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Sintesis

SINTESIS

El descubrimiento y explotacion del petrdleo crudo ha tenido un impacto positivo en el
desarrollo de la economia y la sociedad, sin embargo, su avance genera
contaminacion al medio ambiente, a la vez que disminuyen las reservas. La evolucion
de las tecnologias sostenibles ha conducido a la busqueda de compuestos naturales
biodegradables para darle solucidén a esta y otras problematicas. Se espera que en los
préximos afos los tensioactivos bioldgicos sustituyan a los quimicos, aunque adn esta
limitado por la poca disponibilidad de compafiias que los produzcan a escala industrial,
y los costos de produccion y purificacion. En este trabajo se evalu6 la produccion de
biotensioactivos de 23 cepas provenientes de ecosistemas contaminados con
hidrocarburos, siendo los ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa Y 3-
B1A los mas eficientes y eficaces. Se presenta una estrategia de cultivo que
incrementa 2,91 veces la productividad volumétrica de ramnolipidos. Se comprobé la
potencialidad del crudo de ramnolipidos (sin purificar), de formar emulsiones estables
con queroseno Yy petréleo crudo en condiciones extremas de pH, salinidad y
temperatura. Este es un bioproducto versétil que permiti6 a escala de laboratorio
remover el 85,5 % del vanadio de sedimentos contaminados y recuperar el 21 % del
petréleo crudo atrapado en columnas, confirmando su posible uso en la recuperacién
mejorada de crudo. Ademas, se determind que tiene un efecto positivo como agente
bioestimulador de la degradacion de hidrocarburos en tres escalas diferentes

(laboratorio, microcosmos y campo) sin provocar efectos toxicos.
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1. INTRODUCCION

El petréleo crudo es crucial para la economia mundial, por ser un producto basico para
la generacion de energia y en varias industrias: automovilistica, manufactura,
farmacéutica, quimica, produccion de fertilizantes, pesticidas y plasticos [1, 2]. La
investigacion y exploracion de los combustibles fésiles, y el uso de hidrocarburos,
como el petrdleo crudo, ha tenido un impacto positivo en la economia y la sociedad [3].
Sin embargo, el incremento de la produccién petrolera genera dos fenémenos
importantes: (I) incremento de la contaminacion ambiental [1], la cual se ha convertido
en un problema de gran urgencia. Los contaminantes producidos por estas actividades
tales como metales pesados y compuestos organicos e inorganicos recalcitrantes
terminan en los suelos, rios y océanos, resultando perjudiciales para la flora y fauna
terrestre y marina [4]. Y (Il) la declinacién de la produccion de petréleo crudo en las
préoximas décadas, lo que podria provocar un aumento de su precio en el mercado en
un tiempo relativamente corto. Ademas, es necesario tener en cuenta que el suministro
del combustible fosil depende de la estabilidad socio-politica de los paises productores
[3, 5, 6].

La declinacién de las reservas de crudo ligero ha propiciado el incremento en la
exploracién y explotacion del crudo pesado. La mayoria de los crudos contienen
diferentes metales (sodio, potasio, litio, calcio, estroncio, cobre, plata, vanadio,
manganeso, estafio, plomo, cobalto, titanio, oro, cromo y niguel) en concentraciones
gue varian desde elementos trazas a 1000 ppm dependiendo del origen. De estos
metales los mas abundantes e indeseables son el vanadio (0,1 — 1200 ppm) y el niquel

(traza a 150 ppm) [7]. El vanadio estd ampliamente distribuido en el planeta y ha sido
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reconocido como un contaminante potencialmente peligroso al mismo nivel que el
mercurio, plomo y arsénico [8—10].

El incremento de la concentracion de vanadio en el medio ambiente se considera
alarmante. Aunque el contenido total de este metal sigue siendo util en muchas areas,
el conocimiento de la especiacion es de gran importancia debido a que la toxicidad,
movilidad, biodisponibilidad y bioacumulacion dependen de las especies quimicas. Las
caracteristicas bioldgicas y fisiologicas del vanadio también dependen de sus estados
de oxidacién, los cuales son principalmente cationes con valencia +4 y +5 en
minerales. Generalmente, los compuestos V (+5) son mas moviles y mas téxicos para
las plantas y animales que los V (+4). Los niveles altos de vanadio tienen un efecto
adverso en la biomasa microbiana y la actividad enzimatica en el suelo [11].

Los avances en las tecnologias sostenibles han conducido a la busqueda de
compuestos naturales biodegradables, para sanear ecosistemas contaminados con
hidrocarburos [12, 13]. La legislacion ambiental y las restricciones gubernamentales
relacionadas con el uso de detergentes tdxicos en productos también ha contribuidos
al desarrollo del uso de los biotensioactivos como posible alternativa a los tensioactivos
sintéticos [3]. En comparacion con estos ultimos, los biotensiaoactivos son mas
eficientes en la reduccién de la tensién superficial e interfacial, son mas tolerantes a
altas temperaturas, asi como a valores extremos de pH y fuerza indnica. Los
biotensioactivos son considerados la proxima generacion de los tensioactivos
industriales debido a su compatibilidad con el medio ambiente, su baja (o nula)
toxicidad y su alta biodegradabilidad entre otras ventajas [1, 3, 14]. También son

considerados productos versatiles gracias a su amplia aplicabilidad en la industria
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petrolera, quimica, alimenticia, farmaceéutica, textil, cosmética y agricola [15-17].
Actualmente los biotensioactivos representan el 5 % del mercado de tensioactivos [5],
sin embargo, en un futuro no muy lejano se espera que el mercado de los
biotensioactivos supere al de los tensioactivos sintéticos [3, 5, 6].

Los biotensioactivos constituyen un grupo de compuestos estructuralmente diversos,
qgue va desde moléculas simples como los fosfolipidos y acidos grasos hasta
glicolipidos, lipopétidos y polimeros de alto peso molecular. La parte hidrofilica puede
estar compuesta por un carbohidrato, aminoacido, péptido ciclico, fosfato, acido
carboxilico o alcohol; mientras que la hidrofébica, puede estar compuesta por cadenas
largas de acidos grasos, acidos grasos hidroxilados u otras estructuras [1, 13, 18]. La
mayoria de los biotensioactivos son glicolipidos, de estos los mas conocidos son los
ramnolipidos y soforolipidos [19-21].

Los ramnolipidos son metabolitos extracelulares producidos principalmente por
Pseudomonas aeruginosa en una amplia variedad de sustratos [22-24]. Son
adecuados para varias aplicaciones industriales debido a su actividad superficial y
biologica. Se han empleado en la biorremediacion de hidrocarburos, metales pesados,
pesticidas, plasticos; en la recuperacion mejorada de petréleo; en la agricultura, y en
la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica [3, 14, 25-27]. Algunos ramnolipidos
tienen propiedades antibacterianas, antifungicas y antivirales [27, 28].

El registro de patentes internacionales para la aplicacion de biotensioactivos crece de
manera significativa afio tras afo. Las estadisticas muestran que existen en el mundo
mas de 250 patentes relacionadas con biotensioactivos y bioemulsificantes, de las

cuales el 33 % est4 relacionada con la industria petrolera [12].
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La remocion de hidrocarburos por métodos fisicos por lo general es costosa e
inefectiva. Los procesos de descomposicion biolégica de estos compuestos son muy
lentos; debido a la baja biodisponibilidad de los hidrocarburos para los
microorganismos gue son capaces de emplearlos como fuente de carbono y energia.
Los biotensioactivos pueden incrementar la capacidad de las bacterias de biodegradar
hidrocarburos mediante dos mecanismos: (i) el incremento de la biodisponibilidad del
sustrato y (ii) modificacién celular, incluyendo cambios en la hidrofobicidad superficial
y la permeabilidad de la membrana [29].

En las ultimas décadas se ha incrementado la investigacion enfocada hacia el uso de
los ramnolipidos para remover metales pesados contaminantes de suelos [30]. La
remocién de metales pesados del suelo empleando biotensioactivos ocurre en tres
fases: (1) ad/absorcion del biotensiaoctivo a la superficie del suelo y acomplejamiento
con el metal, (2) desorcion del metal del suelo hacia la solucion y (3) asociacion del
metal con las micelas. Los metales pesados son atrapados dentro de las micelas
mediante interacciones electrostaticas y se pueden remover facilmente de ellas a
través de procesos de precipitacion o separacion por membrana [16].

Actualmente, el mayor mercado emergente de biotensioactivos en la industria petrolera
corresponde a la exploracién de petréleo crudo pesado; el empleo de estos tiene
ventajas sobre los tensioactivos quimicos en procesos de extraccion, transportacion,
almacenamiento y refinacion [5, 14, 31, 32].

La recuperacion mejorada de crudo con microorganismos (MEOR, por sus siglas en
inglés), es un tratamiento terciario de recuperacion de crudo que se aplica cuando la

inundacion por agua deja de ser econdémica y se han agotado todos los métodos
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secundarios [33]. Los biotensioactivos son los compuestos producidos por
microorganismos con mayor potencialidad para aplicaciones en MEOR [26]. Estos son
efectivos para incrementar la recuperacion de crudo de reservorios agotados por
diferentes mecanismos: reduccion de la tension superficial e interfacial, alteracion de
la humectabilidad y emulsion del crudo [34]. A escala de laboratorio ha sido
demostrada la factibilidad del empleo de biotensioactivos ex situ en MEOR con
resultados favorables de estabilidad, reduccién de tensiones superficial e interfacial,
capacidad de emulsificacion y por cientos de recuperacion comparables a métodos
fisicos y quimicos [26]. Sin embargo, su aplicacion a escala de campo no se ha
considerado apropiada debido a los altos costos de produccién, el escalado en
biorreactores, los bajos rendimientos [26] y a la poca disponibilidad de compafiias que
lo producen a escala industrial [3, 35].

Los costos de extraccion y purificacion de los biotensioactivos pueden llegar a
constituir el 60 % del costo de cualquier producto biotecnoldgico [5, 26]; la fuente de
carbono en ocasiones representa el 50 % [3, 36]. A pesar de que en las dos Ultimas
décadas se han realizado numerosas investigaciones con el objetivo de disminuir los
costos de produccién de biotensioactivos, su contraparte quimica sigue siendo mas
rentable[5]. Para que sea econémicamente factible la aplicacion de los biotensioactivos
en la biorremediacién de hidrocarburos, remocién de metales y MEOR; se pueden
emplear materias primas residuales o baratas y utilizar el biotensioactivo en su forma
cruda sin ningun proceso de purificacion [3, 26, 36].

Teniendo en cuenta los antecedentes planteados se define como problema de la

investigacién que la contaminacion ambiental por hidrocarburos y metales pesados,
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generada por la industria petrolera y la extraccién de crudo de los yacimientos en
declive, requieren del desarrollo de estrategias que contemplen el empleo de
productos eco-amigables para alcanzar un desarrollo econdémico y social sostenible.
Se plantea como punto de partida de la investigacién la siguiente hipoétesis: los
ramnolipidos producidos por una cepa bacteriana se pueden emplear en el disefio de
una estrategia para disminuir la contaminacién generada por la industria petrolera, y
en la recuperacion de crudo de yacimientos en declive. Para aceptar o refutar la
hipoétesis se propone como objetivo general:
Evaluar la produccién de ramnolipidos sintetizados por una cepa bacteriana y la
aplicabilidad de estos en la industria petrolera.
Objetivos Especificos
1. Seleccionar una cepa bacteriana, aislada de un ecosistema contaminado con
hidrocarburos, productora de ramnolipidos.
2. Caracterizar utilizando métodos fisicos, quimicos y ecotoxicologicos, los
ramnolipidos producidos por la cepa seleccionada.
3. Disefiar una estrategia de cultivo para incrementar la productividad volumétrica
de los ramnolipidos producidos por la cepa seleccionada.
4. Evaluar la estabilidad del crudo de ramnolipidos obtenidos para su aplicacion
en la industria petrolera.
5. Determinar el efecto de la aplicacion del crudo de ramnolipidos en la remocion
de vanadio de sedimentos, la biodegradacion de hidrocarburos en ecosistemas

contaminados y el recobro de petrdleo en columnas.
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Novedad cientifica

Se establece una nueva estrategia de cultivo para incrementar la productividad
volumétrica de ramnolipidos por la cepa Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A, la que
combina la concentracion de biomasa inicial 6ptima con la adicion de inductor en
cuatro ciclos de cultivo discontinuo.

Se informa por primera vez el empleo de ramnolipidos en la remocion de vanadio de
sedimentos, lo que podria favorecer la reutilizacion de catalizadores
hidrodesmetalizadores en el proceso de refinacion de petréleo y la recuperacion del
metal.

Se aplica por vez primera en el proceso de biorremediacién de petréleo en campo un
crudo de ramnolipidos, inactivandose la viabilidad celular con calor himedo sin
afectacion de la estabilidad de las emulsiones.

Aporte teérico

El protocolo empleado en la seleccién de la cepa productora de ramnolipidos fue
efectivo y se desarroll6 de forma escalonada, este podra emplearse en la blsqueda
de nuevas cepas. Se parti6 de cepas aisladas de ecosistemas contaminados con
hidrocarburos, su posterior cultivo en medios enriquecidos y la deteccién de la
actividad superficial por métodos sencillos y rapidos; la identificacién de la cepa; y
finalmente la caracterizacion y purificacion de los biotensioactivos.

Los métodos y procedimientos descritos en este trabajo podran utilizarse en otras
investigaciones relacionadas con posibles aplicaciones de los biotensioactivos en la

industria petrolera.
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La estrategia para incrementar la productividad volumétrica incorporé conocimientos
sobre la fisiologia y el metabolismo del glicerol del género Pseudomonas, la
metodologia empleada podra aplicarse en estudios similares.

Importancia practica

Las estrategias de incremento de la productividad volumétrica del ramnolipido podran
emplearse en la produccion a mayor escala con el fin de reducir los costos.

