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Resumen

Los biosurfactantes son compuestos producidos por microorganismos y presentan una
alta actividad de superficie y propiedades emulsificantes, ademas de tener baja toxicidad y ser
biodegradables. Estas propiedades los hacen ttiles en varios procesos biotecnolégicos, entre
los cuales estan su aplicacion en la biorremediacion de ambientes contaminados. En este tra-
bajo se estudio la produccién de biosurfactantes por cepas pertenecientes al grupo de Pseudo-
monas fluorescentes aisladas de muestras de emulsiones de petroleo pesado. Los biosurfac-
tantes fueron detectados mediante el registro de la disminucion de la tensioén superficial de los
cultivos y también mediante sus capacidades hemoliticas y emulsionantes. Su caracterizacion
se realizo mediante la determinacion de azucares y de proteinas, asi como también mediante
espectroscopia de infrarrojo IRTF y espectroscopia de RMN. Los mejores sustratos para el creci-
miento de las cepas y para la produccion de los biosurfactantes resultaron ser los aceites vege-
tales estudiados en este trabajo. Los resultados obtenidos permiten concluir que estos com-
puesto son glicolipidos que tienen, entre otras, la caracteristicas de formar rapidamente emul-
siones acuosas de petréleo pesado, disminuyen la tension superficial entre 28,51 y 30,5 di-
nas/cmy forman emulsiones estables de parafina liquida en agua durante varios meses a tem-
peratura ambiente. Por medio de los resultados de los analisis de espectroscopia IRTF y RMN se
establecieron las estructuras quimicas de los biosurfactantes producidos por la cepa de P. ae-
ruginosa BIOMI Eb5, los cuales resultaron ser rhamnolipidos.
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Characterizqtion of Biosurfactants of flu_orescent_s
Pseudomonas isolated from heavy crude oil emulsions

Abstract

The biosurfactants are compounds produced by microorganisms and they present a high
surface activity and emulsifying properties, besides having low toxicity and biodegradable be-
ing. In this work the biosurfactants production was studied by strains belonging to the group of
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fluorescents Pseudomonas isolated from samples of heavy crude oil emulsions. The produced
compounds were detected by decrease of the superficial tension of the cultures, by hemolysis
activity and by the production of emulsions. They were characterized by several processes: de-
termination of sugar, proteins, IRTF spectroscopy and NMR spectroscopy. The betters sub-
strates to growth and the production of biosurfactants were the vegetables oils. The obtained
results allow to conclude that these compounds are glycolipids, they form watery emulsions of
heavy petroleum quickly, they diminish the superficial tension between 28.51 and 30.5 di-
nas/cm and they form stable emulsions of liquid paraffin in water during several months in
ambient temperature. By means of the results of the spectroscopy analyses to IRTF and NMR
settled down the chemical structures of the biosurfactants from P. aeruginosa BIOMI E5 strain,
which confirmed to be rhamnolipids.

Key words: Bioremediation; biosurfactants; fluorescents pseudomonas; rhamnolipids.

Introduccion

Los biosurfactantes son moléculas
producidas por microorganismos y presen-
tan una alta actividad de superficie y propie-
dades emulsificantes, generalmente son
metabolitos secundarios excretados por los
microorganismos, su principal papel fisiolo-
gico es el de permitir crecer a los microorga-
nismos en sustratos inmiscibles en agua
mediante la reduccion de la tension superfi-
cial de la interfase (1). Pueden ser clasifica-
dos principalmente por su composicion qui-
mica, por consiguiente la mayor clase de
biosurfactantes comprenden a los glicolipi-
dos, lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipi-
dos y acidos grasos, surfactantes poliméri-
cos y particulas de surfactantes (2).

La enorme demanda del mercado de los
surfactantes ha provocado un incremento
en la preparacion por sintesis de numerosos
surfactantes quimicos, principalmente con
aplicacién de la industria petrolera. Ahora
bien, los rapidos avances en la biotecnologia
e incremento de la necesidad del consumi-
dor de proteger el medio ambiente, provee
un buen futuro para considerar seriamente
a los surfactantes biolégicos como posibles
alternativas para la produccion de éstos (3).

Los biosurfactantes tienen variadas
aplicaciones en el mercado, tanto en la pro-

duccién de petréleo, como en la incorpora-
cion en la formulaciones de aceites (4). En-
tre otras aplicaciones relacionadas con la
industria del petréleo estan los procesos de
biorremediacion y dispersion de derrames
petroleros, tanto a nivel del suelo como de
las aguas, la remocion y movilizacion de pe-
tréleo pegado en el interior de los tanques y
también en la recuperaciéon mejorada de pe-
tréleo (5-7). Un segundo e importante mer-
cado de los biosurfactantes se encuentra en
la polimerizaciéon y emulsion de pinturas.
También se describen otro uso de los surfac-
tantes en la formulacion de asfaltos, cemen-
tos, textiles y manufacturacion de fibras,
adicionalmente en tratamientos de metales,
mineria, tratamientos de agua y como pre-
servativos de madera (8). Pueden ser usados
en la industria de los alimentos, los cosméti-
cos y como productos de limpieza. En la
agricultura como diluyentes y dispersantes
de fertilizantes y pesticidas (3), asi como en
el mejoramiento de la penetracion de com-
puestos activos dentro de las plantas, todas
estas aplicaciones dependen del tipo de fun-
cion que presente el compuesto (9).

