995) Biosurfactant-facilitated remediation of metal-contaminated soils.
Environ. Health Perspect. 103(Suppl): 59-62.

Mohan, P.K., Nakhla, G., and Yanful, E.K. (2006) Biokinetics of biodegradability of
surfactants under aerobic, anoxic and anaerobic conditions. Water Res. 40: 533-540.
Monteiro, S. A., Sassaki, G.L., de Souza, L.M., Meira, J.A., de AraGjo J.M., Mitchell,
D.A., Ramos, L.P. i Krieger, N. (2007) Molecular and structural characterization of the
biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa DAUPE 614. Chem. Physics Lipids 147:
1-13.

Mulligan, C.N. (2005) Environmental applications for biosurfactants. J.Environ Pollut. 133:
183-198.

Mulligan, C.N., i Gibbs, B.F. (1989) The economics of biosurfacants. Dins de:
Biosurfacants. Production. Properties. Applications. N. Kosaric, ed. (N.Y: Marcel Dekker), pp:
329-373.

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G. i Erlich, H. (1986) Specific
enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase chain reaction. Cold Spring
Harb.Symp. Quant. Biol. 51: 263-273.

Murray, J. M., Lindsay, H. D., Munday, C. A. i Carr, A. M. (1997) Role of
Schizosaccharomyces pombe RecQ homolog, recombination, and checkpoint genes in UV
damage tolerance. Mol. Cell. Biol. 17 (12): 6868-6875.

Myers, M., Richmond, R.C. i Oakeshott, J.G. (1988) On the origins of esterases. Mol. Biol.
Evol. 5: 113-119.

Nankevis, R., Davis, S.S. i Day, N.H. (1994) Studies on the intravenous pharmacocinetics
of three retinoids in the rat. Int. J. Pharm. 101: 249-256.

Negre-Salvayre, A., Dagan, A. Gatt, S.I Salvayre, R.S (1993). Use of pyrene-methyl-
laurate for fluorescence-based assay for determination of lipase activity in intact living
lymphoblastoid cells and for the diagnosis of acid lipase deficiency. Biochem. J. 294: 885-
891.

214



Bibliografia

Nicky C. Caiazza, Robert M. Q. Shanks, and G. A. O'Toole (2005) Rhamnolipids
Modulate Swarming Motility Patterns of Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol. 187 (21):
7351-7361.

Nitschke, M., Costa, S.G., Contiero, J. (2005) Rhamnolipid surfactants: an update on the
general aspects of these remarkable biomolecules. Biotechnol Prog. 21(6): 1593 -600.
Noordman, W, Ji, W., Brusseau, M. y Janssen, D. (1998) Effects of rhamnolipids
biosurfactants on removal of phenantrene from soil. Environ. Sci. Technol. 32: 1806-1812.
Noordman, W., Bruining, J., Wietzes, P., y Janssen, D. (2000) Facilitated transport of a
PAH mixture by a rhamnolipid biosurfactat in porous silica matrices. J. Contaminant
Hydrology. 44: 119-140.

Nthangeni, M.B., Patterton, H.G., Van Tonder, A., Vergeer, W.P. i Litthauer, D.
(2001) Over-expression and properties of a purifieed recombinant Bacillus licheniformis
lipase: a comparative report on Bacillus lipases. Enz. Microbiol. Technol. 28: 705-712.
O'Brien, C. (1999) Sustainable production — a new paradigm for a new millennium. Int. J.
Prod. Econom. 60-61: 1-7.

Ochsner, U. A., K. Koch, A. Fietcher, & J. Reiser (1994) Isolation and characterization of
a regulatory gene affecting rhamnolipid biosurfactant synthesis in Pseudomonas aeruginosa.
J. Bacteriol. 176: 2044-2054.

Ochsner, U.A., Fiechter, A. i Reiser, J. (1994b) Isolation, characterization, and
expression in Escherichia coli of the Pseudomonas aeruginosa rhlAB genes encoding a
rhamnosyltransferase involved in rhamnolipid biosurfactant synthesis. J. Biol. Chem.
269(31): 19787-19795.

Ochsner, U.A. i Reiser, J. (1995) Autoinducer-mediated regulation of rhamnolipid
biosurfactant synthesis in Pseudomonas aeruginosa. Proc. Natl. Acad. Sci. 92(14): 6424-
6428.

Ochsner, U.A., Hembach, T. i Fiechter, A. (1995b) Production of rhamnolipid
biosurfactants. Adv. Biochem. Bioeng. 53: 89-118.

O'Leary, N.D., O'Connor, K. E., Ward, P., Goff, M. i Dobson, A. D. W. (2005) Genetic
Characterization of Accumulation of Polyhydroxyalkanoate from Styrene in Pseudomonas
putida CA-3. Appl. Environ. Microbiol. 71(8): 4380-4387.

Olivera, N., Commendatore, M., Moran, A., y Esteves, J. (2000) Biosurfactant-enhaced
degradation of residual hydrocarbons from ship bilge wastes. J. Ind. Microbiol. Biotechnol.
25: 70-73.

Olvera, C., Goldberg, J.B., Sanchez i Soberdon-Chavez, G. (1999) The Pseudomonas
aruginosa algC gene product participates in rhamnolipids biosynthesis. FEMS Microbiol. Lett.
179: 85-90.

