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Resumen

Los biosurfactantes son moléculas tensoactivas de origen biolégico obtenidas de células
animales, vegetales y microbianas. Se estudio la produccién de biosurfactantes por varios mi-
croorganismos mediante técnicas de fermentacién sumergida. Se seleccion6 a Torulopsis mag-
noliae y las condiciones de produccion éptima del surfactante por esta levadura en un fermen-
tador de 15 litros y en medio melaza - aceite, fueron: Agitacién 500 rpm, aireacion 0,6 vvm, tem-
peratura 30°C y pH inicial 5,0. El surfactante, medido por disminucion de la tensiéon superfi-
cial, es excretado al medio durante el crecimiento de la levadura y la produccion se detiene al
agotarse los azucares de la melaza. Este es soluble en agua aunque no lo es en éter dietilico a
pH 9. No obstante, la extraccion y purificacidén parcial se realiza con este solvente después de
acidificar hasta pH 2 el medio de cultivo. La preparacion de surfactante contiene azlcares, dis-
minuye la tensién superficial del agua hasta 40 dinas/cm, lisa glébulos rojos y forma rapida-
mente emulsiones acuosas de petréleo pesado (Tipo Cerro Negro 10° API).

Palabras claves: Biosurfactantes; fermentacion; tensoactivos; Torulopsis magnoliae.

Production of a biosurfactant by Torulopsis magnoliae in
submerged batch culture

Abstract

The biosurfactants are tensoactive molecules biologis from animals, vegetal and microbial
cells. The production of biosurfactants was studied in several microorganisms using sub-
merged fermentation techniques. Torulopsis magnoliae was selected as the best surfactant pro-
ductor and the culture conditions in oil - molasses media in a fermentor of 15 liters were: 500
rpm agitation, 0.6 vvm aeration, 30°C temperature and initial pH 5.0. The surfactant, meas-
ured by the decrease of the superficial tension, is excreted to the medium during the growth
stage of the yeast and its production stops when the sugar of the molasses is exhausted. This
surfactant is soluble in water but not in diethyl ether at pH 9.0. Nevertheless, the extraction
and partial purification was carried out with ether solvent after acidifying the cultivation me-
dium to pH 2.0. The obtained preparation contained sugars, it lowered superficial tension of the
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water to 40 dina/cm, it also produced hemolysis and quickly formed watery emulsions of heavy

petroleum (Type Cerro Negro, 10° API).

Key word: Biosurfactants; fermentation; tnsoactives; Torulopsis magnoliae.

Introduccioén

Los biosurfactantes son moléculas con
actividad superficial, producidas por célu-
las vivas (1-3). Suelen ser metabolitos se-
cundarios excretados por microorganismos
cuando crecen en medios con sustratos
oleosos. Su presencia en medios acuosos
modifica la tensién superficial y emulsifica
los substratos hidréfobos y se han clasifica-
do de acuerdo con las moléculas que los es-
tructuran. Asi, se les ha denominado lipido
de trehalosa, ramnolipidos, lipidos de sofo-
rosa, glucolipidos, lipopéptidos y fosfolipi-
dos (1, 2).

En general, los surfactantes estan inte-
grados a procesos que utilizan diversos tipos
de industrias en areas agricolas, alimenti-
cias, de cosméticos y petroquimica (3, 4). La
demanda industrial de estas moléculas es
alta en la industria petrolera, donde pueden
ser empleadas en la emulsificacion de bita-
menes. Ello, por una parte, permite una ma-
nipulacién mas facil de los petrdleos pesa-
dos durante su extraccién y transporte vy,
por laotra, se pueden emplear para elaborar
formulas de mezclas de carburantes y agua
similares a la Orimulsién de INTEVEP (5).

Los surfactantes de origen bioldgico
también se pueden emplear para desarrollar
procesos que se han denominado biodesul-
furacién, biocraqueo y bioremediacién que
requieren de medios de cultivo con fases
acuosas continuas. La ventaja de estos bio-
surfactantes sobre los de origen quimico es
que son degradables (3, 6).