El crudo de ramnolipidos obtenido estara a disposicion de la industria petrolera, la cual
podra emplearlo en el saneamiento y recuperacion de ecosistemas impactados por
derrames accidentales de hidrocarburos de petréleo; en sistemas de tratamiento de
residuales oleosos; en areas de tratamiento de residuos sélidos petrolizados y para
incrementar los niveles de produccion de crudo en yacimientos con baja productividad.
Los ramnolipidos también podran emplearse en sistemas de descontaminacion de
catalizadores agotados previa disposicion final y en la recuperacién de vanadio a partir

de estos.
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2.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Biotensioactivos
Los biotensioactivos son los tensioactivos naturales mas estudiados y tienen
propiedades semejantes a los quimicos [32]. Son compuestos anfipaticos sintetizados
por los microorganismos durante su crecimiento en sustratos especificos, durante la
fase estacionaria o en respuesta a las condiciones ambientales. Estos pueden ser
productos intracelulares o extracelulares [24, 27, 37].
Existe una amplia variedad de microorganismos descritos en la literatura como
productores de biotensioactivos: levaduras, bacterias y algunos hongos filamentosos,
lo que contribuye a la diversidad en la composicién quimica [38]. Cada microorganismo
generalmente produce un tipo de biotensioactivo particular. Las cepas productoras
mas citadas en la literatura pertenecen a los géneros de bacterias Pseudomonas y
Bacillus [16, 39].
Generalmente los biotensioactivos comparten propiedades que los hacen mas
atractivos para su empleo que los tensioactivos convencionales. La Tabla 1 muestra
las ventajas y desventajas de su produccién y empleo.
La mayoria de los biotensioactivos estudiados son glicolipidos, estos son
carbohidratos en combinacién con cadenas largas de &cidos alifaticos o acidos
hidroxialifaticos. Consisten en mono-, di-, tri- y tetra-sacaridos, que incluyen glucosa,
manosa, galactosa, ramnosa, acido gluconico y sulfato de galactosa. Por lo general la
composicion del acido graso es un fosfolipido similar a los de las estructuras del
microorganismo productor. Los glicolipidos mas comunes son los ramnolipidos y

soforolipidos [28, 37, 39, 40].



Tabla 1. Ventajas y desventajas de la produccion y empleo de los biotensioactivos.

Ventajas

Desventajas

Biodegradables: son faciles de biodegradar por bacterias y
hongos. Su empleo en la biorremediacion o dispersion de crudo
no implica la adicion de un contaminante mas

Baja toxicidad: existen muy pocas publicaciones acerca de
ensayos de toxicidad a biotensioactivos, aun asi se consideran
no toxicos o con muy baja toxicidad

Biocompatibilidad y digestibilidad: su presencia en la naturaleza
no altera la actividad de los organismos vivos, lo que posibilita su
uso en productos cosmeéticos, farmacéuticos, como aditivo en
alimentos y en procesos de biorremediacion

Econdmicamente aceptables para su aplicacién en la industria
del petréleo: se pueden producir a partir de un gran numero de
materias primas, incluyendo residuos industriales.

Diversidad estructural y especificidad: su estructura depende del
tipo de microorganismo y de las condiciones de cultivo, entre
otras; por lo que son especificos en su accién

Estabilidad y efectividad: muchos de ellos mantienen estas
propiedades en condiciones extremas de temperatura, pH y
salinidad

La actividad hemolitica de algunos puede romper
los eritrocitos a 37°C

Generalmente las cepas muestran baja
productividad. Las cepas super productoras y
recombinantes son escasas.

La obtencién de un biotensioactivo puro requiere
de varias etapas y es costoso

La produccion a gran escala requiere de una
inversion elevada

Elaborada con informacion de [24, 28, 39-42]
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2.2. Ramnolipidos: biosintesis y caracteristicas
Los ramnolipidos son los glicolipidos mas populares y mejor estudiados [14, 22, 43],
en su estructura una (monoramnolipidos) o dos (diramnolipidos) moléculas de
ramnosa estan unidas a una o dos moléculas de acido B-hidroxidecanoico [32, 44, 45].
Estos compuestos son sintetizados principalmente por Pseudomonas spp. [27, 32]. Es
un grupo diverso en el cual se han descrito mas de 60 congéneres [46]
La via de biosintesis de ramnolipidos, descrita por primera vez por Jarvis y Johnson
en 1949[47], esta entrecruzada con la formacién de varios polisacaridos. La sintesis
de novo de la mitad hidrofébica ocurre mediante las clasicas sintetasas de &cidos
grasos de tipo Il. La sintesis de las mitades de los acidos grasos de lactonas N-acilo,
homoserina lactona y 4-hidroxil-2-alquiquinolona (HAQ) estan estrechamente
vinculadas entre si.
La biosintesis de ramnolipidos se produce en tres etapas principales (Figura 1). En el
primer paso, la enzima ramnosiltransferasa RhIA cataliza la sintesis de los acidos
3-(3 hidroxialcanoiloxi) alcanoicos (HAA) mediante la esterificacién de dos moléculas
de 3-hidroxiacilo unidad a la proteina portado de acilo (ACP), provenientes de la
sintesis de novo de acidos grasos. La ramnosiltransferasa RhIB une una molécula de
HAA con una dTDP-L-ramnosa proveniente de la glucosa-6-fosfato para dar lugar a un
monoramnolipido. La ramnosiltransferasa RhIC cataliza la condensacion de una
dTDP-L-ramnosa y un monoramnolipido para formar diramnolipidos [48, 49].
Adicionalmente la sintesis de ramnolipidos esta controlada por sefiales ambientales y
el sistema quorum sensing (QS). Este sistema a su vez esta controlado por

autoinductores como las lactonas acil homoserinas y moléculas sefial quinolona de
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Pseudomonas (PQS) [48, 50]. La produccién de PQS alcanza su maximo en la fase
estacionaria [48].
Generalmente los ramnolipidos son sensibles a los cambios de pH debido a la
presencia de acidos libres en su estructura; la actividad superficial y la solubilidad son
las propiedades mas afectadas. De forma semejante a los tensioactivos sintéticos, los
ramnolipidos pueden reducir la tension superficial e interfacial, y actuar como agentes
emulsionantes y dispersantes. Las soluciones acuosas de ramnolipidos tienen, por lo
general, una tension superficial de 30 mN.m, aunque se han informado valores de
hasta 23 mN.m [45, 51-56]. Estos biotensioactivos tienen valores muy bajos de
concentracion micelar critica (CMC), la que también depende de la estructura
molecular y del pH [45]. Los valores informados en la literatura varian de 5 hasta 200
mg.L? [24, 51].

2.3. Seleccién de microorganismos productores de ramnolipidos
Desde los afios 70 del pasado siglo se han desarrollado ensayos para la seleccién de
cepas productoras de biotensioactivos. Los primeros métodos limitaban el trabajo a un
ndamero de muestras reducido. En la actualidad la automatizacién y miniaturizacion de
algunos métodos ha posibilitado el desarrollo de analisis de alto rendimiento, sin
embargo estos métodos no han introducido nuevos principios [57].
La clave para aislar nuevos microorganismos productores se basa en una estrategia
eficiente de seleccion, que debe estar conformada por tres pasos: muestreo,
aislamiento y caracterizacion. Teniendo en cuenta la ubicuidad de los microorganismos
productores de tensioactivos y las funciones fisiologicas de estos compuestos

descritas por Ron y Rosenberg [58], se podria muestrear en practicamente cualquier
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tipo de ecosistema, sin embargo, es mas eficiente el proceso cuando se parte de
ecosistemas contaminados con compuestos organicos hidrofobicos o de ecosistemas
acuaticos [43, 59-63].

En el aislamiento es recomendable emplear medios cuya fuente de carbono sea un
compuesto hidrofébico. Este método ha sido ampliamente probado, pero no garantiza
gue todos los microorganismos que se desarrollen sean productores, obteniéndose
bajos porcentajes de positivos. Este resultado conduce al tercer paso de la estrategia:
la caracterizacion. Teniendo en cuenta que los biotensioactivos constituyen un grupo
de biomoléculas estructuralmente muy variado, los métodos utilizados se basan en los
efectos fisicos de los tensioactivos [57]. Estos métodos brindan fundamentalmente
resultados cualitativos, los cuales resultan suficientes para una primera etapa de
seleccién [40]. Se recomienda emplear una combinacion de varios métodos para evitar
falsos positivos [19]. La Tabla 2 muestra un resumen de los métodos mas empleados
segun la literatura consultada.

2.4. Produccion de ramnolipidos a gran escala

En las dltimas dos décadas se ha incrementado el numero de publicaciones y de
patentes relacionadas con la obtencion y usos de los ramnolipidos [64], sin embargo
existen pocos informes sobre su produccién y comercializacion a gran escala [65, 66].
En 2013 la produccion de biotensioactivos fue de 344 mil toneladas y en 2016 las
ventas superaron la cifra de 1,8 mil millones de ddlares. Los estimados de 2018 fueron
de 2,21 mil millones y 442 mil toneladas. La tasa anual de crecimiento en el periodo
2014-2020 fue de 4,3 % [3, 12, 27, 36]. En el 2013 el principal mercado fue el europeo,

con un consumo de 178,9 mil toneladas (50 % del consumo global). Norteamérica fue
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Tabla 2. Métodos de ensayos para la seleccién de microorganismos productores de
biotensioactivos.

o » Analisis .
Técnica Analitica — — Tiempo
Cualitativo Cuantitativo

Medida directa de la tension

o _ . ++ + Minutos
superficial e interfacial
Ensayo de ruptura de la gota ++ - Minutos
Ensayo en Micro placa ++ - Minutos
Ensayo de Penetracion ++ - Minutos
Ensayo de dispersion de ,
i ++ - Minutos
petréleo
indice de emulsificacion + - Dias
Solubilizacién de cristales de )
+ - Dias
antraceno
Adhesion bacteriana a '
) + - Minutos
hidrocarburos
Cromatografia de interaccién
. - + - Horas
hidrofébica
Réplica en placa con )
o + - Dias
polietileno
Ensayos con agregados de sal + - Minutos
Ensayo en placas de Agar )
+ - Dias
CTAB
Hemolisis + - Dias

Analisis Cualitativo: ++, muy eficiente; +, eficiente
Analisis Cuantitativo (medida de la actividad superficial): +, si; -, no
Elaborada a partir de varios autores [40, 67]
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el segundo mayor consumidor ese afio (mas del 25 %) y el bloque Asia-Pacifico,
aungue con un consumo bajo mostré tendencias al incremento en los afios siguientes
[12]. Se espera que para el 2023 la venta de biotensioactivos alcance los 2,6 mil
millones, y que la venta de los ramnolipidos y soforolipidos crezca en un 8 %, para una
produccion en 2024 de 540 mil toneladas [68]. Otro estudio de mercado predice que la
venta global de biotensioactivos en el 2022 excedera la cifra de 5,52 mil millones, con
una tasa compuesta de crecimiento anual de 5,6 % de 2017 a 2022 [3].

Sin embargo, uno de los principales obstaculos para ampliar el uso de los
biotensioactivos en la industria es su alto costo de producciéon. Mientras el precio
promedio de los tensioactivos sintéticos es de uno a cuatro doélares por kilogramo, el
precio promedio de los soforolipidos (los mas rentables hasta la fecha) es 34 por kg.
El precio de los ramnolipidos en el mercado, dependiendo del grado de pureza y de la
manufactura, varia de $1,50 a $ 1500 el gramo [5].

El alto precio de los biotensioactivos se debe a varios factores: bajos rendimientos,
tiempos largos de produccién, alto costo de los procesos de recuperacién y purificacion
y el costo energético requerido para la esterilizacion, el mantenimiento de las cepas
[3, 27, 36].

En busca de una solucién a esta problematica se han propuesto varias estrategias,
incluyendo el uso de materias primas mas econémicas (ej., residuales industriales), el
desarrollo de procesos con mayor costo/beneficio (optimizacion de la produccion y del

procesamiento/purificacion) y el disefio de cepas super productoras [20, 27, 36, 64].
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2.4.1. Estrategias paraincrementar el rendimiento de ramnolipidos
Existen dos campos de estudio para obtener ramnolipidos a bajo costo: mediante
selecciéon o modificacion genética de cepas superproductoras y las estrategias de
fermentacion [44, 69, 70]. En cuanto a las estrategias de fermentacion (Figura 2), se
han establecido algunos disefios en las Ultimas décadas para lograr que los
biotensioactivos sean productos econdémicamente comercializables [36]. La
metodologia de superficie de respuesta y los métodos estadisticos se han aplicado en
la optimizacion de la composicion de los medios de cultivo para la produccién de los
biotensioactivos; asi como la coproduccion con otros metabolitos econémicamente
importantes [3].

Las estrategias de cultivo descritas hasta el momento para producir ramnolipidos
incluyen estudios en erlenmeyers agitados, cultivos discontinuo y discontinuo
alimentados, continuos.

El cultivo bajo condiciones limitantes de nitrégeno y fésforo ha sido la variante que ha
predominado [36]. En todos los casos se requiere de la realizacién de estudios
cinéticos una vez que se obtenga una cepa promisoria [69].

En la literatura se pueden encontrar referencias de investigaciones empleando
sustratos poco solubles como los residuos de la refinacion del aceite de oliva, de soya,
de girasol y residual de fritura. Otros autores han optado por fuentes de carbono con
mayor solubilidad, como el suero lactico, el licor de remojo de maiz, residuos de la
cafa de azucar, melaza de soya y glicerol [6, 16, 71-73]. Se considera que con
sustratos hidrofilicos la productividad es mas baja [65]. El empleo de glicerol para

elevar la productividad se ha vuelto atractivo teniendo en cuenta el incremento de la
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produccion de biodiesel. La produccion de una tonelada de biodiesel genera
aproximadamente 100 kg de glicerol con un precio que varia de $ 0,04 a 0,33 por
kilogramo, la industria europea del biodiesel genera aproximadamente 600 mil
toneladas por afio, con una tendencia a incrementarse [35].