Oradd, G., Lindblom, G., Fontell, K. i Ljusberg-Wahren, H. (1995) Phase Diagram of
Soybean Phosphatidylcholine-Diacylglycerol-Water Studied by X-Ray Diffraction and 31p_
and Pulsed Field Gradient 1H-NMR: Evidence for Reversed Micelles in the Cubic Phase.
Biophys. J. 68: 1856-1863.

Padley, F.B., Gunstone, F.D. i Harwood, J.L. (1994) Occurrence and characteristics of oils
and fats. En : The Lipid Handbook. Editores: Gunstone, F.D., Harwood, J.L. y Padley, F.B. 2°
ed. Chapman & Hall, London, pp. 47-223

215



Bibliografia

Page, W.]. (1992) Production of polyhydroxyalkanoates by Azotobacter vinelandii UWD in
beet molasses culture. FEMS Microbiol. Rev. 103: 149-158.

Palleroni, N.J. (1984) Pseudomonadaceae. Dins de: Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology. Vol. 1. Kreig, N.R., and Holt, J.G. (eds). (Baltimore: Williams & Wilkins) pp:
141-219.

Panda, T. i Gowrishankar, B.S. (2004) Production and applications of esterases Appl.
Microbiol. Biotechnol. 67(2): 160-169.

Parra, J.L., Pastor, J., Comelles, F., Manresa, M.A. i Bosch, M.P. (1990) Studies of
biosurfactants obtained from olive oil. Tenside Surfact. Deterg. 27: 302-306.

Patel, R.M. i Desai, A.]. (1997) Biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa GS3
from molasses. Lett. Appl. Microbiol. 25: 91-94.

Peldaez, M. (2000). Caracterizacion de los estdlidos producidos por la cepa Pseudomonas
sp.42A2 a partir de aceites residuals. Master en Biologia Experimental. Universitat de
Barcelona.

Pelaez, M., Orellana,C., Marqués, A., Busquets, M., Guerrero, A. i Manresa, A. (2003)
Natural estolides produced by Pseudomonas sp. 42A2 grown on oleic acid: Production and
characterization. J. Am. Oil Chem. Soc .80(9): 859-866.

Pham, T. H., Webb, J. S. i Rehm, B. H. A. (2004) The role of polyhydroxyalkanoate
biosynthesis by Pseudomonas aeruginosa in rhamnolipid and alginate production as well as
stress tolerance and biofilm formation. Microbiol. 150: 3405-3413.

Poirier, Y. (2002) Polyhydroxyalkanote synthesis in plants as a tool for biotechnology and
basic studies of lipid metabolism. Prog. Lipid Res. 41: 131-155.

Poirier, Y., Nawrath, C., Somerville, C. (1995) Production of polyhydroxyalkanoates, a
family of biodegradable plastics and elastomers, in bacterial and plant. Biotechnol. 13: 142-
150.

Poutanen, K. (1997). Enzymes: an important tool in the improvement of quality of cereal
foods. Trends Food Sci. Technol. 8: 300-306.

Prescott, L.M., Harley, J.P., Klein, D.A. (1999) Microbiology. Capitulo 40. Microorganisms
as Components of Ecosystems. 4% ed. Ed. Mc. Graw Hill.

Prieto, L.M., Michelon, M., Burkert, J. F. M., Kalil S. J. i Burkert, C. A. V. (2008) The
production of rhamnolipid by a Pseudomonas aeruginosa strain isolated from a southern
coastal zone in Brazil 71 (9): 1781-1785.

Prieto, M.A., Buhler, B., Jung, K., Witholt, B., Kessler, B. (1999) PhaF, a
polyhydroxyalkanoate-granule-associated-protein of Pseudomonas oleovorans GPol involved
in the regulatory expression system for pha genes. J. Bacteriol. 181: 858-868.

Prim, N., Blanco, A., Martinez, J., Pastor, F.1.]J. i Diaz, P. (2000) estA, a gene coding for
a cell-bound esterase from Paenibacillus sp. BP-23, is a new member of the bacterial
subclass of type B carboxilesterases. Res. Microbiol. 151 (4): 303-312.

Prim, N., Bofill, C., Pastor, F.I. i Diaz, P. (2006) Esterase EstA6 from Pseudomonas sp.
CR-611 is a novel member in the utmost conserved cluster of family VI bacterial lipolytic
enzymes. Biochimie. 88(7): 859-67.

216



Bibliografia

Prim, N., Sanchez, M. Ruiz, C., Pastor, F. I. J. i Diaz, P. (2003) Use of
methylumbeliferyl-derivative substrates for lipase activity characterization. J. Molec.
Catalysis B: Enzym. 22 (5-6): 339-346.

Qinhong Wang, Xiangdong Fang, Baojun Bai, Xiaolin Liang, Patrick J. Shuler,
William A. Goddard III, Yongchun Tang (2007) Engineering Bacteria for Production of
Rhamnolipid as an Agent for Enhanced Oil Recovery. Biotechnol. Bioengin. 98(4): 842-853.
Quénée L, Lamotte D i Polack B. (2005) Combined sacB-based negative selection and cre-
lox ntibiotic marker recycling for efficient gene deletion in Pseudomonas aeruginosa. Biotech.
38: 63-67.