Para producir biosurfactantes es nece-
sario contar con microorganismos seleccio-
nados segun determinadas caracteristicas.
En experiencias anteriores relacionadas con
la degradacion de asfaltenos y solubilizacion
de crudo, hemos producido biosurfactantes

sintetizados por microorganismos del gene-
ro Pseudomonas (7, 8). En este trabajo se re-
porta la busqueda y seleccién de un micro-
organismo, preferiblemente no patdgeno
productor de biosurfactantes bajo condicio-
nes aerébicas y en un medio de cultivo de
bajo costo.

Materiales y Métodos

1. Microorganismos

Se utilizaron cepas de las bacterias
Pseudomonas sp Mez 2 y Pseudomonas sp
Mez 3 aisladas y caracterizadas previamente
(7). También se estudiaron las levaduras To-
rulopsis petrophylum ATCC 20225, Torulop-
sis magnoliae ATCC 12573 y Saccharomy-
copsis lipolitica ATCC 8662. Las bacterias
fueron conservadas a 20°C en cufias de agar
nutritivo y las levaduras en agar papa-dex-
trosa (6).

2. Seleccioén del microorganismo
productor de biosurfactantes

Los inéculos de cada uno de los dife-
rentes microorganismos se hicieron en fio-
las de 125 mL con 50 mL de medio de pro-
duccién (MP) que contiene peptona 5 g/L,
extracto de levadura 3 g/L y glicerol 10 g/L.
El pH inicial fue de 5,0 para las levaduras y
de 7,0 para las bacterias. Este medio fue es-
terilizado a 120°C y 15 psi durante 30 min:
una vez inoculados, los cultivos se incuba-
ron en un agitador orbital TORMASAN a 160
rpmy 30°Cy alas 48 horas se centrifugaron
a 5000 x g durante 10 min. A 40 mL de cada
uno de los sobrenadantes se le agregaron
5,0 g de crudo pesado tipo Cerro Negro
(10°API). La mezcla se agité vigorosamente
durante 30 segundos con un vortex y se ob-
servé a simple vista si se form6 o no una
emulsion. En caso positivo se seleccioné el
microorganismo como probable productor
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del biosurfactante. Se hicieron observacio-
nes al microscopio de luz de muestras de
cada cultivo. El objetivo fue comprobar que
la morfologia de los microorganismos fuera
similar al inicio y al final del cultivo para eli-
minar la posibilidad de contaminacion.
Como controles se dispusieron medios sin
inocular y cultivos inoculados con microor-
ganismos que no producen surfactantes.
Como sera discutido posteriormente, se de-
cidid escoger a Torulopsis magnoliae y con
esta levadura se realizaron todas las expe-
riencias que se indican en lo sucesivo.

3. Produccioén de biosurfactantes
por fermentacién sumergida en
fermentadores de 2,5y 15,0 litros

Cultivos de 200 mL de MP contenido en
fiolas de 500 mL, se incubaron bajo las mis-
mas condiciones indicadas arriba. Alas 24 6
48 horas estos cultivos sirvieron como ino-
culos para 2 litros del mismo medio dispues-
tos en un fermentador TORMASAN de 2,5 li-
tros (6, 9) e incubados durante 24 horas a
30°C, 2,5 vwm y 500 rpm. Al final de las 24
horas, 1,2 litros de este cultivo sirvieron, a
su vez, como inéculo de 12 litros del mismo
medio contenidos en un fermentador L.K.B
Bromma Ultraferm modelo 1601 - 13 de 15
litros. El cultivo crecié a 30°C, 1,5 vwvmy 500
rpm. En los casos donde se indica se cambié
la composicién del medio de cultivo para lo-
grar menores costos del proceso y para in-
ducir la produccién del biosurfactante se
afiadi6 10% de aceite de maiz marca COPO-
SA. Todas las fermentaciones se hicieron
por carga y los fermentadores no fueron es-
terilizados antes de la adicién del medio que
se esterilizé bajo las condiciones antes sefia-
ladas. Cuando fue necesario la espuma se
controlé con pequefias cantidades (0,5 - 3
mL) de aceite de silicona.