En este trabajo se reporta la produc-
cion de biosurfactantes por especies del
grupo de Pseudomonas fluorescentes, tam-
bién se realiza la caracterizacion quimica de
esos compuestos.
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Materiales y Métodos

Microorganismos

Se utilizaron 4 cepas aisladas de mues-
tras de emulsiones de crudo pesado venezo-
lano procedentes del Laboratorio de Biotec-
nologia de Microorganismo “Sixto David
Rojo” de la Universidad de Los Andes. Estas
fueron identificadas y designadas en traba-
jos anteriores (10, 11) como: Pseudomonas
putida BIOMI E1, P. aeruginosa BIOMI E3, P.
putida BIOMI E4 y P. aeruginosa BIOMI Eb.
Las bacterias fueron conservadas a 20°C en
cunas de agar nutritivo.

Preparacion de los inéculos

Las bacterias se cultivaron en caldo
nutritivo previamente esterilizado por auto-
clave e incubadas a 30°C durante 24 horas.
Para las suspensiones celulares y la produc-
cion de los biosurfactantes se utiliz6 el me-
dio minimo salino de Davis (12) Este medio
fue modificado ya que se utiliz6 CuCl, en vez
de CuSO,, tampoco agregamos NiCL, como
lo sefnala el autor. La féormula del medio por
cada litro de agua destilada es la siguiente:
fosfato de potasio dibasico 5,23 g/L, fosfato
de potasio monobasico 1,91 g/L, sulfato de
magnesio 0,09 g/Ly sulfato de amonio 1g/L
asi como 1mL/L de solucion de trazas de
elementos (Cloruro de cobalto 20 mg/L, aci-
do bérico 30 mg/L, sulfato de cinc 10 mg/L,
sulfato de cobre 1 mg/L, molibdato de sodio
3 mg/L, sulfato de hierro 10 mg/Ly sulfato
de magnesio 2,6 mg/L). El pH del medio fue
ajustado a 7,3. Las células obtenidas, previa
centrifugacion a 5.181 x g durante 15 minu-
tos a partir de los caldos nutritivos, fueron
lavadas dos veces con el mismo medio sali-
no, recuperandose en cada caso mediante
centrifugaciones. Estas se dejaron caren-
ciando por un dia en 5 mL de medio salino
sin fuente de carbono, constituyendo los
in6culos para las pruebas posteriores.

Seleccion de las cepas productoras de
biosurfactantes y sustratos que inducen
su produccién

Se inocularon los medios con 0,2% v/v
de las suspensiones celulares obtenidas an-
teriormente en el medio minimo salino. La
fuente de carbono utilizadas incluyen: Gli-
cerol, parafina liquida, glucosa, melaza, vi-
naza, sacarosa y aceites vegetales de maiz,
ajonjoli, resino y otras mezclas comerciales
(Coposa), estos sustratos se agregaron a
una concentracion de 1% y 10 % v/v. Los
cultivos se incubaron a 30°C * 2 sujeto a
agitacion constante, en un agitador rotato-
rio a 156 r.p.m. Transcurridos 3 dias, los
cultivos se centrifugaron a 5.181 x g duran-
te 15 min. Se determiné la tensiéon superfi-
cial de cada sobrenadante con respecto a su
control, con la ayuda del tensiometro de su-
perficie Fisher Modelo 20.

Como controles se dispusieron medios
con su respectiva fuente de carbono sin ino-
cular, esto en el caso de las fuentes de carbo-
no solubles en agua. Para el caso de las
fuentes de carbono no solubles en agua se
utiliz6 como control solamente el medio sali-
no sin inocular, ya que previamente habia-
mos determinado que la presencia de estos
sustratos hidréfobos no influyen en las me-
didas. Se registro en todos los casos la apari-
cion de espuma estable en los cultivos. De-
nominamos espuma estable a aquella que
permanece luego de la agitacion. Este crite-
rio fue tomado en cuenta para la seleccion
de los productores de biosurfactante.