Rahim, R., Burrows, LL., Monteiro, M.A., Perry, M.B. i Lam J.S. (2000) Involvement of
the rml locus in core oligosaccharide and O polysaccharide assembly in Pseudomonas
aeruginosa. Microbiol. 146(Pt 11): 2803-2814.

Reetz, M.T. (2002). Lipases as practical biocatalysts. Curr. Opin. Chem. Biol. 6: 145-150.
Rehm, B. H. A., Mitsky, T. A. i Steinbiichel, A. (2001) Role of Fatty Acid De Novo
Biosynthesis in Polyhydroxyalkanoic Acid (PHA) and Rhamnolipid Synthesis by
Pseudomonads: Establishment of the Transacylase (PhaG)-Mediated Pathway for PHA
Biosynthesis in Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol. 67(7): 3102-3109.

Rehm, B.H.A. (2003) Polyester synthases: natural catalysts for plastics. Biochem. J. 376:
15-33.

Rehm, B.H.A. i Steinbiichel, A. (1999) Biochemical and genetic analysis of PHA synthases
and other proteins required for PHA synthesis. Int. J. Biol. Macromol. 25: 3-19.

Rehm, B.H.A., Kriiger, N., Steinbiichel, A. (1998) A new metabolic link between fatty acid
de novo synthesis and polyhydroxyalkanoic acid synthesis—the phaG gene from
Pseudomonas putida KT2440 encodes a 3-hydroxyacyl-acyl carrier protein coenzyme A
transferase. J. Biol. Chem. 273: 24044-24051.

Rehm, B.H.A., Qi, Q., Beermann, Br.B., Hinz, H.J)., Steinbiichel, A. (2001b) Matrix-
assisted in vitro refolding of Pseudomonas aeruginosa class II polyhydroxyalkanoate
synthase from inclusion bodies produced in recombinant Escherichia coli. Biochem. J. 358:
263-268.

Reiling HE, Thanei-Wyss U, Guerra-Santos LH, Hirt R, Kdppeli O, Fiechter A. (1986)
Pilot plant production of rhamnolipid biosurfactant by Pseudomonas aeruginosa. Appl. Enviro.
Microbiol. 51: 985-989.

Reynolds, E.S. (1963) The use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in
electron microscopy. J. Cell Bio., 17:208-212.

Rivas, H. i Gutiérrez, X. (1999) Los surfactantes: comportamiento y algunas de sus
aplicaciones en la industria petrolera. Acta Cientifica Venezolana, 50 (1): 54-65.

Robert, M. (1989) Aislamiento y seleccion de microorganismos productores de
tensioactivos. Tesis Doctoral. Universidad de Barcelona.

Robert, M. Mercadé, M. E., Bosch, P., Parra, J.L., Espuny, M.]J., Manresa, A. I Guinea,
J. (1989) Effect of carbon source on biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa
44T. Biotechnol. Lett. 11: 871-874.

Roberts D.W., (2000) Aquatic toxicity—Are surfactant properties relevant? J. Surfactants
Detergents, 3(3): 309-315.

217



Bibliografia

Robins, M.M., Watson, A.D., Wilde, P.]. (2002) Emulsions-creaming and rheology. Curr.
Opin. Colloid Interface Sci. 7(5-6): 419-442.

Rodriguez Carmona, E. (2006) Aplicacién de la metodologia de superficies de respuesta en
matraces y estrategias de produccion en biorreactor para la obtencién de biomasa vy
polihidroxialcanoatos por Pseudomonas aeruginosa 42A2. Tesi doctoral. Universitat de
Barcelona.

Rodriguez, E.; Espuny, M.]).; Manresa, A.; Guerrero, A. (2001) Identification of (E)-11-
hydroxy-9-octadecenoic acid and (E)-9-hydroxy-10-octadecenoic acid by biotranformation of
a waste oil with Pseudomonas sp32T3. J. Amer. Oil Chem. Soc. (JAOCS) (78), 6: 593-597.
Rogel, A.M.,, Stone, W.L. i Adenbojono, F.O. (1989) A novel spectrophotometric assay for
lipase activity using cis-parinaric acid. Lipids 24: 518-524.

RO6mling, U., Fiedler, B., BoBhammer, J., Grothues, D., Greipel, J., von der Hardt, H.
& Tiimmler, B. (1994) Epidemiology of chronic Pseudomonas aeruginosa infections in cystic
fibrosis. J. Infect. Dis. 170, 1616-1621.

Ron, E.Z. i Rosenberg, E. (2001) Natural roles of biosurfactants. Environ. Microbiol. 3(4):
229-236.

Rosen, M. (1974) Relationship of structure to properties in surfactants. II, Efficiency in
surfaces or interfacial tension reduction. J. Am. Oil Chem. Soc 51: 461-465.

Rosen, M. (2004) Surfactants and Interfacial Phenomena. Wiley y Sons, ed. (Whiley
Interscience: New York) (3a edicié , Original 1989).

Rosen, M.]). (2003) Micelle formation by surfactants. Dins de: Surfactants and interfacial
phenomena. John Wiley and Sons 3 Ed. pp.: 105-154.

Rosenberg, E. i Ron, E.Z. (1999) High- and low-molecularmass microbial surfactants. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 52: 154-162.