A diferentes tiempos durante la fer-
mentacioén se retiraron de los cultivos mues-
tras de 6 mL y se centrifugaron a 5000 x g
durante 15 minutos. El sedimento se resus-
pendidé en agua destilada y, con el fin de
cuantificar el crecimiento celular, se deter-

mind en él densidad éptica (D.O Abs 410
n.m), peso seco (estufa a 80°C) y numero de
células (camara de Neubauer) (6). En los so-
brenadantes de esa centrifugaciéon se midie-
ron pH (sonda combinada) y tensidn superfi-
cial. Esta ultima mediante un tensiémetro
de superficie (marca Fisher, modelo 20). El
procedimiento consistid en depositar 4 mL de
cada sobrenadante en una capsula de Petri e
introducir el anillo del tensidmetro de mane-
ra que estuviera en contacto con la superficie
de la muestra. Accionando la manilla del
aparato se fue separando el anillo de la su-
perficie. La fuerza requerida para lograr la se-
paracion completa del anillo se registra como
tension superficial en un dial con una escala
en dinas/cm (1, 6). Como controles se midie-
ron las tensiones superficiales del agua pura
y del medio de cultivo antes de inocular.

4. Recuperacion y Propiedades del bio-
surfactante

Los cultivos de 2 y de 12 litros, obteni-
dos como se indicé anteriormente, se centri-
fugaron a 5000 x g en una centrifuga Shar-
ples de Flujo continuo, n® 77-T-1- 496. Los
sedimento se utilizaron en algunos casos
como indculos para otras fermentaciones.
Los sobrenadantes se acidificaron hasta
pH = 3 con &cido sulfdrico 98% y se mezcla-
ron en un embudo de decantacién con éter
dietilico en relacion 2:1. Después de agitar,
las mezclas se dejaron en reposo durante 15
minutos. En cada caso el surfactante se ex-
trajo completamente por la fase orgénica.
Esta se retird y el éter dietilico se evaporé a
40°C, bajo vacio, en un evaporador rotativo
marca BUCHI modelo RE/B. El residuo séli-
do, que denominamos Biosurfactante Par-
cialmente Purificado (BPP) se resuspendi6
(10:1) en una solucién 0,1 M de bicarbonato
de sodioy la solucién se guard6 a 20°C hasta
su utilizacion.

Para determinar la capacidad surfac-
tante de los BPP, 0,1 mL de cada prepara-
cion se afadieron en pozos abiertos en pla-
cas de agar sangre de conejo. Las placas se
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incubaron a 30°Cy alas 24 horas se observé
si habia halos de bbb hemadlisis (6).

Las capacidades de las diferentes
muestras de BPP para disminuir la tension
superficial del agua fueron medidas con el
tensiémetro como se indicé anteriormente.
Cada experiencia consistié en mezclar 0,05
mL de muestra con 10 mL de agua destilada.
Los valores obtenidos fueron comparados
con el valor medido para el agua pura. La di-
ferencia entre este valor y los de las mues-
tras, midié aquella capacidad.

La emulsificacion de petréleo pesado
Cerro Negro (10° API) por las muestras del
BPP se midi6 cualitativamente. Para ello se
afiadieron 10 mL del BPP en una fiola que
contenia 5 g de petroleo pesado Cerro Negro
(10° API) en 75 mL de agua, mantenida a
30°C. Después de agitar durante 20 seg, se
observé si existia o no emulsificacion del
petrdleo (6).

La presencia de azUcares en muestras
de BPP se determind por el método de Antro-
na (10).

Resultados y Discusion

1. Seleccién del microorganismo
productor

De acuerdo con sus capacidades de
emulsionar petréleo pesado (Tabla 1), se
preseleccionaron dos cepas de Pseudomo-
nas sp. y unade Torulopsis magnoliae. Por el
aspecto de los filtrados de las emulsiones y
por la capacidad observada de permitir o no
la adsorcion del petroleo a las paredes de las
fiolas, se deduce que son diferentes los bio-
surfactantes producidos por ambos tipos de
microorganismos, bacterias y levaduras. Se
siguieron tres criterios para escoger entre
las tres cepas preseleccionadas: El primero
tiene que ver con el mayor tamafio y densi-
dad de la levadura. Este hecho puede contri-
buir a una mayor facilidad para separarla de
los cultivos que contienen surfactantes. Por
otra parte, el nicho ecolégico de esta levadu-
ra esta relacionado con las plantas de Mag-

nolia sp. de cuyas flores ha sido aislada (11,
12). Su inocuidad para los humanos no ha
sido establecida pero es muy probable que
COMo ocurre en otros casos similares de mi-
croorganismos aislados de vegetales, esta
levadura no sea parasito de animales (13).
El tercer criterio se relaciona con Pseudomo-
nas y es preventivo pues no pudimos preci-
sar con exactitud la especie a la que pertene-
cen las dos cepas de Pseudomonas Mez 2 y
Mez 3. En vista de su conocida capacidad
para resistir los antibioticos (14) y de que no
pudimos descartar la posibilidad de que pu-
dieran ser patégenas, decidimos no utilizar-
las en este trabajo, a pesar de ser buenas
productoras de biosurfactantes. Asi, en to-
das las experiencias que siguen, se empleé a
T. magnoliae como agente productor de bio-
surfactantes.