Varios autores han informado que la mayoria de las estrategias de produccion actuales
emplean métodos tradicionales basados en experimentos simples, donde se evalta
un solo factor a la vez para mejorar la produccién [38, 66]. Estas estrategias
convencionales generan un gran volumen de trabajo experimental, consumen mucho
tiempo y pueden conducir a resultados poco fiables y a falsas conclusiones. En la
tltima década ha crecido la tendencia a emplear el disefio de experimento para
optimizar la produccion [66]. Los disefios estadisticos mas empleados son la
metodologia de superficie de respuesta (disefio de compuesto central y Box-Behnken)
y disefios factoriales (disefio factorial de dos niveles, Plackett-Burman y Taguchi). En
la optimizacion los investigadores generalmente evallan diferentes factores
nutricionales y fisico-quimicos que afectan la produccion. Los factores nutricionales
mas estudiados son las fuentes de carbono y nitrégeno, sus concentraciones y tasa
de relacion; mientras los fisico-quimicos incluyen la temperatura, agitacion,
concentracion de oxigeno y pH [36, 70, 75, 76].

No se deben generalizar los resultados informados de cepas, factores ambientales y
disefios que muestra la literatura; ya que el origen de las cepas, las diferentes marcas
comerciales de medios de cultivo y reactivos, y las condiciones fisico-quimicas,

introducen variaciones que hacen que cada estudio sea Unico.
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En paralelo, investigaciones mas recientes se enfocan en estrategias de cultivo
discontinuo, discontinuo-alimentado, continuo y combinaciones de estos, para mejorar
el rendimiento. Noh y colaboradores demostraron en 2014 que el cultivo discontinuo
alimentado era el mas eficiente, al mantener estable la velocidad especifica de
crecimiento con la que se obtenia la mayor productividad [77]. Otros estudios
posteriores en los cuales se emplearon estrategias similares mejoraron el rendimiento,
aun cuando en las fases finales la concentracion de biotensioactivo disminuyd,
posiblemente por la acumulacion de metabolitos toxicos y/o el agotamiento de
nutrientes. He y colaboradores propusieron y desarrollaron en erlenmeyers una
estrategia que combina ciclos de cultivo discontinuo-alimentado [44].
2.4.2. Factores que influyen en la produccién de ramnolipidos

La actividad superficial y emulsionante de los biotensioactivos no solo depende de los

microorganismos productores sino también de las condiciones de cultivo. La

naturaleza, concentracion y relacion de las fuentes de carbono y nitrgeno; la
presencia de minerales, reguladores metabdlicos (inhibidores e inductores), la
salinidad, el pH, la agitacion y aereacion, influyen en la cantidad y tipo de moléculas

producidas [24, 28, 50].

e Fuente de carbono: la naturaleza del sustrato influye en la calidad y rendimiento de
la produccion [24, 28]. Se ha empleado una gran diversidad de fuentes de carbono
en la produccion: diésel, glucosa, glicerol, acetato de sodio, sacarosa [78], asi como
disimiles residuos industriales [39].

eFuente de nitrogeno: este es el segundo elemento de mayor importancia en la

produccion de biotensioactivos [16], y en el control del pH [79]. Bajas concentraciones
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de nitrogeno aumentan la produccion de biotensioactivos [16, 80], mientras que las
altas concentraciones inducen la sintesis de materia celular e impide la terminacion
del producto. La fuente de nitrégeno puede ser organica o inorganica [16]. El nitrato
de sodio es mas eficiente que el sulfato de amonio y que la urea en la produccion de
ramnolipidos [80].

epH: La sintesis de biotensioactivos decrece sino se controla el pH durante todo el
proceso de fermentacién [81], valores cercanos al neutro son mas efectivos. Diversos
estudios muestran un rango eficiente de 5,5 a 7,8 [16]. El pH neutro ademas de
aumentar la eficiencia en la produccion de biotensioactivo, incrementa la
emulsificacion [79]. Especies de Pseudomonas disminuyen su capacidad a pH basico
[80].

e Temperatura: la mayoria de los biotensioactivos informados han sido producidos en
un rango de (25 a 40) °C [81]: Pseudomonas aeruginosa, 37 °C; Pseudomonas sp.,
35 °C; Pseudomonas putida, (30 a 40) °C [80].

e Agitacion y aereacion: ambas son de gran importancia por su influencia en la
transferencia de oxigeno de la fase gaseosa a la fase acuosa [28, 82], por lo que los
cultivos agitados tienen mejores rendimientos que los estaticos. Generalmente el
aumento de la velocidad de agitacion disminuye los niveles de produccién de
biotensioactivos en cultivos bacterianos, mientras que en levaduras si tienen un
efecto positivo [81].

2.5. Aplicaciones de los ramnolipidos en la industria petrolera
Los biotensioactivos son potencialmente Utiles en la industria petrolera. Todas las

operaciones, incluyendo la exploracién-produccién, refinacién, transportacion,
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almacenamiento, tratamiento de aguas residuales y respuesta ante derrames
accidentales; pueden ser mejoradas u optimizadas aplicando algun tipo de
biotensioactivo [12].

2.5.1. Biorremediacion de ecosistemas contaminados con hidrocarburos
La biorremediacion es una de las tecnologias de saneamiento de ecosistemas
contaminados, basada en la capacidad natural de los organismos (fundamentalmente
microorganismos y plantas), de transformar parcialmente los contaminantes en
compuestos menos toxicos, o completamente en diéxido de carbono y agua. Los
procesos se clasifican en bioestimulacion y bioaumentacion [83].
Si bien la biorremediacion es una tecnologia efectiva y ecoamigable cuando el volumen
de area contaminada es muy grande, el tiempo y los costos la hacen inviable. Por lo
gue el empleo de los biotensioactivos (comerciales o extracto de fermentacion) emerge
COmMo una opcion segura que permite incrementar la eficiencia de la biorremediacion
debido a su capacidad de mejorar la solubilidad de los compuestos hidrofébicos,
facilitar la asimilacion por las células microbianas y acelerar el proceso de degradacion
[16, 84]. La bioestimulacion es una de las estrategias de biorremediacion mas
utilizadas, cuando se aplican biotensioactivos, la eficiencia de biodegradacion oscila
entre el 50 y el 97 % [85].
La estimulacion de la interaccion microorganismo-hidrocarburo y la asimilacién final
del sustrato incluyen dos procesos principales: i) la pseudo solubilizacion y la
emulsificacion de productos quimicos complejos en mondmeros simples para la
absorcion celular; y ii) provoca cambios en la membrana que incrementan la

hidrofobicidad y facilitan la asociacion de sustratos hidrofobicos con las células
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bacterianas, seguido de la oxidacion terminal / subterminal a través de las oxigenasas
unidas a la membrana [24, 39, 42].

El efecto de los biotensioactivos en la biodegradacion difiere en el modo de accion y
depende de las propiedades de estos. Las aplicaciones se basan en los efectos de los
biotensioactivos sobre la actividad metabdlica de los microorganismos o en las
propiedades fisicoquimicas inherentes de los biotensioactivos. El conocimiento de la
naturaleza quimica y fisica del area contaminada es necesario para aplicar los
biotensioactivos con éxito en la biorremediacién del petrdleo. Para garantizar la
comercializacion de los biotensioactivos, estos también deben ser adecuados en
términos de la naturaleza fisica y quimica de los sitios contaminados [42].

Se ha demostrado que los ramnolipidos ejercen un excelente efecto potenciando la
biodegradacion de hidrocarburos por microorganismos. Los ramnolipidos mejoran la
degradacion al solubilizar o emulsionar los hidrocarburos, al aumentar la asimilacion
interfacial de hidrocarburos por las bacterias degradadoras, o mejorando la actividad
enzimatica del suelo. Ademas, los ramnolipidos tienen la capacidad de debilitar la
adsorcién bacteriana y mejorar el transporte hacia o a lo largo de los sitios de
remediacion, que es de vital importancia para el éxito del método de bioaumentacién
[30]. La Figura 3 muestra las interacciones entre los ramnolipidos, hidrocarburos,
células microbianas y suelo duranteel proceso de biorremediacion.

La biorremediacion exitosa, en particular la bioaumentacion, depende de la efectividad
del movimiento de los microorganismos a distancias considerables y de la distribucion
adecuada de estos en toda el area contaminada. Sin embargo, el suelo tiene una gran

capacidad de adsorcion y potencial de filtrado para las células bacterianas, lo que

19



Revision bibliografica

puede reducir significativamente la concentracion de células bacterianas suspendidas
a medida que se transportan [86]. Los ramnolipidos han sido utilizado ampliamente
para modificar las propiedades superficiales de las células bacterianas y de las
particulas del suelo para debilitar la union bacteriana y mejorar el transporte de los
microorganismos en el suelo [61, 87, 88]. Ademas, los ramnolipidos compiten por los
sitios de adsorcion, con lo que mejoran la movilidad bacteriana, al bloquear la
deposicion celular [30].

En diferentes estudios se ha informado que la adicion de ramnolipidos acelera el
proceso de biodegradacion de hexadecano, octadecano, n-parafinas y otras mezclas
de hidrocarburos, y promueve la biorremediacién de lodos y/o suelos petrolizados [89—
92]. Diversos biotensioactivos se han usado en ensayos de remocién de productos
derivados del petréleo de suelo y agua contaminados (Tabla 3).

2.5.1.1. Toxicidad y biodegradabilidad de los ramnolipidos en el proceso
de biorremediacion

Los compuestos con actividad superficial pueden representar una contaminaciéon por
si mismos cuando se introducen en el medio ambiente. Uno de los mecanismos mas
importantes a través del cual los tensioactivos provocan toxicidad, es la alteracion de
la membrana celular de los microorganismos presentes en ese ecosistema por la
interaccidén con los componentes lipidicos y la reaccion de los tensioactivos con las
proteinas. Es por esto que cuando se disefie aplicar tensioactivos al medio ambiente
deben realizarse ensayos de toxicidad de los mismos [93].

El uso de biotensioactivos en procesos de biorremediacién es mas aceptado que el de
tensioactivos quimicos, debido a su menor toxicidad y mayor biodegradabilidad

(Tabla 1). La toxicidad de algunos biotensioactivos durante el proceso de
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Figura 3. Interacciones entre los ramnolipidos, hidrocarburos, células microbianas y
suelos durante la biorremediacion.
Modificado a partir de Liu y colaboradores [30]

Tabla 3. Remocion de hidrocarburos del petréleo empleando ramnolipidos.

Matriz Compuesto Microorganismo productor Referencia
Benzo (a) pireno P. aeruginosa BT-1 [94]
Petroleo crudo Agrobacterium fabrum [95]

SLAJ731
Petréleo crudo Casablanca P. aeruginosa AT10 [89]
Diésel B. amyloliquefaciens An6 [96]
Liquida Aceite usado de motor Pseudomonas sp. S1WB [97]
B. subtilis CN2 [98]
Naftaleno, fenantreno y pireno  Bacillus Lz-2 [99]
Lodo petrolizado Consorcio de 4 bacterias [100]
Ochrobactrum intermedium [101]

CN3

Hidrocarburos poliaromaticos  B. cereus SPL-4 [102]
Aceite usado de motor P. aeruginosa NAPH6 [103]
. Diésel B. subtilis SPB1 [92]

Solida . .
n-alcanos e hidrocarburos P. aeruginosa DN1 y B. (83]
aromaticos subtilis QHQ110

Sedimentos contaminados P. aeruginosa ORA9 [104]
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biorremediacion puede estar asociada a la solubilizacién y/o emulsificacion de
hidrocarburos que resulten toxicos a la biota [105].
El efecto negativo en la biorremediacion mas descrito es el que se provoca cuando el
biotensioactivo provee a los microorganismos de una fuente de carbono de mas facil
degradacion como alternativa a los contaminantes [30]. Durante el proceso de
biodegradacion del biotensioactivo se pueden formar intermediaros mas persistentes.
Esto puede considerarse como un efecto positivo o negativo tomando en consideracion
la concentracion del residual de surfactante no deseado después del tratamiento de
biodegradacion y el costo asociado con el reemplazo del surfactante degradado [83].
2.5.2. Remocion de vanadio
Los metales pesados son contaminantes persistentes en el suelo. Algunos como
cromo, cadmio, mercurio y plomo pueden afectar la salud humana a través de la
cadena alimentaria o por exposicion directa a suelos y aguas contaminadas.
El vanadio es clasificado como contaminante peligroso [9]. Es biodisponible, su
acumulacion puede ser dafiina para las raices de las plantas y constituye un riesgo
potencial de cancer humano [106]. Su toxicidad es comparable a la del mercurio, plomo
y arsénico [8]. Las investigaciones relacionadas con el vanadio han ganado interés
debido a dos razones: primero, es un elemento traza elemental para el crecimiento de
plantas, mamiferos insulina mimético y humanos, y segundo, este metal esta siendo
liberado en grandes cantidades al ambiente por la combustion del petréleo crudo y
otras actividades humanas [8, 106, 107].
El desarrollo de la industria petrolera constituye una fuente de aporte de vanadio al

medio ambiente. El petroleo crudo contiene elementos metalicos como cadmio, niquel,
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zinc, manganeso, vanadio, cobre, cromo, plomo, arsénico y mercurio [108].
Dependiendo del origen del petroleo la concentracion de estos puede superar los 100
y 1000 ppm [109]. Generalmente los petroleos crudos del area del Caribe y México
contienen altas concentraciones de vanadio [110].

En los procesos de hidrodesulfurizacion y craqueo catalitico en la refinacion de
petréleo crudo, se utilizan catalizadores que se degradan debido a la deposicion de
azufre e hidrocarburos, ademas, de la adhesion de metales con hierro, niquel, cobre y
vanadio, contenidos en los crudos. Estos materiales se adhieren a la superficie del
catalizador inhibiendo su funcion por saturacion y por tanto haciendo que pierdan su
eficiencia [111]. Estos residuos son desechados sin tratamiento posterior. La
combustion del fuel oil genera cenizas volatiles y escoria con altas concentraciones de
vanadio [109].