Ruiz, C., Pastor, F.I.J. i Diaz, P. (2004) Isolation of lipid- and polysaccharide-degrading
micro-organisms from subtropical forest soil, and analysis of lipolytic strain Bacillus sp. CR-
179. Lett. Appl. Microbiol. 40 (3): 218 - 227.

Sadurni, N. (2006) Estudi de la formacié de nano-emulsions de fase externa aquosa i
solubilitzacié de farmacs lipofils. Universitat de Barcelona.

Sadurni, N., Solans, C., Azemar, N., Garcia-Celma, M.J. (2005) Studies on the formation
of O/W nano-emulsions, by low-energy emulsification methods, suitable for pharmaceutical
applications. Europ. J. Pharm. Sci. 26(5): 438-445.

Sambrook,]., Fritsch, E.F. i Maniatis, T. (1989) Molecular cloning: a laboratory manual.
2nd edn Cold Spring Harbor Laboratory Press New York : Cold Spring Harbor Laboratory.
Sanger, F., Nicklen, S. i Coulson, A.R. (1977) DNA sequencing with chain-terminating
inhibitors. Proceed. Nat. Acad. Sci. USA. 74: 5463-5467.

Santos-Magalhaes, N.S., Pontes, A. I Pereire, V-M.W. (2000) Colloidal carriers for
benzathine penicillin G: nanoemulsions and nanocapsules. Int. J. Pharm. 208: 71-80.
Schaeffer T. L., Cantwell, S. G., Brown, J. L., Watt, D. S. & Fall, R. R. (1979) Microbial
growth on hydrocarbons: terminal branching inhibits biodegradation. Appl. Environ.
Microbiol. 38: 742-746.

218



Bibliografia

Schenk T, Schuphan I, Schmidt B. (1995) High-performance liquid chromatographic
determination of the rhamnolipids produced by Pseudomonas aeruginosa. J. Chromatogr. A.
693: 7-13.

Schmid, R. i Verger, 0. (1998) Lipases: Interfacial enzymes with attractive applications.
Angew. Chem. Int. Ed. 37: 1608-1633.

Schroepfer, G.]J. (1966) Stereospecific conversion of oleic acid to 10-hydroxystearic acid.
J.Biol.Chem. 241: 5441-5447.

Schubert, P., Steinbiichel, A., Schlegel, H.G. (1988) Cloning of the Alcaligenes eutrophus
genes for synthesis of poly-p-hydroxybutyric acid (PHB) and synthesis of PHB in Escherichia
coli. J. Bacteriol. 170: 5837-5847.

Serafim, L. S., Lemos, P.C., Levantesi, C., Tandoi, P., Santos, H. i Reis, M. A. M.
(2002) Methods for detection and visualization of intracellular polymers stored by
polyphosphate-accumulating microorganisms. J. Microbiol. Met.. 51 (1): 1-18.

Shennan, 1., Levi, J. (1987) In situ microbial enhanced oil recovery. En Biosurfactants and
Biotechnology, Kosaric, N., Cairns, W.L., y Gray, N.C.C. eds. (N.Y.: Marcel Dekker), pp. 163-
181.

Shimamura, E. i Kasuya, K. (1994) Physical properties and biodegradability of microbial
poly( 3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate). Macromol. 27: 878-880.

Shreve, B. R., Moore, P. A.,, Daniel, T. C. i Edwards, D. R. (1995) Reduction of
phosphorus in runoff from fieldapplied poultry litter using chemical amendments. J. Environ.
Qual. 24: 106-111.

Sim, L., Ward, O. P. i Li, Z-Y (1997) Production and characterisation of a biosurfactant
isolated from Pseudomonas aeruginosa UW-1. Jj. Ind. Microbiol. Biotech. 9 (4): 232-238.
Singh, A., Singh et al., 2007Zan Hamme, J.D. i Ward, O.P. (2007) Surfactants in
microbiology and biotechnology: Part 2. Application aspects. Biotech. Advances. 25: 99-121.
Slater, S.C., Voige, W.H., Dennis, D.E. (1988) Cloning and expression in Escherichia coli
of the Alcaligenes eutrophus H16 poly-p-hydroxybutyrate biosynthetic pathway. J. Bacteriol.
170: 4431-4436.

Smet, M.]., Eggink, G., Witholt, B., Kingma, J., Wynberg, H. (1983) Characterization of
intracellular inclusions formed by Pseudomonas oleovorans during growth on octane. J.
Bacteriol. 154: 870-878.

Smith, A.W. i Iglewski, B.H. (1989) Transformation of Pseudomonas aeruginosa by
electroporation. Nucl. Acids. Res. 17: 10.509.

Soberdén-Chavez G. i B Palmeros. (1994) Pseudomonas lipases: Molecular genetics and
potential industrial applications. Critical Rev. Microbiol. 20: 95-105.

Soberon-Chavez, G. (2004) Biosynthesis of rhamnolipids. Dins de: Ramos J-L (Ed)
Pseudomonas. Biosynthesis of macromolecules and molecular metabolism. Kluwer/Plenum,
New York pp: 173-189.

Soberon-Chavez, G., Aguirre-Ramirez, M., Sanchez, R. (2005) The Pseudomonas
aeroginosa RhlIA enzyme is involved in rhamnolipid and polyhydroxyalkanoate production.
Ind. Microbiol. Biotechnol. 32: 675-677.