2. Produccién de biosurfactantes
por fermentacién sumergida

Resultados previos indican que las
condiciones 6ptimas para el crecimiento de
T. magnoliae son 30°Cy pH=4-5 (11, 12,
15). Nuestros resultados (no mostrados)
confirman estos valores 6ptimos (6). La leva-
dura es facultativa y utiliza una amplia va-
riedad de fuentes de carbono (sacarosa, dex-
trosa, galactosa, xilosay, glicerol) (6, 11, 12,
15). Las experiencias que realizamos en fio-
las con agitacion en el MP, nos permitieron
comprobar cualitativamente que T. magno-
liae produce un surfactante que emulsiona
petréleo y que el suministro de oxigeno es
importante para la produccién del surfac-
tante. En vista de que la agitacion en fiolas
no lo aporta en las cantidades requeridas
por la levadura, se decidié utilizar un fer-
mentador TORMASAN de 2,5 litros provisto
de un sistema de aspersion de aire y un agi-
tador de tres aspas. Varias pruebas realiza-
das con este fermentador bajo similares
condiciones que en las fiolas, pero modifi-
cando el medio con adicion de sacarosa
como substrato complementario, nos per-
mitieron seleccionar una agitacion de 500
rpmy un aporte de aire de 2,5 vvm, como 6p-
timos para producir el surfactante a 30°C
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Tabla 1
Caracteristicas de los Microorganismos Productores de Biosurfactantes

Cepa Microbiana

microscopio 6ptico

Emulsificacion de crudo
Cerro Negro en el medio

Morfologia al

Pseudomonas sp. Mez 2 Bacilos + +
Pseudomonas sp Mez 3 Bacilos + +
Saccharomycopsis lipolitica Levaduras +
Torulopsis petrophylum Levaduras +/_
Torulopsis magnoliae Levaduras + +
Aspergillus niger* Hifas _
Medio de produccién +/_

+ + = Se emulsificé el 100% del crudo (5 gramos)

+ = Se emulsifico el 50% del crudo

+/_ = Se emulsifico el 10% del crudo

= No se emulsificé crudo

(Figura 1). El pH inicial varié durante el pro- 0T T®

o o %

ceso y no fue ajustado. La disminucidn de la
tension superficial ocurre durante todo el
crecimiento y se estabiliza a las 20 horas
coincidiendo con el inicio de la fase estacio-
naria de crecimiento. Se ha reportado (15-
17) que en Pseudomonas aeruginosa la pro-
duccion del surfactante ocurre al final de la
fase exponencial de crecimiento. Este no es
el caso para T. magnoliae (Figura 1) lo que le
otorga una ventaja adicional sobre Pseudo-
monas, pues el tiempo de produccion del
surfactante se reduce.

Se realizaron otras experiencias cam-
biando completamente el medio de cultivo con
el fin de estudiar la produccion del biosurfac-
tante en un medio de bajo costo como la mela-
za. También se utilizé aceite vegetal que ha
sido reportado como un inductor efectivo de la
produccién de surfactantes en otras levadu-
ras (18-20). Finalmente, se elimind la fase de
latencia utilizando como in6culos cultivos en
fase exponencial. En la Figura 2 se observa
gue las células comienzan a crecer y produ-
cir el surfactante inmediatamente después
del in6culo sin que se aprecie una fase de la-
tencia. Con medio melaza y en ausencia de
aceite, la produccién del biosurfactante por
T. magnoliae no es detectable. Cuando se le

50

40 7

30 7

20 7

Tensién superficial (dinas/cm)
Peso seco (g/), pH

10

Tiempo (horas).