Los metales no son biodegradables, se transforman de una especie quimica a otra, lo
que implica cambios en la movilidad y toxicidad. Los ramnolipidos pueden ser usados,
al igual que otras tecnologias de biorremediacion, de forma combinada para la
remocion de compuestos organicos hidrofobicos y metales pesados [16]. Con mayor
frecuencia los ramnolipidos son utilizados en la remocion de metales divalentes como
cadmio y plomo (Tabla 4) con resultados satisfactorios (% de remocién > 70 %) [112—
115]. Algunos estudios también incluyen a otros metales pesados como el cobre, zinc,
calcio, cromo, niquel y manganeso [116, 117].

Los metales pesados estan adsorbidos principalmente a la superficie del suelo en

forma de iones o de precipitados. A diferencia de los compuestos organicos, los
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metales son removidos por la formacion de complejos biotensioactivo-metal e
intercambio i6nico (Figura 4) [16, 118].

Los biotensioactivos anionicos, como los ramnolipidos, crean complejos no-idnicos
con los metales a través de enlaces ionicos, estos enlaces son mas fuertes que los
gue se establecen entre el metal y el suelo, por lo que complejo metal-biotensioactivo
es separado del suelo debido a una reduccion en la tension interfacial. Los
biotensioactivos catidonicos pueden reemplazar iones metalicos con cargas similares
mediante el intercambio i6nico (competicion por superficie cargada negativamente).
Las micelas se pueden usar para remover el metal del suelo [16, 118].

La recuperacién de vanadio en procesos de lixiviacibn de suelos, sedimentos o
catalizadores impregnados con este metal, podria ser el primer paso para
reincorporarlo a la industria en los disimiles usos que posee. Por sus propiedades
anticorrosivas, el vanadio se emplea en aleaciones con acero para fabricar
instrumentos de cirugia, piezas mecanicas, partes de navios, aviones y otros; ademas
como recubrimiento en areas sometidas a la intemperie o sal marina [119]. También
se aplica como revestimiento de cristales y vidrios por su capacidad de disminuir el
paso de la radiacion infrarroja. En la industria nuclear, es usual que el vanadio sea
empleado como componente de reactores. Otro uso habitual es como componente de

catalizadores para producir &cido sulfurico, anhidrido maleico y ceramica [120].
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Tabla 4. Remocién de metales con ramnolipidos.

Metal Ramnolipidos (concentracion) Remocion (%)
Cadmio 80 ppm 53
5Mm 92
40 ppm 95
Espuma de ramnolipidos 73,2
Plomo 80 ppm 62
0,1% 88
280 mg.L? 59
Bario 80 ppm 28
Niquel 80 ppm 56
Espuma de ramnolipidos 68,1
280 mg.L? 60
Zinc 80 ppm 20
12 % 19,5
0,5 % 18
Estroncio 80 ppm 7
Cobre 12 % 25
0,5 % 65
280 mg.L? 62

Elaborado a partir de varios autores [51, 104, 121, 122]
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3. Precipitacion del tensioactivo fuera del

2. Desorcion del complejo metal-biotensioactivo de la
matriz suelo e incorporacién del metal en la micela

Figura 4. Mecanismos de remocién de metales pesados en el suelo empleando

biotensioactivos.

Modificado a partir de Santos y colaboradores [16]
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2.5.3. Recuperacién mejorada de petroleo con microorganismos
Las tecnologias clasicas de produccion de crudo: recuperacion primaria y secundaria,
solo recuperan de un 30-65 % del crudo disponible en los yacimientos [12, 33, 34, 123].
A medida que se agotan los reservorios de crudo ligero se espera que disminuya esta
eficiencia, por lo que se desarrollan tecnologias terciarias de recuperacion conocidas
como recuperacion mejorada/asistida de crudo (EOR/IOR por sus siglas en inglés).
Una de las tecnologias de EOR/IOR que ha creado expectativas es la recuperacion
mejorada de crudo con microorganismos (MEOR) [2, 34].
La aplicacion de las técnicas de MEOR se basa en el empleo de microorganismos y/o
sus metabolitos (biopolimeros, gases, acidos, solventes, enzimas y compuestos con
actividad superficial) [2, 123], con el objetivo de reducir las tensiones de las interfases
entre el petrdleo, la superficie sélida del material rocoso y la fase acuosa al interior de
los poros. Al disminuir estas fuerzas mejora la fluidez de los hidrocarburos a través de
los poros de la roca, promoviendo la recuperacion del crudo residual.
Esta tecnologia presenta varias ventajas que la hacen atractiva [33]:
I) Los productos naturales son inocuos y menos agresivos al medio ambiente
i) Los procesos microbianos no requieren de gran cantidad de energia térmica.
i) El costo de la producciébn microbiana es economico si se emplea desechos
industriales como materias primas.
iv) Los productos y la actividad microbiana pueden estimularse dentro de los
reservorios mediante la adicion de nutrientes.

v) Se puede aplicar tanto en reservorios de crudo ligero como en los de crudo pesado.
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La tecnologia MEOR tiene dos estrategias de aplicacion principales: in situ y ex situ
[26]. En las estrategias MEOR in situ, las bacterias (autdctonas o seleccionadas) y los
nutrientes se inyectan en el reservorio a través del pozo de inyeccion, seguido de la
fase de cierre de meses. En esta fase, las bacterias producen una serie de metabolitos
gue contribuyen a la recuperacion del crudo.

Desde un punto de vista econdémico, la estrategia MEOR in situ tiene ventajas
significativas, aunque es necesario seleccionar y/o disefiar cepas que puedan
adaptarse al entorno especial del yacimiento y producir biotensioactivos y otros
metabolitos altamente productivos. En términos de las estrategias, el costo de MEOR
in situ es mucho méas bajo que ex situ, pero el efecto no es lo suficientemente
significativo, principalmente porque el ambiente del yacimiento no es el 6ptimo para el
crecimiento y el metabolismo microbiano [26, 124].

En las estrategias MEOR ex situ, los metabolitos microbianos se producen en
biorreactores y se inyectan en el reservorio. En estas la produccion de sus productos
es mayor que la de in situ, y la operacién de campo es semejante a la de aplicada en
la recuperacion mejorada con productos quimicos (CEOR, por sus siglas en inglés),
pero requiere establecer por separado la produccién y purificacion, lo que resulta en
un mayor costo.

La estrategia MEOR ex situ es la mas prometedora aplicada a escala de campo, su
ciclo operativo es corto; se puede utilizar como sustituto de polimeros y tensioactivos
quimicos en CEOR; tiene mayor tasa de éxito y mejor adaptabilidad a las condiciones
del yacimiento. [124]. No obstante, las pruebas de campo y las aplicaciones MEOR

actuales todavia estan dominadas por estrategias in situ [34].
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2.5.3.1. Técnicas de MEOR empleando biotensioactivos

Los biotensioactivos aportan varias ventajas al proceso de MEOR, estos mejoran el
desplazamiento y movimiento del crudo a través de las rocas mediante tres procesos
fundamentales: reduccion de la tensién interfacial entre roca/crudo y crudo/agua de
capa, modificacion de la humectabilidad de los poros de la roca y emulsificacion del
crudo [33, 34] (Figura 5).

La aplicacion de biotensioactivos se puede realizar de diferentes maneras: inyectando
microorganismos potencialmente productores en los pozos de petréleo con o sin
nutrientes adicionales; agregando los nutrientes a los pozos de petréleo para promover
el crecimiento y la actividad de los microorganismos productores de tensioactivos
autoctonos e incrementando la recuperacion de petroleo. [26, 124]. La aplicacion de
MEOR ex situ mediado por biotensioactivo es una de las tecnologias de MEOR mas
estudiadas a escala de laboratorio (Tabla 5) y potentes que se puede aplicar a escala
de campo, sin embargo, no hay informacién real disponible para datos de economia
de costos para aplicaciones a escala de campo completo, ya que la Unica informacion
disponible se encuentra en investigaciones a escala de laboratorio [26].

En estudios previos se demostré que los ramnolipidos también se pueden emplear
como agentes de sacrifico aplicados de conjunto con tensioactivos, su preferencia en
la absorcién a la arena impregnada de crudo deja libre al tensioactivo en su funcién de
desplazamiento de crudo. En presencia de ramnolipidos la adsorcion a la arena del
tensioactivo sulfonato de alquilbenceno se redujo a 25-30 %, incrementando la

recuperacion de crudo en 7 % [33].
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Granos de arena /
superficie de laroca

Crudo atrapado /
residual

Crudo liberado con
las moléculas de
biotensioactivos

Crudo extra
recuperado con
biotensioactivos

Fase acuosa (salmuera)

Biotensoactivo (¥)

(por debajo de la CMC)

Modo de accién de los biotensioactivos:

de laroca.

- Alteracion de la mojabilidad en la interfase crudofroca:
cambiando de mojado en crudo a mojado en agua,
liberando el crudo de los granos de arena y superficie

- Reduccidn de las TS/TIF: ruptura de las gotas grandes
de crudo en otras mas pequefias; formaciéon de
emusliones (crudofagua o agualcrudo); liberacién de
crudo con agual/salmuera.

Figura 5. Diferentes mecanismos de actuacion de los biotensioactivos en la
recuperaciéon de crudo mejorada con microorganismos.
Modificado de Geetha y colaboradores [26]

Tabla 5. Resultados de recuperacién residual de crudo a escala de laboratorio

empleando biotensioactivos.

Bacteria / biotensioactivo AOR (%)
Alcaligenes sp. 9,2
Bacillus licheniformis* 22,7
Enterobacter cloacae 10,8
Bacillus stearothermophilus 11,54
Bacillus strain 30-34
Bacillus subtilis 7,2-9,6
Bacillus subtilis/ surfactin 17-31
Pseudomonas aeruginosa/ ramnolipidos 8,82
Bacillus licheniformis 13,7
Bacillus licheniformis (con iones Ca) 14-41
Candida tropicalis 39,8
Pseudomonas aeruginosa 13
Bacillus licheniformis 5,4
Pseudomonas sp. 20
Acintobacter calcoaceticus 40-67
Enterobacter cloacae 39-59
Bacillus subtilis /surfactin 1,7-5
Bacillus subtilis/ surfactin 19,4
Pseudomonas aeruginosa/ ramnolipidos 15,5

Modificado de Sakthipriya y colaboradores [2]
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Seleccidén primaria de cepas productoras de biotensioactivos

El proceso de seleccidén primaria se realizd a partir de 23 cepas de la coleccion del
Laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigacion del Petréleo (CEINPET)
(Tabla 6). Las cepas fueron aisladas previamente de ecosistemas contaminados con
hidrocarburos [125, 126] yencontraban conservadas en viales con medio semisdlido
(Caldo Corazén) a 4 °C. Se tomo una fraccion de cada uno de los viales, se inocul6 en
30 mL de Caldo Triptona Soya (CTS) y se incub6 con agitacién reciprocante a 30 °C
durante 24 h. Posteriormente se le realiz6 una tincion de Gram para comprobar la
pureza del cultivo.

Se tomaron alicuotas de 5 mL de los cultivos de las cepas en CTS a las 24 h, se
lavaron dos veces con solucion Ringer (en 100 mL de agua destilada: 0,85 g de NacCl,
0,04 g de KCl y 0,34 g de CaCl2*2 H20) y se resuspendieron en esta solucion hasta
alcanzar un valor de absorbancia de 0,02 (Espectrofotdmetro UV-Visible Genesys 10S,
A =540). Se inocularon 5 mL de la solucién preparada para cada cepa individualmente
en erlenmeyers de 250 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo minimo mineral
(MMM) suplementado con glicerol (4 % m/v). La composiciéon del MMM fue (g.L™?):
NaNOs: 4,5; KoHPO4: 1,33; KH2POa4: 0,6675; MgSO4 * 7H20: 0,5; KCI: 0,1; CaClz:
0,0073; FeS04* 7H20: 0,0073; extracto de levadura: 0,1 y 0,05 mL.L* de solucién de
elementos traza (B: 0,026 %; Cu: 0,05 %; Mn: 0,05 %; Mo: 0,006 %, Z: 0,07 %). El pH
del medio se ajusté a siete. Se incubaron con agitacién orbital a 130 r.min-! y 30 °C por
72 h, cada cultivo se ejecutd por triplicado, como control se empled el medio sin

inocular. Posteriormente los cultivos se centrifugaron a 5000 r.mint durante 15 min
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Tabla 6. Origen de las cepas de la coleccion del CEINPET empleadas en el proceso de

seleccion.
_ Morfologia celular / _
No Caddigo o Origen de la cepa
Tincion de Gram

1 D1 Bacilos Gram positivo Fondaje de tanque de diésel de

2 D6 Bacilos Gram negativos Refineria Nico Lépez

3 MMM | 1 Cocobacilos Gram positivos

4 MMM | 2 Bacilos Gram positivo Laguna de aguas oleosas de DTCC

Matanzas

5 MMM NI Bacilos Gram negativos

6 Y2- F1FL Bacilo Gram negativo

7 Y6-FIBTN Bacilo Gram positivo Mezcla de agua y sedimentos de la

ensenada de Angostura, Bahia de

8 Y8-F9S Bacilo Gram negativo Nipe, Holguin

9 Y9-F10S Bacilo Gram negativo

10 Y3-B1A Bacilo Gram negativo

11 V7-B2A Bacilo Gram negativo Mezcla de agua y sedimentos de la

ensenada de Bacunayagua, Matanzas

12 Y10-B10O Bacilo Gram negativo

13 Y5-084 Bacilo Gram positivo Muestra de petréleo crudo

14 338 Bacilos Gram positivos

15 339 Cocobacilos Gram positivos

16 340 Bacilos Gram positivos Separadgr m,e Cefr."CO C':|rcular de

Refineria Nico L6pez

17 341 Bacilos Gram positivos

18 342 Cocos Gram negativos

19 344 Cocobacilos Gram positivos Separador mecanico Sur de Refineria
20 345 Bacilos Gram negativos Nico Lopez

21 349 Bacilos Gram negativos

22 350 Cocobacilos Gram positivos Zanja del separa,d o m eca,nlco Norte

de Refineria Nico Lopez
23 351 Bacilos Gram positivos
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(centrifuga Digicen 21, Ortoalresa) y se separ6® el sobrenadante del pellet. Para
determinar la presencia de biotensoactivos se realizaron dos ensayos preliminares con
el sobrenadante: indice de emulsificacion (E, 24 y 72 h) y tension superficial (TS) por
el método del anillo de Du Nouy (Tensiometro Kriiss K9, Alemania); y se determind,
ademas, el indice de adhesion bacteriana a hidrocarburos (H) con las células.
3.2. Seleccidén de cepas productoras de ramnolipidos

Las cepas seleccionadas después del primer proceso de discriminacion (epigrafe 3.1)
se cultivaron en erlenmeyers de 500 mL con 100 mL de medio de cultivo MMM
suplementado con glicerol (4 % m/v) y se incubaron en agitacion orbital a 30°C y
130 r.mint durante 72 h. Se realizaron diez sub-cultivos cada 72 h, estos se inocularon
con 10 mL del cultivo anterior y se incubaron en iguales condiciones. El ultimo cultivo
de cada cepa se centrifugdé a 5000 r.min't durante 15 minutos (centrifuga Eppendorf
5804, Alemania) y se separ0 el sobrenadante del pellet. Se realizaron diluciones
seriadas del sobrenadante libre de células, se midi6 la tension superficial de cada
dilucién por el método del anillo de Du Noly (Tensiémetro Kriss K9, Alemania) y se
calculé la dilucion micelar critica (DMC). Ademas, se determind la concentracion de
ramnosa por el método de Chandrasekaran y Bemillar [127] empleando una solucion
de ramnosa como patron (Espectrofotometro UV-Visible, Shimadzu UV-1700).