219



Bibliografia

Soberon-Chavez, G., Lépine i F., Déziel, E. (2005b) Producion of rhamnolipids by
Pseudomonas aeruginosa. Appl.Microbiol.Biotechnol. 68: 718-725.

Solaiman, D. K. Y. (1998) Genetic transformation of Pseudomonas oleovorans by
electroporation. Biotechnology Techniques. 12: 829-832.

Solans, C., Esquena, J., Azemar, N. i Garcia-Celma, M.J. (2001) Sistemas tensioactivos
coloidales: microemulsiones y sus aplicaciones como medios de solubilizacién y reaccién.
Quimica e Industria 522: 423-430.

Solsona, T. (2001) Estudi i aplicacions de fosfines ambifiliques en catalisis i radiofarmacia.
Universitat Autonoma de Barcelona.

Song, J. 1., Yoon, S. C,,Yu, S. M. i Lenz, R. W. (1998) Differential scanning calorimetric
study of poly(3-hydroxyoctanoate) inclusions in bacterial cells. International J. Biol.
Macromol. 23: 165-173.

Spiekermann, P. , Rehm, B., Kalschever, R., Banmeister, D., Steinbiichel, A. (1999)
A sensitive, viable-colony screening of bacteria that accumulate polyhydroxyalkanoic acids
and other lipid storage compounds. Arch. Microbiol. 171: 73-80.

Spiekermann, P., Rehm, B. H. A., Kalscheuer, R., Baumeister, D. i Steinbiichel, A.
(1999) A sensitive, viable-colony staining method using Nile red for direct screening of
bacteria that accumulate polyhydroxyalkanoic acids and other lipid storage compounds. Arch.
Microbiol. 171 (2): 73-80.

Spiers, A.l., Buckling, A. i Rainey, P.B. (2000) The causes of Pseudomonas diversity.
Microbiol. 146: 2345-2350.

Spurr, A.R. (1969) A low-viscosity epoxy resin embedding medium for electron microscopy,
J. Ultrastuct. Res. 26: 31-43.

Stainer, R. Y., Palleroni, N. J. i Duodoroff, M. (1966) The aerobic Pseudomonas: a
taxonomic study. J. Gen. Microbiol. 43: 159-271.

Steinbiichel, A. (1991) Polyhydroxyalkanoic acids. Dins de: Biomaterials: novel materials
from biological sources. Byrom, D. (ed.), Stockton Press, New York, pp.: 124-213.
Steinbiichel, A. i Hein, S. (2001) Biochemical and molecular basis of synthesis of
polyhdroxyalkanoates in microorganims. Adv. Biochem. Eng. Biotechnol. 71: 81-123.
Steinbiichel, A. i Valentin, H.E. (1995) Diversity of bacterial poly-hydroxyalkanoaic acids.
FEMS Microbiol. Lett. 128: 219-228.

Steinbiichel, A., Liitke-Eversloh, T. (2003) Metabolic engineering and pathway
construction for biotechnological production of relevant polyhydroxyalkanoates in
microorganisms. Biochem. Engin. J. 16: 81-96.

Stodola, F.H., Vesonder, R.F. i Wickerham, L.J. (1965) 11-hydroxy-trans-8-dodecenoic
acid lactone, a 12 membered-ring compound from a Fungus Biochem. 4: 1390-1394.

Stover CK, Pham XQ, Erwin AL, Mizoguchi SD, Warrener P, Hickey MJ, Brinkman FS,
Hufnagle WO, Kowalik DJ, Lagrou M, Garber RL, Goltry L, Tolentino E, Westbrock-
Wadman S, Yuan Y, Brody LL, Coulter SN, Folger KR, Kas A, Larbig K, Lim R, Smith
K, Spencer D, Wong GK, Wu Z, Paulsen IT, Reizer J, Saier MH, Hancock RE, Lory S,
Olson MV. (2000) Complete genome sequence of Pseudomonas aeruginosa PAO1, an
opportunistic pathogen. Nature. 406(6799): 959-964.

220



Bibliografia

Sudesh, K., Gan, Z., Maehara, A. i Doi, Y. (2002) Surface structure, morphology and
stability of polyhydroxyalkanoate inclusions characterised by atomic force microscopy.
Polym. Degrad. Stabil. 77 (1): 77-85.

Sudesh, K., Tay, B. Y. i Lee, C. Y. (2008) Occurrence of poly (hydroxyalkanoate) in the gut
homogenate of a phylogenetically higher termite: Macrotermes carbonarius Can. J. Chem.
86: 512-515.

Sugihara, A., Shimada, Y., Nomura, A., Terai, T., Imatasu, M., Nagai, Y., Nagao, T.,
Watanabe, Y., i Tominaga, Y. (2002) Purification and Characterization of a Novel
Cholesterol Esterase from Pseudomonas aeruginosa, with Its Application to Cleaning Lipid-
stained Contact Lenses. Biosci. Biotechnol. Biochem., 66: 2347-2355.

Sullivan D, Coleman D (1998) Candida dubliniensis: characteristics and identification. J.
Clin. Microbiol. 36: 329-334.

Suriyamongkol P, Weselake R, Narine S, Moloney M, and Shah S. (2007)
Biotechnological approaches for the production of polyhydroxyalkanoates in microorganisms
and plants - a review. Biotechnol. Adv. 25(2): 148-75.