) PH %Peso Seco 3 Tension superficial muestra % Tension superficial control

Figural. Produccion de Biosurfactante y Bio-
masa por Torulopsis magnoliae en me-
dio de produccioén. Se utilizé un fer-
mentador TORMASAN de 2,5 litros
con 2 litros de medio (5 g/L de pepto-
na, 5 g/L de extracto de levadura,
95g/L desacarosay 100 g/L de glice-
rol). Agitacion 500 rpm, aireacién 2,5
vvm y temperatura 30°C. Las deter-
minaciones se hicieron como se indica

en materiales y métodos.
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agrega aceite de maiz al medio melaza la pro-
duccion final del biosurfactante, es 70% me-
nor que la observada en MP (Figura 1). El sur-
factante producido por T. magnoliae durante
la fase exponencial es excretado al caldo de
cultivo pues se recupera totalmente en el so-
brenadante y el tratamiento de las células con
lavados sucesivos no condujo a incrementar
esa recuperacion. En el MP la biomasa que se
obtiene es 12 veces menor que en medio mela-
za-aceite (Figura 2). Este resultado no parece
ser razonable pues podria esperarse que a
mayor cantidad de células y en presencia de
aceite, se produjera una mayor cantidad de
biosurfactante. Probablemente el flujo de
aire y el disefio de los fermentadores estén
involucrados en el resultado. Puede tam-
bién ocurrir que en un medio melaza-aceite
una parte sustancial del biosurfactante pro-
ducido se una a moléculas de aceite para
emulsificarlas. Esté situacion impediria que
el biosurfactante se encontrara libre, requi-
sito necesario para disminuir la tensiéon su-
perficial del sobrenadante del cultivo.

En la Tabla 2 se precisan las condicio-
nes experimentales éptimas para la produc-
cién de biosurfactante en medio melaza-a-
ceite. Con propoésitos de comparacion se in-
dican también las caracteristicas de otros
procesos de produccion reportados en la li-
teratura (18-20). Se observa, en general, que
las fuentes de carbono y las condiciones ex-
perimentales son distintas y la geometria de
los reactores es diferente. No obstante, los
valores de productividad horaria de 0,026
079 h, que hemos obtenido, son del mismo
orden de magnitud que los reportados para
surfactantes producidos por Torulopsis api-
cola y Torulopsis bombicola (18, 19). La ven-
taja de nuestro sistema sobre el de otros au-
tores es que utilizamos un medio de cultivo
facilmente disponible y relativamente bara-
to (melaza-aceite) y las condiciones en las
que trabajamos no requieren de una esterili-
zacion previa de los reactores.

El principio activo existente en la pre-
paraciéon de BPP no es soluble en éter a pH =

70 T * T10
o
60 T
e Ts
§ N
Z st @
< T7 @
A;g =
ﬁzv % El E) > g 9
= 4T 2
S o *
g3 1<
ag s <
e
22 =
@ = T4 =
-+
S T3
%
g 1
& 2
10
T1
| | | | | | | | |

I]:i T ; ; ; =L T T T T T T T [1)
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Tiempo (Horas)

) PH JPeso Seco ¥ Tension superficial muestrg Tensién superficial controi Aziicares

Figura2. Produccion de Biosurfactante y Bio-
masa por Torulopsis magnoliae en me-
dio melaza-aceite. Entre 0y 65 horas se
utilizé un fermentador TORMASAN
de 2,5 litros. Volumen de medio mela-
za 2 litros (1,5% de azucar, 6 g/L de
urea, y 10 g/L de fosfato), agitacion
500 rpm, aireacién 2,5 vwvmy tempera-
tura 30°C. A partir de las 65 horas este
cultivo sirvié de in6culo a 12 litros de
medio melaza contenido en un fer-
mentador LKB Bromma de 15 litros.
Este medio adecuado para la produc-
cion de biosurfactante, contiene 9,5%
de azlcar, 10% de aceite de maiz 'y 6
g/L de urea. Agitaciéon 500 rpm, airea-
cion 1,5 vwm y temperatura 30°C. Las
determinaciones se hicieron como se
indica en materiales y métodos.

9 pero si a pH= 2. La capacidad del BPP para
lisar globulos rojos de conejo lo incluye den-
tro de los agentes tensoactivos, lo que se ra-
tifica porque disminuye a 40 dinas/cm la
tension superficial del agua (69 dinas/cm) y
emulsiona crudos pesados tipo Cerro Negro
(10° API).