Otro criterio considerado fue la capaci-
dad hemolitica de cada una de las cepas
bacterianas. Para lo cual se realizo la prue-
bas clasica de capacidad hemolitica en pla-
cas de agar sangre. Las mismas fueron incu-
badas a 30 = 2°C durante 2 dias; al cabo de
este tiempo se verifico la presencia de halos
alrededor de las colonias.
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Produccién de biosurfactantes a partir
de glicerol

Se prepararon cultivos en matraces de
1 L que contenian 300 mL del medio minimo
salino con glicerol como fuente de carbono a
una concentracion del 1% v/v. Se cultivaron
durante tres dias a 30°C = 2 y bajo agitacion
constante.

En todos los cultivos la biomasa fue eli-
minada por centrifugacion, previa esteriliza-
cion, a 30.100 x g durante 15 min, a 4°C lo
cual permitio eliminar completamente los
restos celulares facilitando la obtencion de
biosurfactantes mas puros. Antes de guar-
dar los sobrenadantes bajo congelacion a
—20°C, se hizo un registro, de la tension su-
perficial y la formacion de espuma obtenida
mediante los procedimientos senalados an-
teriormente.

Extraccion y concentracion de los
biosurfactantes

Los biosurfactantes fueron extraidos
con acetato de etilo, con un volumen de 1,5
del sobrenadante en un embudo de separa-
cion de 1 L, previa acidificacion del medio
hasta un valor de pH igual a 2 con HCL 1N
(12). Luego de la concentracion de las mues-
tras de biosurfactantes en el rotavapor, un
alicuota de cada una fue pesada, debido a su
alta viscosidad, para luego ser disuelto en
una solucion de bicarbonato de sodio 0,1M;
se ajusto la concentracion hasta un valor del
1% p/v. Otra alicuota fue conservada bajo
congelamiento a —-20°C, para analisis espec-
troscopicos IRTF y posterior elucidacion de
la estructura mediante RMN. EI control, me-
dio salino, sin inocular y con glicerol como
sustrato, recibié el mismo tratamiento que
las muestras.

Deteccion de los biosurfactantes
mediante cromatografia de capa fina
(TLC)

Se realizo sobre laminas para capa fina
preparativas elaboradas con Silicagel 60 F,,,
de 0,25 mm de espesor con indicador de
fluorescencia (Merck). Las soluciones de los

biosurfactantes con bicarbonato de sodio y
las muestras controles provenientes se
agregaron con pipetas pasteur. Se desarro-
llaron sobre la placa con el sistema de sol-
ventes metanol-cloroformo en una propor-
cion de 1,3 volumenes de metanol y 7 volu-
menes de cloroformo. El revelado de las pla-
cas se realiz6 con luz UV mediante una lam-
para mineral Light UV lejano y cercano del
tipo UVSL-25, y posteriormente con una
mezcla reveladora conteniendo 70% de aci-
do sulfurico, 20% de acido acético y 10%
agua.

Estudio de la naturaleza quimica
de los biosurfactantes

Determinacion cualitativa de azticares

Se determino la presencia de azucares
totales en las soluciones de los biosurfac-
tantes con bicarbonato de sodio. Se hidroli-
zaron previamente 5 mL de cada una de las
soluciones (13), y se mezclaron con 5 mL de
una solucién de acido clorhidrico 2N. La
mezcla se mantuvo a una temperatura de
100°C durante 2 horas. Posteriormente la
muestra permanecia en reposo durante 6
horas hasta alcanzar la temperatura am-
biente, se agregoé seguidamente acetato de
etilo para descartar la mitad hidrofébica del
compuesto hidrolizado, y por ultimo se reco-
lect6 la fase acuosa de cada muestra (14). A
cada muestra acuosa se le determiné la pre-
sencia de azucares mediante el método de
fenol — acido sulfarico. Se midié la absor-
bancia a 480 nm con respecto al blanco (15).

Determinacion de proteinas

Se agregaron 120 pL de muestra de bio-
surfactantes en tubos de ensayo, se adiciono
a cada tubo 3 mL de una solucién de ninhi-
drina a una concentracion de 0,2 % en eta-
nol, se agitaron por 10 segundos y se dejaron
en reposo durante una hora. Se observo la
formacion de color (16). Para esta experien-
cia se utilizaron tres controles, 2 positivos
(soluciones de alanina y albumina de bovino)
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y otro negativo (control preparado anterior-
mente con medio salino sin inocular).

Analisis de la estructura quimica
de los biosurfactantes

La caracterizacion de los grupos fun-
cionales de los biosurfactantes se realizé por
medio de la técnica de Espectroscopia de In-
frarrojo con Transformadas de Fourier. Para
la elucidacion su estructura se utilizo la téc-
nica de Espectroscopia de Resonancia Mag-
nética Nuclear, en un espectrometro
BRUKER Advance DRX 400 MHz.