Syldatk, C. i Wagner, F. (1987) Production of biosurfactants. Dins de: Biosurfactants and
biotechnology. Koraric N, Cairns WL, Gray NCC eds. (New York: Marcel Dekker), pp: 89-120.
Syldatk, C., Lang, S., i Wagner, F. (1985) Chemical and physical characterization of four
interfacial-active rhamnolipids from Pseudomonas sp DSM 2874. Z. Naturforsch. 40c, 51-60.
Syldatk, C., Lang, S., Matulovic, V. i Wagner, F. (1985b) Production of four interfacial
active rhamnolipids from n-alkanes or gycerol by resting cells of Pseudomonas species DSM
2847. Z. Naturforsch. 40c: 61-67.

Taguchi, S., Maehara, A., Takase, K., Nakahara, M., Nakamura, A., Doi, Y. (2001)
Analysis of mutational effects of a polyhydroxybutyrate (PHB) polymerase on bacterial PHB
accumulation using an in vivo assay system. FEMS Microbiol. Lett. 198: 65-71.

Tahzibi, A., Kamal, F. i Assadi, M. M. (2004) Improved Production of Rhamnolipids by a
Pseudomonas aeruginosa Mutant. Iran. Biomed. J. 8 (1): 25-31.

Tan, I.K.P., Sudesh, K.K., Theanmalar, M., Gan, S.N., Gordon, B. (1997) Saponified
palm kernel oil and its major free fatty acids as carbon substrates for the production of
polyhydroxyalkanoates in Pseudomonas putida PGAl. Appl. Microbiol. Biotechnol. 47: 207-
211.

Timm, A i Steinbiichel, A (1992) Cloning and molecular analysis of the poly (3-
hydroxyalkanoic acid) gene locus of Pseudomonas aeruginosa PAO1. Euro. J. Biochem. 209:
15-30.

Timm, A. i Steinbiichel, A. (1990) Formation of polyesters consisting of medium-chain-
length 3-hydroxyalkanoic acids from gluconate by Pseudomonas aeruginosa and other
fluorescent pseudomonads. Appl. Environ. Microbiol. 56: 3360-3367.

Timm, A., Wiese, S. i Steinbiichel, A. (1994) A general method for identification of
polyhydroxyalkanoic acid synthase genes from pseudomonads belonging to the rRNA
homology group 1. Appl. Microbiol. Biotechnol. 40: 669-675.

Tindall KR i Kunkel TA (1988). "Fidelity of DNA synthesis by the Thermus aquaticus DNA
polymerase". Biochem. 27: 6008-13.

221



Bibliografia

Tokiwa, Y. i Calabia, B.P. (2004) Degradation of microbial polyesters. Biotechnol. Lett. 26:
1189-1189.

Tuleva, B.K., Ivanov, G.R. y N. Christova. (2002) Biosurfactant production by a new
Pseudomonas putida strain. Z. Naturforsch. 57: 356-360.

Ubbink, J. i Schar-Zammaretti, P. (2005) Probing bacterial interactions: integrated
approaches combining atomic force microscopy, electron microscopy and biophysical
techniques Micron. 36: 293-320.

Valentin, H.E., Mitsky, T.A., Mahadeo, D.A., Tran, M., Gruys, K.J. (2000) Application of
a propionyl coenzyme A synthetase for poly(3-hydroxypropionate-co-3-hydroxybutyrate)
accumulation in recombinant Escherichia coli. Appl. Environ. Microbiol. 66: 5253-5258.
Valentin, H.E.S., Reiser, S. i Gruys, K.J. (2000b) Poly(3-hydroxybutirate-co-4-
hydroxibutirate) formation from y-aminobutirate and glutamate. Biotech. Bioengin. 67: 291-
299.

Van Dyke, M. I., P. Couture, M. Brauer, H. Lee y T. J. Trevors. (1993) Pseudomonas
aeruginosa UG2 rhamnolipid biosurfactant: structural characterization and their use in
removing hydrophobic compounds from soil. Can. J. Microbiol. 39:1071-1078.

Van Hamme, J. D., A. Singh y O. P. Ward. (2003) Recent advances in petroleum
microbiology. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 67:503-549.

Verger, R. (1997) Interfacial activation of lipases: Facts and artefacts. TIB TECH. 15: 32-
38.

Vidal-Mas, J., Resina-Pelfort, 0., Haba, E., Comas, J., Manresa, A. i Vives-Rego, J.
(2001) Rapid flow cytometry - Nile red assessment of PHA cellular content and heterogeneity
in cultures of Pseudomonas aeruginosa 4772 (NCIB 40044) grown in waste frying oil.
Antonie Leeuwenhoek. 80(1): 57-63.

Villeneuve, P., Muderhwa, J.M. Graille, J. i Haas, M.]. (2000) Customizing lipases for
biocatalysis: a survey of chemical, physical and molecular biological approaches. J. Molec.
Catal. B: Enzym. 9: 113-148.

Vrionis, H. A., Daugulis, A. J. i Kropinski, A. M. (2002) Identification and characterization
of the AgmR regulator of Pseudomonas putida : role in alcohol utilization. Appl. Microbiol.
Biotech. 58 (4): 469-475.