La preparacion del BPP contiene azu-
cares. Es probable, que el tensoactivo sea
un glucolipido como los reportados para
Pseudomonas aeruginosa, Torulopsis mag-
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Tabla 2

Comparacion de las caracteristicas de produccion de biosurfactante por diferentes especies de levaduras del género Torulopsis.

Caracteristicas de

Fermentacién por

Fermentacioén por

Fermentacién por carga 2

Fermentacién por

las fermentaciones carga 5 L, carga 8 L, fermentador L, fermentador TORMASAN carga 12 L,
y del fermentador. fermentador Bio E Braum de 14 L. de 2,5 L. fermentador LKB
New Brunsnwich de BROMMA de 15 L.
7L.
Bibliografias. Cooper y Paddock, Homel et. al., 1994. Presente trabajo. Presente trabajo.
1984.
Microorganismos  Torulopsis bombicola Torulopsis apicola  Torulopsis magnoliae ATCC Torulopsis magnoliae
(cepas). ATCC 22214. IMET 43747. 12573. ATCC 12573.

Condiciones.

Medio de cultivo.

Tiempo.

Consumo de
azucares.

Rv
(Biosurfactante)

Pv
(Biosurfactante)

R (Biosurfactante)
P (Biosurfactante)
Rv (Biomasa)

Pv (Biomasa)

R (Biomasa)

P (Biomasa)

Estériles, 30°C,
500 rpm, 0,7 vvm.

9,5% de glucosa, 10%
aceite vegetal.

150 h.
93 g.

70 g/L.
0,5 g/L h.

0,75 g/g.
0,005 g/g h.
20 g/L.

0,13 g/L h.
1,07 g/g.
0,007 g/g h.

Estériles, 25°C,
300 rpm, 0,6 vvm.

10% glucosa, sulfato MP. 0,5% de peptona, 0,5%
ext. lev., 9,5% sacarosa,

de sodio, 3%
hexadecano.

90 h.

30,6 g/L.

0,34 g/L h.

0,35 g/g.
0,0449/g h.

No estériles 30°C,
500 rpm, 2,5 vwm.

10% glicerol.
28 h.
93 g.

20 g/L.
0,7 g/L h.

0,2 g/g.

0.008 g/g h.

5,5 g/L.

0,26 g/L h.

0,06 g/g.
0,03 g/g h.

No estériles 30°C,
500 rpm, 1,5 vvm.

Medio melaza. 10%
azucar, 10% de aceite
de maiz, 0,6% urea

60 h.
49 g.

11,4 g/L.
0,2 g/L h.

0,1 g/g.
0,026 g/g h.
64,25 g/L.

1,37 g/L h.
0,68 g/g.
0,001 g/g h.

Nota. Rendimiento volumétrico (Rv) = g de biosurfactante o biomasa/ litros de medio, Rendimien-to (R) = g de biosurfactante o biomasa/ g de azUcar
consumida, Productividad volumétrica (Pv) = g de biosurfactante o biomasa/ litros de medio por tiempo de fermentacién, Productividad (P) = g de bio-
surfactante o de biomasa/ g de aztcar consumida por tiempo de fermentacion. M.P = Medio de produccién.
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noliae y Torulopsis apicola (2, 12, 15, 16, 18,
19). No obstante, es necesario obtener puro el
surfactante para precisar esta caracteristica.
Una propiedad adicional observada es la acti-
vidad antibacteriana y antifingica de la pre-
paracion del BPP en las zonas de las placas de
agar-sangre, se adelantan experimentos de
purificacién del agente tensoactivo para des-
cartar la presencia de antibiéticos, diferentes
al biosurfactante, existentes en la prepara-
cion del BPP que hemos logrado producir y
cuyas caracteristicas preliminares se repor-
tan en este trabajo. Este resultado explicaria
porque a pesar de que los fermentadores no
fueron esterilizados no se observo contamina-
cion en los cultivos.

Las barras grises indican el contenido
de azucares (%) a los tiempos indicados. A
las 120 horas se obtuvo 11,4 g/L de biosur-
factante. La flecha indica el momento en que
se inoculo el fermentador LKB Bromma. Las
determinaciones se hicieron como se indica
en materiales y métodos.
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