Estudio de las propiedades
de los biosurfactantes

indice de Emulsién

El indice de emulsion % PE,, se definio
como el porcentaje de parafina liquida emul-
sionada durante 2 minutos en un agitador
Vortex a 30°C registrada después de 12 ho-
ras. La emulsion se realiz6 en tubos calibra-
dos de 15 mL, se agregaron 6 mL de parafina
y 4 mL de las soluciones de los biosurfactan-
tes con bicarbonato de sodio. Los valores se
obtuvieron determinando la cantidad de pa-
rafina no emulsionada en los tubos, con rela-
cion a la cantidad total de parafina agregada.

También fue determinada la actividad
hemolitica de los compuestos a partir de es-
tas soluciones en placas de agar sangre in-
cubadas a 30°C = 0,2 durante 1 hora.

Actividad detergente y tensoactiva
sobre muestras de crudo pesado

Se determiné la capacidad de los bio-
surfactantes para remover crudo pesado
adherido a las paredes del vidrio y por ende
sus propiedades de detergencia. Se agrega-
ron a dos tubos de ensayo aproximadamen-
te 10 mL de crudo pesado tipo Cerro Negro.
A uno se agreg6 10 mL de la solucion de bi-
carbonato de sodio 0,1M sin biosurfactan-
tes, utilizado como control, y al otro tubo 10
mL de la solucion de biosurfactante disuelto
en bicarbonato de sodio a 0,1M, obtenido a

partir de la cepa de P. aeruginosa BIOMI E3.
Los tubos fueron agitados en el vortex por 10
segundos y se dejaron sujeto a reposo por
una hora a temperatura ambiente. Se des-
carto el contenido de los tubos y se observo
la capacidad del tenso activo para despren-
der el crudo adherido en la superficie del
tubo de vidrio.

Resultados y Discusion

Seleccion de las cepas productoras
de biosurfactantes y de los sustratos
que inducen su producciéon

En la Tabla 1 se representan los resul-
tados del crecimiento de las cuatro cepas so-
bre los 10 sustratos estudiados a la concen-
tracion de 1% v/v o p/v. A concentraciones
de sustrato del 10% presentaron menor cre-
cimiento (menor turbidez relativa) o hubo
inhibicion del crecimiento para el caso de la
parafina liquida. Los sustratos capaces de
provocar crecimiento favorable correspon-
den a los aceites vegetales. La emulsion ob-
tenida a partir de los mismos present6é ma-
yor turbidez. Estos compuestos presenta-
ron poca solubilidad en agua pero capaces
de inducir la produccion de sustancias ten-
so-activas. Aunque existen reportes de sin-
tesis de biosurfactantes por microorganis-
mos que degradan hidrocarburos, algunos
corresponden a sustratos hidrosolubles ta-
les como glucosa, sacarosa, glicerol, o etanol
(12, 17-19). A partir de sacarosa no se ob-
servo crecimiento con las cepa estudiadas.
Medios conteniendo melaza y vinaza, du-
rante los tres dias de incubacion, evidencia-
ron poco crecimiento relativo.

Los valores mas bajos de tension super-
ficial con respecto al control correspondieron
a cultivos crecidos en presencia de aceites
vegetales. En aceite de maiz el menor valor de
tension superficial fue de 23, 15 Dinas/cm
parala cepa BIOMI E3; en aceite de ajonjoli el
menor valor fue de 21,9 Dinas/cm para la
cepa BIOMI E5; en aceite de resino fue de
24,15 Dinas/cm para la cepa BIOMI E3 y en
la mezcla comercial Coposa se registréo un
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Tabla 1
Crecimiento microbiano de las cepas estudiadas con distintas fuentes de carbono.

Fuente de carbono BIOMI E1 BIOMI E3 BIOMI E4 BIOMI E5
Glicerol ok ok sk s
Glucosa ok ok ok ok
Sacarosa No No No No
Melaza * * * s
Vinaza * * * *
Parafina No o No s
Aceite de Maiz sk sk * ok
Aceite de Ajonjoli ik ok ok ok
Mezcla comercial (Coposa) ok *EE * Hokok
Aceite de Resino sokk sk ok sokok

Los cultivos fueron hechos en medio salino con 1% de cada fuente de carbono. Fueron incubadas en agitacion a 30°C
durante 3 dias. El crecimiento se determiné mediante la observacion del incremento relativo de la turbidez. * Poco
crecimiento, **Buen crecimiento, *Muy buen crecimiento, No: No se registro crecimiento con respecto al control

(medios no inoculados).

menor valor de 22,65 Dinas/cm para la cepa
BIOMI Eb. En cultivos logrados en presencia
de glicerol o glucosa también se observaron
caidas significativas de la tensiéon superfi-
cial sobre todo para las especies de P. aerugi-
nosa BIOMI E3 y P. aeruginosa BIOMI E5; En
presencia de melaza y vinaza los valores ba-
jos en la tension superficial no fueron signifi-
cativos para ninguna de las cepas, mientras
que en el caso de los cultivos con parafina li-
quida para las cepas de P. aeruginosa BIOMI
E3 y P. aeruginosa BIOMI Eb, las caidas en la
tension superficial fueron también significa-
tivas.