Wahaba, A.A., Kermashaa, S., Bisakowskia, B. i Morin, A. (1999) Characterization of
partially purified extracellular lipase fractions from Pseudomonas fragi CRDA 037. J. Am. QOil
Chem. Soc .76(11): 1301-1308.

Wallen, L.L. i Rohwedder, W.K. (1974) Poly-B-hydroxyalkanoate from activated sludge.
Environ. Science Technol. 8: 576-579.

Wallen, L.L., Benedict, R.G. i Jackson, R.W. (1962) The microbial production of 10-
hydroxystearic acid. Arch.Biochem. Biophys. 99 549-553.

Wang, C.S. i Hartsuck, J.A. (1993) Bile salt-activated lipase. A multiple function lipolytic
enzyme. Biochim. Biophys. Acta, 1166: 1-19.

Wang, J.G. i Bakken, L.R. (1998) Screening of soil bacteria for poly-B-hydroxybutyric acid
production and its role in the survival of starvation. Microbiol. Ecol. 35: 94-101.

222



Bibliografia

Wang, P., Coram, M., Tang, H., Fitzgibbon, M. P., Zhang, H., Yi, E., Aebersold, R. i
Mcintosh, M. (2007) A statistical method for chromatographic alignment of LC-MS data.
Biostatistics 8 (2): 357-367.

Warner-Bartnicki't, A.L. i Miller, R. V. (1992) Characterization of Stress-Responsive
Behavior in Pseudomonas aeruginosa PAO: Isolation of Tn3-lacZYA Fusions with Novel
Damage-Inducible (din) Promoters. J. Bacteriol. 174 (6): 1862-1868.

West, S. E. i Iglewski, B. H. (1988) Codon usage in Pseudomonas aeruginosa. Nucleic
Acids Res. 16(19): 9323-9335.

Wilhelm, S., Rosenau, F., Becker, S., Buest, S., Hausmann, S., Kolmar, H. i Jaeger,
K.E. (2007) Functional cell-surface display of a lipase-specific chaperone. Chem. Biochem 8:
55-60.

Wilhelm, S., Tommassen, J. & Jaeger, K. E. (1999) A novel lipolytic enzyme located in
the outer membrane of Pseudomonas aeruginosa. J Bacteriol. 181: 6977-6986.

Williams, S.F., D.P. Martin, D.M. Horowitz I O.P. Peoples (1999) PHA applications:
addressing the prices performance issue I. Tissue engineering. International J. Biol.
Macromol. 25: 111-121.

Willumsen, P. A., U. Karlson y P. H. Prichard. (1998) Response of fluoranthene-
degrading bacteria to surfactants. Appl. Microbiol. Biotechnol.50:475-483.

Witholt, B. i Kessler, B. (1999) Perspectives of medium chain length poly-
(hydroxyalkanoates), a versatile set of bacterial bioplastics. Curr. Op. Biotechnol. 10: 279-
285.

Wohlfarth, S., Hoesche, C., Strunk, C. i Winkler, U.K. (1992) Molecular genetics of the
extracellular lipase of Pseudomonas aeruginosa PAO1l. J. Gen. Microbiol. 138(7): 1325-
1335.

Wollett, L.A., Beitz, D.C., Hood, R.L. i Aprahamian, S. (1984) An enzymatic assay for
activity of lipoprotein lipase in serum. Anal. Biochem. 143: 25-29.

Wu, H., Ramachandran, C., Weiner, N.D. i Roessler, B.J. (2001) Topical transport of
hydrophilic compounds using water-in-oil nanoemulsions. Inter. J. Pharm. 220 (1-2): 63-75.
Yakimov, M., Timmis, K., Wray, V., Fredrickson, H. (1995) Characterization of a new
lipopeptide surfactant produced by thermotolerant and halotolerant subsurface Bacillus
licheniformis BAS50. Appl. Environ. Microbiol. 61: 1706-1713.

Yamane, T., Fukunaga, M., Lee, Y.W. (1996) Increased PHB productivity by high-cell-
density fed-batch culture of Alcaligenes latus, a growth-associated PHB producer. Biotechnol.
Bioeng. 50: 197-202.

Yeagle, P.L. (1985) Cholesterol and the cell membrane. Biochem. Biophys. Acta. 822: 267-
287.

Zajic, J. i Seffens, W. (1984) Biosurfactants. Crit Rev Biotechnol 12: 87-107.

Zhang, J. i Miller, R. (1992) Enhanced octadecane dispersion and biodegradation by a
Pseudomonas rhamnolipid surfactant (biosurfactant). Appl. Environ. Microbiol. 60: 2101-
2106.

Zhang, Y. M. i R. M. Miller. (1994) Effect of a Pseudomonas rhamnolipid biosurfactant on
cell hydrophobicity and bid biod biodegradation of octadecane. Appl. Environ. Microbiol.
60:2101-2106.

223



Bibliografia

Zhang, Y., W. J. Walter, J. Maier y R. M. Miller. (1997) Effect of rhamnolipids on the
dissolution, bioavailability, and biodegradation of phenanthrene. Environ. Sci. Technol.
31:2211-2217.

Zock, J., Cantwell, C., Swartling, J., Hodges, R., Pohl, t., Sutton, K., Rosteck, P.,
McGilvray, D. i Queener, S. (1994) The Bacillus subtilis pnbA gene encoding p-nitrobenzyl
esterase: cloning, sequence and high-level expression in Escherichia coli. Gene. 151: 37-43.