Para el analisis matematico de los resultados se emple6 un método de clasificacion
numerica y se construyeron los dendrogramas correspondientes (la mediana y la

distancia euclideana cuadrada)
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3.3. Clasificacion taxonémica de la cepa seleccionada

Se observaron las colonias a las 24 h de cultivo en agar triptona soya en microscopio
estereoscopico (0,63 X), la morfologia celular y respuesta a la tincion de Gram en
microscopio optico (OPTIKA modelo B-500 Ti). La identificacion incluyo las pruebas
catalasa, oxidasa, y el uso del Sistema API 20 NE.

Para la secuenciacion del gen RNA 16s se realizo la extraccion de ADN a cultivos de
24 horas a los que se les comprobd la pureza mediante tinciéon de Gram. Se empleo6
como extractor IntageneChelex (BIO-RAD). La amplificacion se realizé mediante una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y se emplearon los iniciadores 27F
(5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (5-TACCTTGTTACGACTT) [128]. La
solucion para la reaccion de PCR se prepar6 para cada muestra con 23,5 L de agua
de PCR estéril y 0,25 pL de cada iniciador; la mezcla se adicioné a un kit comercial
liofiizado que contenia Buffer 10X, nucleétidos, MgCl2 y ADN polimerasa (GE
Healthcare, Reino Unido). La amplificacion del gen se realiz6 empleando el programa
16s QUIM en un termociclador (Eppendorf mastercycler) [128]. Una vez concluido, se
tomaron 5 pL del producto y se mezclaron con 3 pL de agente limpiador (ExoSap), se
procesaron en termociclador durante 15 min a 37 °C y otros 15 min a 80 °C. Se
mezclaron 2 pL del ARN purificado, 3 pL de agua de PCR y 5 pL de los iniciadores
empleados (1:20). La mezcla se proceso6 en Secuenciador Automético ABI Prism 3700
(Parque Cientifico Técnico de la Universidad de Barcelona). La calidad de la PCR se
comprobd mediante electroforesis desarrollada en gel de agarosa al 1 % (corriente de
100 a 120 V durante 20 min), como colorante se aplicé 1uL de Nancy 520 y se revel6

en el Image Master empleando el sistema S4BR.
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La correccion de errores se realizo en el software BioEdit Sequence Alignment Editor.
Para comparar las secuencias se consultaron las bases de datos BLAST

(www.blast.ncbi.nim.nih.gov), el arbol filogenético se construyé con las cepas que

mostraron 97 % de similitud mediante el Método Neighbor Joining usando las
herramientas de la misma web.

Para la confirmacion de la especie se realizaron las pruebas bioquimicas confirmativas
descritas en la literatura correspondiente [129]: utilizacion de azucares (D-arabinosa,
L-arabinosa, D-manosa y maltosa) e hidrdlisis de gelatina.

3.4. Purificacion de los ramnolipidos

La cepa seleccionada se cultivd como se ha descrito en el epigrafe 3.2. El caldo de
cultivo libre de células se deshidrato (liofilizador Telstar Cryodos, modelo espariol) y el
sélido obtenido fue resuspendido en agua bidestilada. La suspension obtenida se
acidific6 con HCI (1mol.L1), hasta alcanzar pH=2 y se conservo a 4 °C durante 24 h.
El precipitado se recuperé por centrifugaciéon (10000 r.mint durante 20 min, Eppendorf
5804). EIl precipitado obtenido se dividi6 en dos partes, una de estas se lavo varias
veces con agua acidificada y se ajusté el pH = 6 con NaOH (1mol.L?) y a la otra parte
se le realiz6 una extraccion de compuestos organicos con 5 mL de cloroformo, este
proceso se repitié 3 veces. El extracto organico obtenido se deshidratd por percolacion
con Naz2SO4 anhidro y se concentré en evaporador rotatorio a 40 °C (R111 Biicchi,

Suiza).
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3.5. Caracterizacion fisico quimica y toxicologica de los ramnolipidos

A la suspension preparada con el residuo de la liofilizacion (3.4) se le determind la
presencia de ramnolipidos mediante la concentracibn de ramnosa y la tension
superficial, se calcularon la DMC y la CMC (epigrafe 3.2.).

Los extractos organicos fueron analizados en cromatografia de capa fina en placas de
silica gel (G60 Merck). Los grupos funcionales se determinaron mediante
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourrier (FT-IR). La caracterizacion
parcial de la estructura se realizd por espectrometria de masa con ionizaciéon por
electro espray negativo (ESI-MS)

Para evaluar la toxicidad de los ramnolipidos se prepararon tres concentraciones
diferentes a partir de caldo libre de células 0,5 CMC, 1 CMC y 2 CMC. La toxicidad se
evalué por dos métodos diferentes: con semillas de Solanum lycopersicum (tomate) y
el crustaceo Artemia salina) [130].

3.6. Estrategia para incrementar la productividad volumétrica en la

produccion de ramnolipidos por la cepa seleccionada

3.6.1. Indculo
Se tomaron asadas de la cepa seleccionada y conservada en medio agar triptona soya
después de los 10 sub-cultivos referidos en el epigrafe 3.2, y se cultivaron en
erlenmeyers de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo MMM suplementado
con glicerol (4 % m/v), se incubaron a 30°C en agitacion orbital a 130 r.min durante

48 h. Este cultivo se considerd el in6culo.
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3.6.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos se desarrollaron en erlenmeyer de 3000 mL con 1000 mL del MMM
descrito en el epigrafe 3.1 suplementado con glicerol (4 % m/v) como Unica fuente de
carbono. La concentracion de la biomasa incial se preparé en funcién de cada disefio.
El pH inicial se ajusto a siete. Los cultivos se realizaron por triplicados y se incubaron
a 30 °C en agitacion orbital a 130 r.min ! durante el tiempo requerido para cada ensayo.
La toma de muestra para determinar crecimiento, produccion de ramnolipidos,
consumo de fuentes de carbono y nitrdgeno; asi como los rendimientos asociados, se
realizaron segun cada disefio.

3.6.3. Cinética de crecimiento y produccion de ramnolipidos de la cepa

seleccionada en erlenmeyers de 3 L de capacidad

Se realizo el cultivo segun lo descrito en el epigrafe 3.6.2 durante 96 horas. Se tomaron
muestras de 15 mL cada 12 h para determinar las concentraciones residuales de las
fuentes de carbono (glicerol) y nitrégeno (nitrato y nitrito), el crecimiento de la biomasa,
la produccién de ramnolipidos y el pH. Se calcularon el rendimiento producto/biomasa
(ecuacion 1) para el proceso completo y la productividad volumétrica por intervalos
(ecuacion 2).

dp

_ap

PV = T

2 [132]

Donde Yp/x es rendimiento producto/biomasa; X: concentracion de biomasa; P: concentracion
de producto de interés (ramnolipidos); PV: productividad volumétrica y t: tiempo.
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3.6.4. Seleccion de la concentracion inicial de biomasa e inductor para la
produccion de ramnolipidos

En la determinaciébn de la concentracion adecuada de in6culo e inductor para
incrementar la productividad volumétrica, se emple6 un disefio factorial multinivel con
dos factores y tres niveles por cada uno (Tabla 7). Como inductor se empleé caldo
libre de células de un cultivo de 96 h de la cepa seleccionada en MMM suplementado
con glicerol (4 % m/v) incubado a 30 °C en agitacién orbital 130 r.mint. El cultivo se
desarroll6 en las condiciones descritas en el epigrafe 3.6.2 durante 72 h. Se tomaron
muestras en diferentes intervalos de tiempo para determinar crecimiento microbiano y
produccién de ramnolipidos; se calculo la productividad volumétrica de ramnolipidos
para el proceso completo, esta se consider6 como variable de respuesta.

Tabla 7. Disefio de experimento factorial 32 para determinar a concentracion inicial de
biomasay adicion de inductor en MMM con glicerol (4 % m/v).

Factor -1 0 1
Concentracion inicial de biomasa (g.L™?). 1,0 2,0 3,0
Concentracion de inductor (% v/v). 0,0 1,0 2,0

3.6.5. Determinacion del tiempo de cultivo para alcanzar la maxima

productividad volumétrica

Para determinar el periodo de tiempo en el cual se alcanzan el mayor valor de
productividad volumétrica, se desarrollé un cultivo con las condiciones descritas en el
epigrafe 3.6.2 y las concentraciones de inéculo e inductor calculadas en el epigrafe
anterior. Se tomaron muestras cada 12 horas para determinar el crecimiento
microbiano y produccion de ramnolipidos, con estos valores se calculd la productividad

volumétrica de ramnolipidos.
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3.6.6. Evaluacion del namero de ciclos de cultivo secuencial discontinuo
Se empled un disefio de un solo factor con cinco niveles para determinar el nUmero de
ciclos, se evalu6 como variable de respuesta la productividad volumétrica de
ramnolipidos. Para esto se realizd el cultivo segun se describié en el epigrafe 3.6.2
con las condiciones de biomasa inicial e inductor determinadas en el epigrafe 3.6.4. El
tiempo de duracion del ciclo se determin6 a partir de los resultados del epigrafe anterior
(3.6.5).
Al finalizar cada ciclo se extrajeron 660 mL y se completd nuevamente el volumen de
1000 mL, restaurando las concentraciones iniciales del medio de cultivo. Se tomaron
muestras al iniciarse el primer ciclo y al final de cada uno para determinar el
crecimiento microbiano y la produccion de ramnolipidos. Se calcul6 la productividad
volumétrica de ramnolipidos por ciclo y del proceso completo; y la masa de
biotensioactivo total producida (la sumatoria de la masa de ramnolipidos extraida al
final de cada ciclo).

3.6.7. Evaluacion del crecimiento y produccion de ramnolipidos de lacepa

seleccionada en reactor Biostat B-MO

Se empled un disefio factorial mixto 23 (Tabla 8), y se evalué como variable de
respuesta la productividad volumétrica de ramnolipidos. Para esto los cultivos se
realizaron en reactor Biostat B-MO Single (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Alemania)
con 1000 mL de volumen efectivo de MMM con las concentraciones de biomsa inicial
e inductor determinadas anteriormente (epigrafe 3.6.4.) Los cultivos se incubaron
durante 72 h a 130 r.mint con un flujo de aire de 1 vwm, pH = 7 y 0,5 g de

antiespumante Tego KS-53 (Evonik Corporation). En los cultivos donde se evalué el
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efecto de la inyeccidn de oxigeno puro, este se suministro al 15 % del aire. Se tomaron
muestras cada 24 h para determinar el consumo de las fuentes de carbono (glicerol) y
nitrdgeno (nitrato y nitrito), el crecimiento microbiano y la produccién de ramnolipidos.
Se calculd la productividad volumétrica de ramnolipidos al final de cada intervalo.

Tabla 8. Disefio del experimento para el estudio en reactor de la inyeccién de oxigeno y
el tiempo de cultivo en MMM con glicerol (4 % m/v).

Factor -1 0 1
Tiempo de cultivo (h) 24 48 72
Inyeccion de oxigeno No -- Si

3.6.8. Determinacion del numero de ciclos de cultivo en reactor

Para determinar cuantos ciclos de cultivo se requieren para elevar la productividad
volumétrica de ramnolipidos en el reactor, se realiz6 un disefio de un solo factor
categoérico individual con cinco niveles. Para esto se realizaron los cultivos en reactor
Biostat B-MO Single (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Alemania) con 1000 mL de
volumen efectivo de MMM con las concentraciones de biomasa inicial, inductor,
oxigeno y tiempo de ciclos determinados anteriormente (epigrafes 3.6.4 y 3.6.8), los
cultivos se incubaron a 130 r.min! de agitacién con un flujo de aire de 1 vwm, pH 7 y
0,5 g de antiespumante Tego KS-53 (Evonik Corporation).

Al finalizar cada ciclo se extrajeron 700 mL y se completd nuevamente el volumen de
1000 mL, restaurando las concentraciones iniciales del medio de cultivo. Se tomaron
muestras al iniciarse el primer ciclo y al final de cada uno para determinar la produccion
de biomasa y de biotensioactivo. Se calcul6 la productividad volumétrica de los
ramnolipidos por intervalos y del proceso completo; y la masa de ramnolipidos total

producida (la sumatoria de la masa de ramnolipidos extraida al final de cada ciclo).
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3.7. Estudio de la estabilidad de las emulsiones formadas por los
ramnolipidos

Para los estudios de estabilidad se preparé una soluciéon madre de 0,5 g.L* del crudo
de ramnolipidos. Los ensayos se realizaron por triplicado.