Con respecto a la prueba de hemolisis,
las cepas de P. aeruginosa BIOMI E3 y BIO-
MI E5 resultaron ser -hemoliticas (resul-
tados no mostrados), lo cual ya ha sido re-
portada previamente para este tipo de bac-
terias (20). Las cepas de P. putida BIOMI E1
y BIOMI E4 no son hemoliticas a los dos
dias de incubacioén.

Aunque se obtuvieron los mejores re-
sultados con los aceites vegetales, decidi-
mos utilizar glicerol para producir los bio-

surfactantes porque interfieren menos, du-
rante el proceso de extraccién y purifica-
cion, que los aceites. Estos ultimos también
son solubles en los solventes de extraccion y
por ende se necesitarian pasos adicionales
de purificaciéon para la obtencion de los bio-
surfactantes. Se seleccionaron las dos ce-
pas de P. aeruginosa como posibles produc-
toras de este tipo de compuestos.

Por otro lado, en cultivos de la cepa de
Pseudomonas putida BIOMI E1 que no fue-
ron procesados a los 3 dias como estaba
programado sino que permanecieron, de-
bido a problemas técnicos relacionados
con la centrifuga, en incubaciéon durante 7
dias a 30°C, en agitacion constante
(156 r.p.m.), se observo que a partir de los
6 dias de incubacién se registraba la for-
macion de espuma en el cultivo. Posterior-
mente a los 7 dias, este cultivo fue centri-
fugado y se le hizo pruebas de tension su-
perficial, obteniendo caidas significativas
similares a las obtenidas para los cultivos
centrifugado de las especies de P. aerugino-
sa. Nos parecio sumamente interesante
este resultado ya que, existiendo pocos
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trabajos reportados sobre los biosurfactan-
tes producidos por P. putida (21) esta espe-
cie es generalmente no patégena en com-
paracion con P. aeruginosa.

Debido a los resultados anteriores se
evaluo el crecimiento de las cepas en medios
de agar sangre a 30°C durante 7 dias, se pre-
tendia también observar si ocurria algun
cambio en la actividad hemolitica de las ce-
pas en comparacion con los cultivos incuba-
dos durante 2 dias. Estos cambios podrian
dar algun indicio del resultado obtenido con
la cepa de P. putida BIOMI E1 en el medio sa-
lino durante 7 dias de crecimiento.

Analisis de los resultados mostraron
diferencias morfologias colonial de las cepas
de P. aeruginosa (BIOMI E5, BIOMI E3) y P.
putida (BIOMI E4 y BIOMI E1), por lo cual se
descart6 la presencia de algun contaminan-
te. Sin embargo se evidencié en forma rele-
vante que las cepa de P. putida BIOMIE1ly P.
putida BIOMI E4 causan a-hemolisis efecto
no antes reportado en la literatura revisada.
Esto probablemente se deba a que general-
mente las pruebas bacteriolégicas conven-
cionales se realizan en un lapso de 3 dias.
En el presente estudio el lapso de incuba-
cion fue de 7 dias y en presencia del medio
minimo salino Davis con glicerol como sus-
trato, pudiendo ser responsable de dicha ex-
presion fenotipica por parte de la cepa en
cuestion. Este cambio metabdlico que
acompanado de la producciéon de un com-
puesto tenso-activo a los 7 dias de creci-
miento es producto de variables no docu-
mentadas en el presente trabajo.

Deteccion de los biosurfactantes
mediante cromatografia de capa fina
(TLC)

Analisis de los resultados de esta prue-
ba indicaron que muestras provenientes de
P. aeruginosa BIOMI E3 y P. aeruginosa BIO-
MI E5 corresponden a mezcla de dos com-
puestos al considerar los valores de Rf obte-
nidos. Dichos compuestos, segiin la magni-
tud de la mancha revelada, estan presentes
en distintas concentraciones, ya que sobre

Tabla 2
Valores de los Rf obtenidos en la cromatografia
de capa fina para los compuestos de las cepas
de P. aeruginosa BIOMI E3 y BIOMI E5.

Solucion de (Rf) (Rf)
biosurfactantes Compuesto Compuesto
A B
BIOMI E5 0.4 0,64
BIOMI E3 0,36 0,54

La cromatografia se realiz6 sobre placas de Silicagel 60
F,5, de 0,2 mm de espesor. El solvente utilizado fue me-
tanol-cloroformoenunarelacion 1,3: 7y fueron revela-
dos mediante luz ultravioletay una mezcla reveladora
de 70% de acido sulfurico, 20% de acido acético y 10%
de agua. La solucién de los biosurfactantes fue obteni-
dadel caldo de cultivo previamente centrifugado y ex-
traidos con acetato de etilo. Luego de concentrarlos,
mediante rotavapor, se suspendieron en una solucion
de bicarbonato de sodio 0,1 M.

la placa cromatografica donde se corrieron
ambas muestras, se observo la presencia de
2 manchas bien definidas (resultados no
mostrados). Adicionalmente, la mezcla de
compuestos parece ser similar para ambas
bacterias de acuerdo al desarrollo del cro-
matograma con la misma mezcla de solven-
tes y valores Rf similares (Tabla 2).