Patent No. 7,262,171 Use of Rhamnolipids in Wound Healing, Treating Burn Shock, and
Cosmetics, E.E.U.U.; Application No. 07075613.5 Use of Rhamnolipids in Wound Healing,

Treating Burn Shock, and Cosmetics, U.E. Aurora Advanced Beauty Labs, Inc.
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

http://www.seimc.org/control/revi_Bacte/psaeru.htm

224



7. ANNEX






Annex

7. ANNEX

Deteccio i identificacié dels Rhils mitjancant la caracteritzacio per
HPLC(EM) (Apartat 4.3.2.1 de Resultats i discussio)
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Figura A.1. XIC i TOF dels di-Rhls R,-Cg-Cyo i R,-C19-Cg amb id0 pseudomolecular de massa

molecular 621 m/z. Les fragmentacions més freqluents en m/z sén 451, 311, 169, 141 pel
Rhl R,-Cg-Cig 479, 311, 169, 141 pel R,-C;p-Cg. Tots dos Rhls sén presents a la barreja
perque es detecta tant 451 m/Z com 479 m/z.
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Figura A.2. Figura 7.1. XIC i TOF dels mono-Rhls R-Cg-C;; i R-Ci-Cg amb io
pseudomolecular de massa molecular 475 m/z. Les fragmentacions més freqlients en m/z
so6n 311, 305, 169, 141 pel Rhl R-Cg-C;o 333, 311, 169, 141 pel R-C;o-Cs. Els fragment més
grans que diferencien entre un i 'altre Rhl no es detecten per la forca d’'impacte, aixi no es
pot diferenciar quin des dos és present o si estan tots dos a la barreja.
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Figura A.3. XIC i TOF del di-Rhl R,-C44-C1¢ amb i0 pseudomolecular de massa molecular 649
m/z. Les fragmentacions més freqlients en m/z sén 479, 339, 169.
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Figura A.4. XIC i TOF dels di-Rhls R;-C1¢-Cy3.1 i Ry>-Cy3.1-C;90 amb i0 pseudomolecular de
massa molecular 675 m/z. Les fragmentacions més freqlients en m/z sén 479, 365, 195, 169
pel Rhl R,-Cyp-Cy5.1 i 505, 365, 195, 169 pel R,-C;5.1-Cyo. Dels fragment més grans que

diferencien entre un i I'altre Rhl només es detecta el de m/z 479, aixi només podem afirmar

que I'hnomoleg R,-C1o-Cy,.1 €és present a la barreja, pero caldria repetir I'analisi disminuint la

forca d’'impacte per detectar els fragments més grans.
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Figura A.5. XIC i TOF del mono-Rhl R-C;3-C1; amb i0 pseudomolecular de massa molecular

503 m/z. Les fragmentacions més freqiients en m/z sén 339, 333, 169.
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Figura A.6. XIC i TOF dels di-Rhls R,-C;3-Cy5 i Ry-C;5-C;, amb i0 pseudomolecular de massa
molecular 677 m/z. Les fragmentacions més freqlients en m/z sén 479, 367, 197, 169 pel
Rhl R,-C4¢-C;» i 507, 367, 197, 169 pel R,-C;,-C;4,. Dels fragment més grans que diferencien
entre un i l'altre Rhl només es detecta el de m/z 479, aixi només podem afirmar que
I’'hnomoleg R,-Cyp-Cy> €s present a la barreja perd caldria repetir I'analisi disminuint la forca

d'impacte per detectar els fragments més grans.
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Figura A.7. XIC i TOF del mono-Rhl R-C;5.1-C1qg amb i0 pseudomolecular de massa molecular
529 m/z. Les fragmentacions més freqiients en m/z sén 365, 359, 195, 169.
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Figura A.8. XIC i TOF dels mono-Rhls R-Cyo-C;,

2413
4 Spd
4 0pd
Aroaid 994e+5
o
B 30e4
=
8 2084
a
B
1,04
’ A =
U027 77% & 10 712 14 16 18 20 22 24 76 26 30 32 34 I 3B 40 42
Time min_ —— - = x
\ 5313812
3877
3060
oy
g
B 2600
£ oo
Il 187 1361 297.2484 | 5673350
nb. - " k, - — + - P . .I|_ il .
5 pa 180 200 250 00 350 400 450 500 550 600 650
miz. Da .
0 189 1252
"’ &
g o
- 40 571560
e | 103.0407
E 20 |
A 110.0361 ,
101.0238 2151593 333 2004
B i ' = & ¥ - .. - . a—
> o0 50 200 260 300 350 400 450 % 850 £00 BA0
m'z. D3 s

. .r{][

70d

i R-C4,-C;p amb i0 pseudomolecular de

massa molecular 531 m/z. Les fragmentacions més freqlients en m/z sén 367, 333, 197, 169
pel Rhl R-C;o-Cy> i 367, 361, 197, 169 pel R-C;,-Cio. Dels fragment més grans que

diferencien entre un i l'altre Rhl només es detecta el de m/z 333, aixi només podem afirmar

que I'hnomoleg R-Cyo-C;y, és present a la barreja, pero caldria repetir 'analisi disminuint la

forca d’'impacte per detectar els fragments més grans.
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