3.7.1. Actividad emulsificante con diferentes compuestos hidrofébicos
Se prepararon emulsiones con la solucion madre de ramnolipidos y diferentes
hidrocarburos: diésel, queroseno y petrdleo crudo. Las emulsiones se incubaron a
30 °C.

3.7.2. Efecto del pH, temperatura y salinidad en la actividad superficial
Para analizar el efecto del pH, se tomaron 20 mL de la solucion madre y se les ajusto
elpHa4,5,6, 7,8, 9y 10 unidades, utilizando soluciones de HCl y NaOH (1mol.L?).
Se prepard otra serie de soluciones a las que se le adicion6 NaCl hasta obtener
concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10 y 20 % (m/v). Las soluciones se incubaron a 30°C
durante 30 min y se midi6 la tensién superficial por el método de Du Noiy Ring
(Tensiometro K100, Kruss, Alemania).

De la solucién madre se tomaron alicuotas de 20 mL y se incubaron a 4, 25, 30, 37y
44y 121 °C. Después de 30 min de incubadas se dejaron en reposo hasta alcanzar la
temperatura ambiente (23-24 °C), y se midio la tensién superficial.

3.7.3. Efecto del pH, temperatura y salinidad en la estabilidad de las

emulsiones
La influencia del pH y la salinidad en la actividad emulsificante se estudié con
soluciones preparadas en las mismas condiciones que se describieron en el epigrafe

anterior. Las emulsiones se prepararon con queroseno y se incubaron a 30 °C. Se
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preparo6 otra serie de tubos con emulsiones de solucién madre y queroseno, estos se
incubaron a 4, 25, 30, 37y 44 °C.

Ademas, se estudio el efecto de la esterilizacion con vapor en la actividad
emulsificante, para lo que se esterilizaron 150 mL de la solucion madre en autoclave
(Presoclave I11-80, Espafia). Se prepararon series de tubos con emulsiones formadas
con la solucion madre esterilizada y queroseno, que se incubaron a 30y 37 °C.

El indice de emulsificacion en todos los casos se determindé alos 1, 7, 14, 30 y 60 dias.
Las emulsiones se consideraron estables cuando se retuvo el 50 % o mas del volumen
original después de 14 dias.

3.8. Aplicaciones de los ramnolipidos producidos por la cepa seleccionada

en laindustria petrolera

3.8.1. Remocion de vanadio a escala de laboratorio

Con el ramnolipido recuperado por precipitacion acida, se prepararon soluciones con
concentraciones de 0,6; 0,8; 1,2 y 2,0 x CMC, como control se empled agua
desionizada. El pH de las soluciones se ajusté a ocho para evitar la precipitacion del
ramnolipido y del vanadio. Se adicionaron 10 mL de las soluciones preparadas en
erlenmeyers de 50 mL con 1 g de arena sintética previamente contaminada con una
solucién de vanadio (vanadato de sodio 1 g.mL). Posteriormente se agitaron en
incubadora orbital a 80 r.min"! durante 72 h. Todas las variantes se realizaron por
triplicado.

Concluido el periodo de incubacioén, las soluciones se centrifugaron a 9000 r.min

durante 15 minutos (Eppendorf 5804). Los sobrenadantes fueron filtrados y se ajusto
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el pH < 2 con HNOg3 para la determinacion de vanadio. La eficiencia de remocion se

calculé mediante la ecuacion 3.

E ="7x100% 3 [133].

Donde E es eficiencia del lavado (%), C es la concentracion del metal removida (mg.L™?), V es
el volumen (L) de sobrenadante filtrado y m es la masa inicial (mg) del metal en el sedimento
3.8.2. Biodegradacion de hidrocarburos
La evaluacién del efecto de los ramnolipidos como biostimulante de la degradacion de
hidrocarburos se realiz6 en tres escalas diferentes: laboratorio (medio liquido),
microcosmos y parcelas (suelos). Ademas, se aplicé un cultivo mixto de bacterias para
comparar el efecto de la bioestimulacion con el de la bioaumentacion.
3.8.2.1. Cultivo mixto

El cultivo mixto utilizado esta constituido por cuatro cepas bacterianas de la coleccion
del CEINPET aisladas y caracterizadas previamente como degradadoras de
hidrocarburos: Pseudomonas sp. B10, Alcaligenes sp. F10S1, Bacillus sp. FIFLC y
Bacillus sp. F10 [125]. Las cepas se cultivaron por separado en CTS con agitacion
orbital a 30 °C hasta la fase de crecimiento exponencial [134]. Los cultivos se
centrifugaron a 5000 r.min! durante 15 minutos (Digicen 21, Ortoalresa, Espafia), se
lavaron dos veces con solucién Ringer y se resuspendieron en esta solucion. En cada
cultivo se adiciono la cantidad de indculo necesaria para alcanzar una concentracion
inicial de 0,2 unidades de densidad o6ptica (UDO) (Espectrofotometro UV-Visible

Genesys 10S, A = 540).
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3.8.2.2. Disefio del ensayo
Laboratorio
El ensayo se realizé en erlenmeyers de 100 mL con 20 mL de MMM (descrito
anteriormente, epigrafe 3.1) suplementado con crudo Mesa 30 (densidad a 20 °C:
0,9953 g.cm3, contenido asfalténico: 11,66 % m/m, gravedad °API: 0,6) como Unica
fuente de carbono (1 % m/v); los cultivos se incubaron a 130 r.mint y 30 °C durante
28 dias, adicionalmente se incub6 como control abidtico el medio con crudo sin
inocular. Se evaluaron dos tratamientos y todos se prepararon por triplicado:
- Tratamiento 1 (CM): adicion del cultivo mixto (epigrafe 3.8.2.1), (5 % v/v, las cuatro
cepas en igual proporcién de volumen y concentracion).
- Tratamiento 2 (CM+RL): adicion de cultivo mixto (semejante a tratamiento 1) +
ramnolipidos en una concentracién final igual a la CMC.
La degradacion de crudo se determiné a partir de la variacion de los hidrocarburos
totales del petréleo (HTP) empleando la ecuacién 4. La tasa de incremento de la

degradacion se calculd segun la ecuacion 5 propuesta por Mnif y colaboradores [90].

m (control)-m(tratamiento)

x 100 4

% de degradacion = m (control)

% degradacién con RL —% degradacién sin RL

x 100 5

Incremento de ladegradac. = —
% degradaciéncon RL

Donde m es la masa y RL es ramnolipidos

Microcosmos
Se aplicaron tres tratamientos en microcosmos con suelo de jardin del CEINPET (La
Habana, Cuba). En todos los casos se empled 1 Kg de suelo y se contamin6 con 5 %

m/m de crudo Mesa 30:
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- Tratamiento 1 (bioaumentacion, BA): adicion del cultivo mixto descrito en el epigrafe
3.8.2.1 (5 % v/m, las cuatro cepas en igual proporcion de volumen y concentracién).

- Tratamiento 2 (bioestimulacion, BE): adicion del crudo de ramnolipidos (5 % v/m).

- Tratamiento 3 (bioestimulacion + bioaumentacion, BE+BA): adicion del cultivo mixto
(5 % v/im) + ramnolipidos (5 % v/m).

Todos los microcosmos se prepararon por triplicado y se incubaron durante 30 dias en

condiciones de humedad relativa (70 - 75 %) y temperatura ambiente (26-30 °C). Los

microcosmos se humectaron por intervalos de 2 o 3 dias.

Para el monitoreo analitico del proceso de biodegradaciéon se tomaron muestras de 10

g de suelo aproximadamente a los dias 0 y 30, y se realizaron los siguientes ensayos

guimicos y microbiolégicos: grasas y aceites [135], hidrocarburos totales del petroleo

(HTP) [136], compuestos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos [137, 138],

nitrogeno total [139], fésforo total [136], conteo de microorganismos totales y

degradadores de hidrocarburos [140]. Las tasas de degradacion y de incremento de

estas se calcularon empleando las ecuaciones 4 y 5, respectivamente, presentadas

anteriormente. En el caso de la ecuacion 4 se sustituy6 la masa por la concentracion.

Parcelas

El experimento se realizé durante 30 dias en terrenos de la refineria Nico Lépez (La

Habana, Cuba). Cada parcela abarcé 500 m? de suelo contaminado con hidrocarburos.

Se emplearon dos tratamientos en el disefio:

- Tratamiento 1 (bioaumentacion, BA): adicion de 50 L del cultivo mixto ya descrito
(las cuatro cepas en igual proporcion de volumen y concentracion).

- Tratamiento 2 (bioestimulacion, BE): adicion de 50 L de crudo de ramnolipidos.
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La liberacion del cultivo mixto en terrenos de la refineria Nico Lopez, se realizd
amparada en el permiso otorgado por el Centro de Seguridad Biolégica [LH-17-P (38)
20]. Para el monitoreo analitico del proceso de biodegradacion se tomaron muestras
de 1000 g de suelo aproximadamente a los 0 y 30 dias y se realizaron los mismos
ensayos que en el proceso en microcosmos.
A los 30 dias de aplicados los tratamientos en las parcelas, se tomaron muestras para
realizar un ensayo toxicolégico agudo con Eisenia andrei (lombriz de tierra) [141]. El
ensayo se realizé durante 14 dias y como efecto se empled la mortalidad.

3.8.3. Recuperacién de petréleo crudo en columnas empacadas
La recuperacion en columnas se realiz6 segun el método descrito por Gudifia y
colaboradores [142]. En columnas de vidrio vertical (V = 50 mL) empacadas con arena
(previamente lavada con &cido y esterilizada). Se inyecté agua (3 mL.mint) hasta
saturar la columna para determinar el poro volumen (pV; mL); definido como el
volumen de saturacion (se midié volumétricamente). Se calcul6 la porosidad de la
columna (P = pV / V; %). Posteriormente se inyectd crudo pesado de igual manera
hasta desplazar el agua. Se midié volumétricamente el crudo retenido en la columna
(OOIP, mL), (volumen de crudo requerido para desplazar el agua). Se calcul6 la
saturacion de crudo (Soi = OOIP / pV * 100; %) y la saturacion inicial de agua
[Swi = (1- OOIP/pV) * 100; %].
Las columnas se almacenaron durante 24 h a 44 °C. Posteriormente se aplico otro
flujo de agua (3 mL.min't) para remover el exceso de crudo no adherido. El crudo

recuperado se midio volumétricamente y se denominé crudo recuperado después del
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fluo de agua (Sorfw; mL). Se calcul6o el crudo de saturacion de la columna
[Sor = (1- Sorfw / OOIP) * 100; %]
A las columnas se les adicionaron 10 mL de solucion de crudo de ramnolipidos: 0,1;
1;2y 2,5 %;y se almacenaron a 44 °C durante 28 dias. Concluido el proceso se paso6
otro flujo de agua (3 mL.min?), se midi6 volumétricamente el petréleo crudo
recuperado (Sormf;, mL) y se calcul6 el indice de recobrado adicional
[AOR = Sormf / (OOIP-Sorwf) * 100; %]. La Figura 6 muestra un esquema general de
la secuencia del ensayo. Se emplearon en el ensayo cuatro concentraciones diferentes
de crudo de ramnolipidos. Como control se empled agua bi-destilada.

3.9. Determinaciones analiticas
indice de emulsificacién (E): método descrito por Sharma y colaboradores [143].
Tension superficial (TS): método del anillo de Du Nouy (Tensibmetro Kriss K9 y
Kriss K100 Alemania) descrito por Vakili y colaboradores [144].
indice de adhesion bacteriana a hidrocarburos (H) con las células: método
descrito por Samykanno y colaboradores. [145].
Ramnosa: | método de Chandrasekaran y Bemillar [127] utilizando una solucién de
ramnosa como patron (Espectrofotémetro UV-Visible, Shimadzu UV-1700).
Ramnolipidos: se calculé multiplicando la concentracion de ramnosa por el factor
3,24; el cual representa la correlacion ramnolipidos/ramnosa. Este factor se comprob6
experimentalmente usando una curva de calibrado.
RL = 3,24*[ram] Coeficiente de Correlaciéon = 0,9950 R? =99,0096 %

[ram]: concentracion de ramnosa
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Figura 6. Preparacion de las columnas empacadas con arena para la determinacion del
indice de recobro adicional.

Amarillo: arena; Azul: agua; Anaranjado: petréleo crudo; Verde: ramnolipidos
(sobrenadante en sus diferentes diluciones)
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Cromatografia de capa fina: se realiz6 en placas de silica gel (G60 Merck). Las
placas se activaron previamente a 110 °C durante 30 minutos en estufa. Los
cromatogramas fueron desarrollados en cloroformo/metanol/acido  acético
(65:25:4 v/v) y visualizados con reactivo de Molish (a-naftol/H2S0Oa4), ninhidrina (indan-
1,2,3-triona), difenilamina , acido fosfomolibdico y verde de bromocresol.
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR): se empleo la
técnica de pelicula capilar con ventanas de NaCl. Para la lectura de los espectros se
empled un espectrometro Pekin Elmer, modelo Frontier y el procesamiento de datos
con el software Spectrum version 10.4.4.449, Copyright 2015. Se sigui6 la metodologia
descrita por Bharali P y Kumar B [146] y Saimmai A y colaboradores [147].
Espectrometria de masa con electro spray negativo: Se empled electro spray
negativo con tres cargas diferentes: H*, Na* y NH4* en espectrometro de masa Maldi
TOF/TOF 8085 (ABScie). Los datos espectrales fueron obtenidos en un barrido de
masas de 50 a 1400 m/z a una energia de 175 V.

Cuantificacion de biomasa:

Absorbancia (DO): Las determinaciones fueron realizadas en Espectrofotometro UV-

Visible Genesys 10S en cubetas de 1 mL, a una longitud de onda de 540 nm.