Naturaleza quimica
de los biosurfactantes

Contenido de azucares

Se detecto6 la presencia de azucares to-
tales en las porciones hidrofilicas de los bio-
surfactantes de las soluciones de los extrac-
tos (Tabla 3) de las cepas de P. putida BIOMI
E1l incubada durante 7 dias, P. aeruginosa
BIOMI ES, y P. aeruginosa BIOMI E5 incuba-
das durante 3 dias, sugiriendo la presencia
de carbohidratos. Para las muestras de la
cepa P. putida BIOMI E4, incubada durante
3 dias, el resultado fue negativo al igual que
el control.

Contenido de péptidos

Los resultados obtenidos de la determi-
nacién de péptidos o aminoacidos en mues-
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tras de las soluciones de los biosurfactan-
tes, indicaron ausencia de reacciones visi-
bles con la ninhidrina. En cuanto a la detec-
cion de péptidos cortos es relevante senalar
que la reaccién ocurre con un grupo amino
libre, sin la liberacion de CO,. Generalmente
la aparicion de color es mas intensa en la
reaccion con aminoacidos que con péptidos,
por lo tanto la presencia de estructuras pep-
tidicas debe estudiarse a través de otras téc-
nicas mas sensibles como electroforesis ca-
pilar o HPLC-RP.

Analisis de la estructura quimica
de los biosurfactantes

IRTF

Se identificaron diferentes grupos fun-
cionales en los espectros de los biosurfactan-
tes crudos producidos por las cepas de P. ae-
ruginosa BIOMI E3, BIOMI E5 y BIOMI E1,
correspondientes a alcoholes alifaticos, alco-
holes acidos de grupos carboxilicos y grupos
carbonilos, cuyo espectro de absorcion varia
entre 1.650 cm™ y 1.780 cm™ No se logro re-
gistrar grupos funcional en las soluciones de
la cepa de P. putida BIOMI E4 (Figura 1).

Espectroscopia infrarroja para la cera
BIOMI E1

Se determinoé que las sustancias tenso
activas producidas por P. putida BIOMI E1
son de naturaleza glicolipidica. Se elucidaron
los posibles grupos funcionales presentes en
esta molécula, indicando que la misma con-
tenia los mismos grupos senalados anterior-
mente pero probablemente en su estructura
presente alquenos, amidas 6 aminas, segun
el espectro infrarrojo marcaria la diferencia
con respecto a los espectros de los biosurfac-
tantes producidos por P. aeruginosa BIOMI
E3 y P. aeruginosa BIOMI Eb5.

Espectroscopia de resonancia
magnética nuclear

En muestras correspondientes a P. ae-
ruginosa BIOMI E3 y BIOMI E5 se confirm6
que los compuestos de naturaleza tenso-ac-

Tabla 3
Resultados de densidad 6ptica de la prueba de
azUcares totales para las soluciones de los
biosurfactantes de las cepas en estudio.

Extractos de las cepas D.O. (480nm)
BIOMI E1 0,589
BIOMI E3 0,607
BIOMI E4 0,094
BIOMI E5 0,605

La determinacion de azUcares totales se realiz6 me-
diante el método de fenol-acido sulfdrico y se midi6 la
D.O a 480 nm. El control consistié de los medios sali-
nos sin inocular. El valor de densidad 6ptica de la cepa
BIOMI E4 no se consider¢ significativo.

W

Figural. Espectros de IR del biosurfactante
crudo de P. aeruginosa BIOMI E5 com-
parado con los espectros de los extrac-
tos crudos de P. aeruginosa BIOMI E3
y P. putida BIOMI E1.

tiva producidos por estas bacterias son
rhamnolipidos (Figura 2). Adicionalmente
ambas cepas fueron capaces de sintetizar
una mezcla de al menos dos compuestos, re-
sultados que coinciden con los obtenidos en
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los analisis con TLC. La estructura elucida-
da de uno de los compuestos proveniente de
la cepa P. aeruginosa BIOMI Eb5 fue clasifica-
do como rhamnolipidos de tipo III, producto
tipico producido por P. aeruginosa (1, 18).

Adicionalmente el otro compuesto de-
tectado en los extractos contiene una sola
molécula de rhamnosa, un monorhamnoli-
pido, sin embargo por razones técnicas no
fue posible elucidar completamente la por-
cion hidrocarbonada del compuesto, por lo
cual se infiere que corresponde a un rham-
nolipido de tipo I, también producto tipico
de P. aeruginosa. En la misma figura se re-
presentan los espectros proténicos del ex-
tracto crudo de BIOMI E5 y BIOMI E3. Re-
saltando la similitud que existe entre ambos
espectros, se infiere que ambos biosurfac-
tantes son iguales, ya que las pequenas dife-
rencias observadas pueden deberse a que
con el extracto crudo de P. aeruginosa BIOMI
Eb se utiliz6 metanol deuterado como sol-
vente y con el extracto crudo de P. aerugino-
sa BIOMI E3 se utiliz6 dimetil sulfoxido deu-
terado. Los solventes utilizados pueden dar
origen a ligeras variaciones.

Propiedades de los biosurfactantes

En la Tabla 4 se representan los resul-
tados de la prueba de emulsion. En las
muestras provenientes de la cepa P. putida
BIOMI E4 no se observo emulsion; en mues-
tras correspondientes a P. aeruginosa BIOMI
E5 se report6 un porcentaje de emulsion del
50%, mientras que para BIOMI E3 el por-
centaje fue de 83,13%. En las muestras ori-
ginadas de P. putida BIOMI E1 se obtuvo un
valor del 16,6%. Adicionalmente, se pudo
observar que la emulsion de la parafina cau-
sada por los biosurfactantes de P. aerugino-
sa BIOMI E5 es similar en cuanto a la apa-
riencia de la distribucion, a la emulsion cau-
sada por el extracto de la cepa BIOMI E3, a
pesar de que el porcentaje de parafina emul-
sionada para el extracto de la cepa BIOMI E3
es mayor que el de la cepa BIOMI Eb5. Ya que
los resultados arrojados por los analisis de
TLC, de IRTF y de RMN indican que se tratan

bede
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Figura 2. Espectrosde RMNH! de los extractos
crudos de P. aeruginosa BIOMI E5
comparado con el espectro de
RMNH! de P. aeruginosa BIOMI E3, el
primero fue realizado con metanol
deuterado como solvente y parael se-
gundo se utilizé como solvente dime-
til sulféxido.

de moléculas similares, la diferencia senala-
da anteriormente podria deberse a que el ex-
tracto crudo de la cepa BIOMI E3 estuviese
enriquecido con el biosurfactante. En cuan-
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Tabla 4
indice de emulsién de las soluciones de biosurfactantes

CONTROL BIOMI E1

BIOMI E3 BIOMI E4 BIOMI E5

%PE, 0 16,6

83,13 0 50

%PE,, representa la cantidad de parafina liquida emulsionada durante 2 minutos y mantenida a 30°C durante 12 ho-
ras. Los valores se obtuvieron midiendo la cantidad de parafina no emulsionada en tubos calibrados de 15 mLy pos-
teriormente relacionando este valor con el volumen total de parafina agregada. La fases internas de las emulsiones
fueron parafinaliquida (6 mL) y la fases externas fueron 4 mL de la solucion de biosurfactante de cada cepa. El control

fue el extracto del medio con glicerol, sin inocular.

to a la estabilidad de las emulsiones produ-
cidas por las soluciones de los biosurfactan-
tes de P. aeruginosa BIOMI E5 y BIOMI E3 a
temperatura ambiente, su duracion fue de 4
a 8 meses, mientras que la estabilidad de la
emulsion producida por la solucion del ex-
tracto de P. putida BIOMI E1 se mantuvo
solo por algunos dias. Estas diferencias pre-
sentes en el tipo de emulsion y tiempo de es-
tabilidad podria deberse a los grupos funcio-
nales detectados por IRTF que alteran el ba-
lance hidrofilico lipofilico (HLB) del biosur-
factante, originando un comportamiento
distinto al observado en las emulsiones pro-
ducidas por las soluciones de los biosurfac-
tantes de P. aeruginosa BIOMI E5 y BIOMI
E3. Adicionalmente se determiné la presen-
cia de actividad hemolitica en los biosurfac-
tantes de P. putida BIOMI E1, P. aeruginosa
BIOMI E3 y BIOMI E5.

Solubilizacién de crudo pesado

Se determinoé visualmente la capacidad
que tienen el compuesto o mezcla originado
por la cepa de P. aeruginosa BIOMI E3 para
permitir la remocion del crudo pesado, de-
jando las paredes del tubo de ensayo libre
del mismo. Esto demuestra la capacidad de-
tergente de este tipo de compuesto (22- 24).
Los demas biosurfactantes no se utilizaron
debido a que no se contaba con suficiente
solucion para esta prueba.