Masa seca gravimétrica (MSG): se centrifugaron alicuotas de 5 mL de cultivo a

10 000 r.mint durante 10 minutos (centrifuga modelo aleman Eppendorf 5804), el
pellet se lavé dos veces con solucion Ringer estéril y se elimind toda el agua
excedente. Los viales eppendorf se secaron en estufa 90°C.

Proteinas: se determind por el método de Lowry modificado (Kit suministrado por

Thermo Scientific, nimero de catalogo 23240), segun instrucciones del fabricante.
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Se realizaron las curvas de calibracion de Masa seca gravimétrica y proteinas vs
Absorbancia mediante andlisis de regresion simple, los coeficientes de correlacion
fueron de 0,999886 y 0,995396, respectivamente.

MSG = -0.0053 + 0.0998*Absorbancia

Proteinas = 0.0459 + 0.0797*Absorbancia

Cuantificacion de carbono residual: el carbono residual, referido al contenido de
glicerol se determind por el método descrito por Kuhn y colaboradores [148].
Determinacion del consumo de nitrogeno en medio de cultivo: se determiné la
presencia de nitrito y nitrato mediante el Kit Quantofix (suministrado por Macherey-
Nagel Referencia 913 13). Segun instrucciones del fabricante.

Contenido de Vanadio: La determinacion de vanadio se efectud por la técnica de
espectroscopia de emision Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) en
un instrumento Perkin EImer Optima 3200RL en condiciones estandar. La calibracion
se realizé con cinco patrones preparados a partir de soluciones patrén certificados
trazables al Instituto Internacional de Estandares y Tecnologia (NIST) y las muestras
analizadas fueron diluidas 1:10 mL con HNOs 1 %.

Determinacion de Hidrocarburos Totales del Petréleo (HTP) en medio liquido:
Se le realizaron cinco extracciones seguidas con 7 mL de diclorometano de los
cultivos. El extracto se deshidratd por percolacion a través de Na2SO4 anhidro y se
concentro en rota evaporador (R111 Buchi, Suiza) hasta un volumen final aproximado
de 1 mL. Para realizar la limpieza (clean up) de los extractos, estos se disolvieron en
diclorometano para un volumen final de 5 mL, de los cuales se tomé 1 mL y se paso a

través de una columna de alimina activada (2 g). La muestra se arrastré con 10 mL
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de diclorometano y los extractos se concentraron nuevamente a 1 mL para su analisis
por cromatografia de gases.
La fraccion resultante del clean up se inyecté en un Cromatégrafo de Gases Trace
2000 (Thermo Quest, Italia) acoplado a un detector de ionizacion de llama (GC-FID)
equipado con una columna capilar DB-5 (J & W Scientific Products GmBh, Alemania)
de 30 m x 0,25 mm de didmetro interno y 0,25 um de tamafio de pelicula. Como gas
portador se us6 hidrogeno de alta pureza (5.0, Abellé Linde) a una velocidad de flujo
de 40 cm.s™.
La temperatura del inyector se fijo a 280 °C manteniendo las valvulas cerradas 0,8 min.
El programa térmico consistié en: 50 °C iniciales mas tres rampas, la primera de
10 °C.min? hasta 150 °C, la segunda a 6 °C.min! hasta 250 °C y la tercera a
10 °C.mint hasta 300 °C con una isoterma final de 5 min. La temperatura del detector
se fij6 a 310 °C. El flujo de helio (pureza 5,0, Abell6 Linde) se fij6 a 1.1 mL.mint y el
volumen de inyeccion fue de 1 pl.

3.10. Anélisis estadistico
El andlisis estadistico de todos los ensayos se realizé empleando el software
STATGRAPHICS Centurion XV, version 15.2.05. La normalidad de los datos se
comprobé mediante la prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov-Smirnov) y la
varianza se verific6 empleado la prueba C de Cochran. En los casos que procedia se
realizd un ANOVA simple comparar las medias. Para determinar las diferencias

significativas entre las medias se emple0 el test LSD de Fisher.
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4. RESULTADOS

4.1. Seleccion primaria de cepas productoras de biotensioactivos
La capacidad de producir biotensioactivos de las cepas estudiadas se muestra en la
Tabla 9. De las 23 cepas en estudio, diez mostraron valores de indices de
emulsificacion con queroseno a las 24y 72 h (E2ay E72), superiores a 50 %: D6, D1,
Y3-B1A, Y10-B10, 341, 342, 344, 345, 349 y 350). Las cepas Y9-F10S, Y6-F1BTN y
Y5-084 mostraron valores de E24 superiores a 50 %, sin embargo, a las 72 h el indice
disminuy6 a menos de 50 %.
De las diez cepas que mostraron indices de emulsificacion superiores al 50 %, solo en
cinco el indice de adhesion a hidrocarburos (H) fue superior al 50 % (D6, Y3-B1A, Y10-
B10, 344 y 349). Otras tres cepas mostraron H > 50 % (Y2-F1FL, Y9-F10S y 338), pero
sus indices de emulsificacion fueron menores al 50 %. Cuatro cepas disminuyeron la
tension superficial a menos de 40 mN.m* (D6, D1, Y3-B1Ay 351).
En el dendrograma (Figura 7) se aprecian dos grupos: en el conjunto | se encuentran
agrupadas 20 cepas con el control, estas presentaron poca actividad superficial o
solamente la mostraron en parte de los ensayos realizados. En el grupo Il se asociaron
las cepas Y3-B1A, Y10-B10 y D6. Las cepas D6 y Y3-B1A mostraron los indices Eza4,
E72, y H superiores al 50 % y disminuyeron la tension superficial a menos de
40 mN.m, mientras que la cepa Y10-B10 mostré6 un comportamiento semejante,
excepto en la disminucién de la tensién superficial (40,25 + 0,78m N.m1), no obstante,
este valor esta en el rango del limite empleado. Estas tres cepas se seleccionaron
como mejores productoras de biotensioactivos para continuar el estudio en una

segunda etapa de seleccion.
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Tabla 9. Determinaciéon de presencia de ramnolipidos mediante los indices Ezs, E72, HY
la tensién superficial.

No Aislado E24 (%) E72 (%) H (%) TS (MN.mY)
0 Control 0,0m+0,0 0,0m+0,0 0,19+ 0,1 69,0'+0,1
1 D6 67,63+1,8 67,63+1,8 86,62+2,8 30,93x0,1
2 D1 58,8°°+1,5 56,6°9+1,5 37,29+ 2,0 39,4°t0,6
3 Y3-B1A 57,9%d+0,9 57,9¢+0,9 69,9°+2,3  39,69+0,1
4 Y10-B10 62,72+3,1  62,72+3,1 57,79+1,2  40,3%+0,8
5 Y8-F9S 45,0942 1 40,7Ni+2 2 31,3"+0,2  49,4'+0,6
6 Y2-F1FL 38,9k+2.1 38,91i+2,1 52,6+2,8 49,69+0,1
7 Y6-FI1IBTN 67,13+2,8 6,2'+0,4 5,2m0+0,1 50,6"+0,1
8 Y9-F10S 51,49+0,9 44,29'+36 66,3°+1,1 55,41+0,4
9 Y7-B2A 49,4"9h+1 4  6,6'+0,3 7,8M+0,1 59,3k+0,8
10 MMM NI 42,211 9 42,29%Ni+1 9 3,4°°+0,21 64,3°+0,1
11 Y5-084 55,1¢9€+0,5 46,99+0,9 4,9m°+(0,3 61,4 0,1
12 MMM | 1 8,5'+1,0 8,5'+1,0 1,2r9+0,3  65,8°P+0,1
13 MMM | 2 0,0m+0,0 0,0m+0,0 3,5"P+0,1 68,6'+0,2
14 338 45,69%+2 8 37,027 69,4°+0,1 40,79+0,1
15 339 40,5%¢+2 3 31,91+2,9 33,5+0,1 42,9¢+0,4
16 340 47,29"+0,4  47,2'9+0,4 20,4k+1,1 51,7+0,1
17 341 51,3°9+10 50,8°+0,3 42,6+0,9 58,9k+0,1
18 342 54,1¢def+5 1 54, 1¢de+5 1 6,3™+0,1  50,29"+0,0
19 344 56,8%9+3 8 55,6°0€+3 3 67,9°+29 67,49+0,1
20 345 55,4¢de+5 0 55 ,35¢de+5 O 28,9'+1,3 59,4'+0,1
21 349 53,09¢'+4 2  53,00¢9e+4 2 59,69%+2,4  63,2"+0,1
22 350 51,5¢9+3 5 51,50%+3 5 24,4+16  40,2°9+0,1
23 351 46,19M+5.0 43,70%+2 0 11,4'+0,6 37,9°+0,1

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher, el andlisis

estadistico se realiz6 para cada ensayo por independiente.
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Figura 7. Agrupamiento de las cepas aisladas en funcion de la actividad superficial
demostrada con los analisis Eza, E72, HYy tension superficial.

4.2. Seleccidn de cepas productoras de ramnolipidos
La variacion de tension superficial provocada por las diluciones del caldo de cultivo
libre de células de las cepas Y3-B1A, Y10-B10 y D6 (Grupo Il, Figura 7), se muestra
en la Figura 8. El caldo libre de células de la cepa Y3-B1A mostréd los valores mas
bajos de tension superficial, 25,43 + 1,70 mN.m™, los cuales son significativamente
diferente (p<0,05) a los alcanzados por los caldos de las cepas Y10-B10 (30,93 + 1,90
mN.m™1) y D6 (31,37 +£ 0,99 mN.m™1). La DMC del caldo de la cepa Y3-B1A fue de 2,70
%; mientras que los valores de las cepas fueron mas altos: Y10-B10 (4,36 %) y D6
(5,05 %), (Tabla 10). La produccién de ramnolipidos de la cepa Y3-B1A (29,32 g.L?)

fue significativamente superior a la de las otras dos cepas: Y10-B10 (26,57 g.L ') y D6
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Figura 8. Variacion de la tensién superficial en funcién de la concentracion del caldo de
cultivo libre de células de las cepas D6, Y3-B1A, Y10-B10.

Tabla 10. Determinacién de presencia de ramnolipidos en los caldos de cultivo libres de
células de las cepas seleccionadas: D6, Y3-B1A, Y10-B10.

TS DMC Ramnolipidos CMC

Cepa
(mN.m™1) (% V/Iv) (g.LD (g.L-1)
Y3-B1A 25,432+1,70 2,70 29,322+0,41 0,114
Y10-B10 30,93+1,90 4,36 26,57°+0,35 0,168
D6 31,37°+0,99 5,05 21,12°+0,25 0,154

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher, el andlisis

estadistico se realiz6 para cada ensayo por independiente.
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(21,12 g.LY), (p<0,05). La CMC, calculada en funcién de la concentraciéon de
ramnolipidos permitié determinar cual cepa era mas eficiente. Se selecciond la cepa
Y3-B1A, por ser la que produjo mayor cantidad de ramnolipidos y tuvo menores valores

de CMC y DMC, por lo que se determiné que fue la mas eficiente de las tres.

4.3. Clasificacion taxonémica de la cepa Y3-B1A
La cepa seleccionada, Y3-B1A, es un bacilo Gram negativo mévil que crece en
condiciones aerdbicas. Se observaron colonias redondeadas, verdes super claras y
brillantes (traslucidas), cremosas, convexas y con bordes enteros en medio agar
triptona soya. La cepa fue positiva a las pruebas de catalasa y oxidasa.
El porcentaje de similitud de secuencia del gen ADNr 16S con respecto a otras
secuencias relacionadas de la base de datos (GenBank) fue del 97,62 % con
Pseudomonas indica NBRC 103045 (cepa tipo) y del 100 % con Pseudomonas
aeruginosa DSM 50071 (Figura 9). Con la secuenciacién del gen ADNr 16S se
determind que la cepa pertenece al género Pseudomonas.
Para confirmar a cual especie pertenece la cepa Pseudomonas sp. Y3-B1A, se realizo
el ensayo API 20 NE (Figura 10, ID excelente, codigo 1 354 475) y cinco pruebas
bioquimicas descritas en la literatura [149] (Tabla 11).
La descripcion micro y macro morfolégica, los resultados obtenidos de la
secuenciacion del gen ADNr 16S, la aplicacion del kit APl 20 NE, y los resultados de
los ensayos bioquimicos realizados, permitieron clasificar taxondmicamente a la cepa
Y3-B1A como miembro de la especie Pseudomonas aeruginosa.
La secuencia se deposito en el Banco de Genes del Centro Nacional de Informacion

para Biotecnologia, de Estados Unidos (NCBI) con el nimero MN044707.
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- Pseudomonas indica strain IMT37 16S ribosomal RNA, partial sequence
97

Pseudomonas indica strain NBRC 103045 16S ribosomal RNA, partial sequence

Pseudomonas aeruginosa partial 16S rRNA gene, type strain DSM 50071T

Pseudomonas aeruginosa strain JCM 5962 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, complete genome

100

Pseudomonas aeruginosa strain NBRC 12688 16S ribosomal RNA, partial sequence

@ Pseudomonas sp. strain 1934ZAE046 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145 16S ribosomal RNA, partial sequence

—
0.002

Figura 9. Arbol filogenético de la cepa Y3-B1A comparada con otras especies del género
Pseudomonas. El arbol se genero por el método de Neighbor Joining.

|
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Figura 10. Aplicacion del método API 20 NE en la clasificacion de la cepa Y3-B1A.

Tabla 11. Resultados de las pruebas bioquimicas confirmatorias de la especie.