Es relevante destacar que los compues-
tos tenso-activos producidos por las bacte-
rias estudiadas principalmente correspon-
diente a P. aeruginosa soportan cambios
bruscos de pH y temperatura. Aspecto que se

evidencia desde los cultivos asi como en los
sucesivos pasos de extraccion, tanto la tem-
peratura como el pH se han variado drastica-
mente, desde temperaturas de 121°C en el
paso de esterilizacion, hasta temperaturas
de — 20°C durante congelamiento.

Tension superficial

En cuanto a la tension superficial, tene-
mos que para el agua fue de 68,42 dinas/cm.
La pequena disminucion que se observa con
respecto al valor estandar puede deberse a la
modificacion implementadas para medir vo-
lumenes menores a los requeridos por el apa-
rato y temperatura operativa. Los resultados
de tension superficial de las soluciones de los
biosurfactantes fueron de 30,86 dinas/cm
parala cepa BIOMI E1; 28,51 dinas/cm para
la cepa BIOMI E3; 51,03 dinas/cm para la
BIOMI E4 y 30,5 dinas/cm para la cepa BIO-
MI E4. El control presenté un valor de 51,03
dinas/cm. Adicionalmente, se puede ver que
todos los extractos que presentan caida en la
tension superficial tienen valores muy apro-
ximados entre si, estos valores no se pueden
tomar como pertenecientes a un solo com-
puesto ya que se trata de biosurfactantes
crudos.

Conclusiones

Se comprob6 que los microorganismos
que conforman los cultivos mixtos utiliza-
dos en la biodegradacion de gasoil y diben-
zotiofeno disueltos en parafina en trabajos
anteriores (10, 11) forman emulsiones debi-
do a la produccion de biosurfactantes. Esta
caracteristica aunada a la capacidad de las
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cepas para degradar hidrocarburos las hace
potencialmente utiles en procesos de biorre-
mediacion y tratamiento de contaminantes.

Las cepas P. aeruginosa BIOMI E5 y P.
aeruginosa BIOMI E3 producen biosurfac-
tantes en medio salino con glicerol como
fuente de carbono. Adicionalmente, se com-
probo que son -hemoliticas a los 2 dias de
crecimiento. Los sustratos 6ptimos para la
produccion de estos biosurfactantes y para
el crecimiento de los microorganismos en
cuestion resultaron ser los aceites vegetales
de maiz, ajonjoli, resino y otras mezclas co-
merciales (Coposa). Estos aceites podria ser
una eleccion adecuada a la hora de producir
estos compuestos en sustratos economicos
y podemos pensar que aparte de los biosur-
factantes se producirian otros metabolitos
provenientes de la degradacion de los acei-
tes con propiedades también tenso activas.
Tal vez, por esta razén encontramos los va-
lores mas bajos de tension superficial en los
sobrenadantes de los cultivos realizados con
estos aceite vegetales.

En cuanto a las cepas de P. putida BIO-
MIE1 y P. putida BIOMI E4 son a-hemoliticas
a los 7 dias de incubacion. Se determiné que
la cepa de P. putida BIOMI E1 mantenida du-
rante este tiempo en incubacioén, produce un
compuestos tenso-activo de naturaleza glico-
lipidica con caracteristicas similares a los
biosurfactantes producidos por las cepas de
P. aeruginosa BIOMI E5 y P. aeruginosa BIO-
MI E3. Pese a que no se realizaron estudios
concluyentes al respecto es interesante el re-
sultado anterior ya que se trata de una espe-
cie no patégena que podria utilizarse en la
produccion del biosurfactante.

Los biosurfactantes estudiados poseen
la actividad hemolitica registradas en las ce-
pas que los producen. Se determiné que es-
tas sustancias tenso-activas soportan cam-
bios bruscos de temperatura y de pH, y que
ademas son eficientes en la formacion de
emulsiones de hidrocarburos tales como pa-
rafina liquida y petroleo. Estas fueron esta-
bles por mas de 3 meses y se comprobo tam-

bién su eficientes en la remocion (detergen-
cia) de crudo pesado.

Se elucidaron los posibles grupos fun-
cionales presentes en los biosurfactantes
por la técnica de IR, la cual indicé que los
compuestos originados por las cepas de P.
aeruginosa BIOMI E3 y P. aeruginosa BIOMI
Eb contenian grupos como alcoholes, acidos
carboxilicos, carbonilos, grupos metilos y
cadenas de metilenos mayores o iguales a
cuatro miembros, ademas se sugirié6 por
medio de esta técnica que probablemente
son sustancias muy similares. Las conclu-
siones de los analisis de Resonancia Magné-
tica Nuclear nos permiten conocer que los
biosurfactantes producidos por las bacte-
rias de P. aeruginosa BIOMI E3 y P. aerugino-
sa BIOMI Eb son rhamnolipidos de tipo Il y
probablemente también se encuentre pre-
sente el de tipo L.
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