Ensayo P. aeruginosa P. indica Y3-B1A
Utilizacion de azucares:

D-arabinosa + - +
L-arabinosa - + -
D-manosa + - +
Maltosa - + -

Hidoolisis de Gelatina + - +
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4.4. Caracterizacion fisico quimica y toxicoloégica de los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa Y3-B1A

La tensién superficial del extracto organico fue de 24,98 + 0,07 mN.m™. La Figura 11
muestra la variacion de la TS en funcion de la concentracion de los ramnolipidos. El
valor de la CMC fue de 117,78 mg.L". La cromatografia en capa fina mostré resultados
positivos con verde bromocresol, reactivo de Molish y difenilamina, los resultados
fueron similares a la mezcla de ramnolipidos utilizada como control.

70
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30 CMC: 117,78 mg.L 1
24.98
20

10
1 10 100 1000 10000 100000
Ramnolipidos (mg.L™1)

Tension Superficial (MN.m-
1

Figura 11. Variacién de la tensidon superficial en funcién de la concentracion de los
ramnolipidos purificados de la cepa Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A.

En la Figura 12 se muestra el espectro infrarrojo con bandas intensas en 3368 cm-
correspondientes a la vibracién de estiramiento OH asociada a la presencia de acidos
carboxilicos. En 2962, 2927 y 2888 cm se observan bandas que corresponden a la
vibracion de estiramiento CH (CHzy CHa) caracteristicas de compuestos alifaticos. En
1260 cm™ esta la region de las bandas de estiramiento asimétrico de C-O-C. En la
region de 900 a 1100 cm™* aparecen bandas C-O-C tipicas de ramnosas. Las bandas
gue se encuentran por debajo de 800 cm se pueden asociar a vibraciones de doblajes

CH fuera del plano de las moléculas [150]. Estos resultados indican la presencia de
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moléculas de ramnosa y cadenas hidrocarbonadas, tipicas de la estructura de los

ramnolipidos.

™
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Figura 12. Espectro infrarrojo del biotensioactivo producido por la cepa P. aeruginosa
Y3-B1A.

Como se puede apreciar en la Tabla 12, el extracto organico de P. aeruginosa Y3-B1A
analizado mediante MALDI TOF MS contiene 14 mono- y di-ramnolipidos con 29 iones
diferentes. Los iones predominantes fueron: 668,42 y 522,36 m/z que se corresponden
con Rha-Rha-C10-Ci10 y Rha-Ci0-C10, respectivamente.

En el ensayo toxicoldgico con Artemia salina se determiné una concentracién letal
media de 163,4 mg.L! para un 95 % de confianza (Tabla 13). El indice de germinacién
de las semillas de Solanum lycopersicum aumenté de 46,7 a 650 % en
correspondencia con la disminucion de la concentracion de ramnolipidos de 240 a
60 mg.L?. Se estim6 una concentracién de ramnolipidos de 190,6 mg.L! para una

germinacion del 50 %, con un 95 % de confianza.
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Tabla 12. lones pseudomoleculares observados en los ramnolipidos producidos por

P. aeruginosa Y3-B1A.

Simbolo o Masa[M] [M+H]* [M + NH4]* [M + Na]*
congénere (m/z)

Rha-Cs 302 303.21 320.24 325.20
Rha-Cio 330 331,17 348,27 355,23
Rha-Ci12 358 359,28 376,30 381,26
Rha-C14 386 387

Rha-Ce-Cio: 448,58 450,34

Rha-Cs- Cs

Rha-Cs- Cio 474,59 476,35 494,33 499,29
Rha-Cio- Cio 504,65 505,33 522,36 527,32
Rha-C12- C12 560,76 562,27

Rha-Rha-Ci2 508,60 510,30

Rha-Rha-Ci4 536,66 537,34 553,33

Rha-RhaCs-Cio 622,34 640,39 645,34
Rha-Rha-Ci0-Cio 650,79 651,39 668,42 673,37
Rha-Rha-Cio-Ci2 678,73 680,47 696,45 701,40

Tabla 13. Evaluacion toxicoldgica de los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-
B1A empleando nauplios de Artemia salinay semillas de Solanum lycopersicum.

_ Artemia salina Solanum lycopersicum
Tratamientos . L
Mortalidad (%) Germinacién (%)
Control 0,0 100
240 mg.L* (2 x CMC) 80,0 46,7
120 mg.L* (1x CMC) 26,7 56,7

60 mg.L (0,5 x CMC) 0,0 65,0
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4.5. Estrategia para incrementar la productividad volumétrica de los
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A

La estrategia para incrementar la productividad volumétrica (PV) de los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa Y3-B1A se desarroll6 en Erlenmeyer con agitacion orbital
y en reactor (1000 mL, volumen efectivo).

45.1. Cinética de crecimiento y produccion de ramnolipidos en

incubadora con agitacion orbital

La Figura 13 muestra la cinética de crecimiento y de produccién de ramnolipidos de
la cepa P. aeruginosa Y3-B1A. La fase exponencial de crecimiento se extendioé hasta
las 50 h (biomasa de 3,3 g.L?), coincidiendo con el agotamiento de la fuente de
nitrégeno (disminucién de 3,3 a 0,5 g.L1). La fase exponencial mostro un cambio en la
velocidad de crecimiento en el periodo de 24 a 36 h aproximadamente, mostrando
mayor velocidad en el segundo periodo. A las 50 h la cepa inici6 la fase estacionaria
de crecimiento, obteniéndose 3,9 g.L* de biomasa final.

Durante las primeras 36 h de cultivo, coincidiendo con la primera parte de la fase
exponencial, la produccién de ramnolipidos fue baja (3,8 g.L!). Posteriormente se
aprecio un incremento exponencial que se mantuvo hasta 80 h con una produccién de
24,9 g.L* de ramnolipidos. La disminucion del glicerol en el medio se corresponde con
el incremento de la poblacion microbiana y de la concentracion de ramnolipidos. El pH
inicial del medio de cultivo se ajustd a siete, cuando la cepa alcanzo la fase
estacionaria el valor era ocho y luego incrementé ligeramente a 8,5; se mantuvo en

este valor el resto del tiempo de cultivo.
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Los valores de PV calculados cada 24 se muestran en la Tabla 14. En el periodo de
48 a 72 h se produjo la mayor cantidad de ramnolipidos, la PV varié de 0,172 a 0,253
g.Lt.h, coincidiendo con la fase de aceleraciéon negativa de crecimiento. La PV al
concluir el cultivo (96 h) fue de 0,257 g.Lt.h?, para una producciéon total de

ramnolipidos de 24,86 g.L' y un rendimiento producto biomasa de 6,56.
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Figura 13. Perfil de crecimiento y de produccidén de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-
B1A en MMM suplementado con glicerol (4% m/v) incubado durante 96 h en agitacion
orbital a 130 r.minty 30 °C.

Tabla 14. Productividad volumétrica calculada durante el crecimiento y la produccion
de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol (4 % m/v)
incubado durante 96 h en agitacién orbital a 130 r.miny 30 °C.

Tiempo (h)
24 48 72 96
PV (g.Lth1) 0,090°¢+0,004 0,172°+0,003 0,2532+0,003 0,2572+ 0,001

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher.
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4.5.2. Seleccion de la concentracion de biomasa inicial e inductor para la
produccion de ramnolipidos

La concentracién inicial de biomasa y la adicién de sobrenadante con contenido de
ramnolipidos como inductor influyen significativamente en la produccion de
ramnolipidos en cultivos agitados en zaranda orbital a 30 °C. La superficie de
respuesta y su transformacion candnica, muestran un 6ptimo local para la zona de
estudio (Figura 14 Ay B).

Las concentraciones de indculo y de inductor influyeron positivamente sobre la PV
(efectos principales, de primer orden). La interaccion entre ambos factores no fue
significativa. Los efectos cuadraticos tuvieron un resultado negativo. Esto indica que la
concentracion de ambos no se puede aumentar indefinidamente, pues en un punto
dejar4 de ser positivo el efecto que provoca en la productividad volumétrica para
tornarse negativo. Ademas, el factor cuadrético de la concentracion de biomasa inicial
es el efecto con mayor incidencia en el resultado (Figura 14 C).

Este resultado indica la existencia de un éptimo de biomasa inicial e inductor donde la
productividad volumétrica se hace maxima. Para determinar ese punto se eliminaron
los efectos no significativos, obteniéndose el siguiente modelo.

PV = 0,441222 + 0,0213333*[X,] + 0,0221667*[Ind] - 0,107333* [X,]2 - 0,0348333*[Ind]?
Donde [Xo]: concentracion de biomasa inicial; [Ind]: concentracion inicial de inductor
Mediante la utilizacion del anélisis matematico se determinaron los valores optimos de
biomasa inicial e inductor para incrementar la productividad volumétrica, los cuales son
2,1 g.L 'y 1,25 %, respectivamente (Tabla 15). Estos valores se establecieron como

parte de la estrategia de incremento de la productividad volumétrica.
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Figura 14. Analisis matemético de la optimizacién de los valores de biomasa inicial en inductor para incrementar la
productividad volumétrica durante el crecimiento y produccion de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM
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suplementado con glicerol (4 % m/v) incubado durante 96 h en agitacién orbital a 130 r.minty 30 °C.

A) Superficie de respuesta estimada en funcién de la concentracién de biomasa inicial e inductor calculada. Los puntos
representan el resultado primario experimental y las barras la distancia hasta la superficie de respuesta estimada. B)
Transformacién canodnica de la superficie de respuesta del proceso de optimizacién. C) Diagrama de Pareto para el analisis

de la significancia estadistica de los factores para una probabilidad de 90 %.
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Tabla 15. Concentraciones 6ptimas de biomasa inicial e inductor para incrementar la
productividad volumétrica en el cultivo de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM suplementado
con glicerol (4 % m/v) incubado durante 96 h en agitacién orbital a 130 r.minty 30 °C.

Factor Bajo Alto Productividad volumétrica: 0.446 g.I"*.h!
(6ptimo) (factores)
[Xo] 1,0 (-1) 3,0 (1) 0,108 2,1g.L?
[Ind] 0,0 (-1) 2,0 (1) 0,253 1,25 %

[Xo]: concentracion de biomasa inicial; [Ind]: concentracion inicial de inductor

4.5.3. Determinacién del tiempo de cultivo 6ptimo en incubadora con
agitacion orbital

La Figura 15 muestra el crecimiento y la produccion de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A con 1,25 % de inductor y biomasa inicial de 2,1 g.L!. La fase de crecimiento
de aceleracién positiva se manifesto en las primeras 10 h, después inici6 la fase de
crecimiento exponencial que duré hasta 60 h. Entre las 36 y 48 h se manifesto un ligero
cambio en la velocidad especifica de crecimiento, menos marcado que el observado
en el cultivo de cinética basica mostrado previamente (Figura 13).
La producciéon de ramnolipidos fue baja en el periodo de 0-24 h, posteriormente la
produccion aument6 de forma exponencial, con mayor velocidad de produccién en el
periodo 48-72 h. La productividad volumétrica fue calculada cada 12 h, los valores se
muestras en la Tabla 16. Los mayores valores de productividad volumétrica se
alcanzaron alas 60y 72 h, y no existieron diferencias significativas entre estos, por lo

gue se seleccion6 60 h como el tiempo de cultivo para el disefio de la estrategia.

54



Resultados

50
5
2 40
(7]
(@]
=
£ 30
(@)
C
g
x 20
5
2 10
o
@
9o
0 0
0 10 20 30
—a—Glicerol

40

50

60

Tiempo (horas)

——Ramnolipidos

70

80 90

——Biomasa

100

10

Biomasa (g.L?)

Figura 15. Cinética de crecimiento y de produccién de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol 4 %, utilizando una biomasa inicial de 2,1

g.Lty el inductor a 1,25 %.

Tabla 16. Valores de productividad volumétrica calculados por intervalos de tiempo en
el cultivo de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol 4 %, biomasa
inicial de 2,1 g.L* einductor al 1,25 %, incubado durante 96 h en agitacion orbital a 130

r.min?ty 30 °C.
Tiempo (h) Productividad volumétrica (g.L1.h?1)
10 0,0099+0,004
24 0,121%+0,005
36 0,182¢+0,008
48 0,2719+0,007
60 0,413°+0,005
72 0,4102+0,007
84 0,396°+0,003
96 0,365¢+0,001

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra

son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher
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4.5.4. Evaluacién del numero de ciclos para incrementar la productividad

volumétrica en incubadora con agitacién orbital

La produccién de ramnolipidos y el crecimiento bacteriano de P. aeruginosa Y3-B1A
durante el cultivo con concentracién inicial de biomasa de 2,1 g.L! e inductor de
1,25 % durante cinco ciclos se muestra en la Figura 16. La acumulacion de biomasa
y ramnolipidos aumentd en cada ciclo con respecto al anterior. No hubo diferencias
significativas entre los valores de productividad volumétrica de los dos primeros ciclos
(Tabla 17). El resto de los valores mostraron diferencias significativas entre ellos, en
el cuarto ciclo se manifestd el mayor valor. Al concluir el cuarto ciclo se acumul6 una
produccion de 145,44 g.L! de ramnolipidos para una productividad volumétrica del
proceso de 0,606 g.L1.h?.

La Figura 17 resume la estrategia disefiada para incrementar la productividad
volumétrica de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A en cultivo agitado
en erlenmeyers. La productividad volumétrica se incrementé en 2,34 veces al concluir
el cuarto ciclo del cultivo con respecto a la cinética basica establecida como punto de

partida (Figura 18).

55



100,0 12,0

80,0 10,0
_ o
E 80
8 60,0 o
=] 6.0 ©
= @
8 40,0 g
S 40 m
&

20,0 2,0

0,0 0,0

0 1 2 3 4 5
Ciclos

Ramnolipidos ——Biomasa

Figura 16. Cinética de crecimiento y de produccion de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol (4 % m/v), biomasa inicial de 2,1 g.L' e
inductor 1,25 %, cinco ciclos de cultivo de 60 horas.

Tabla 17. Valores de productividad volumétrica en el proceso de crecimiento de P.
aeruginosa Y3-B1A y de produccion de ramnolipidos en MMM suplementado con
glicerol (4 % m/v), biomasa inicial de 2,1 g.L-1 e inductor 1,25 %, cinco ciclos de cultivo
de 60 horas.

No de ciclo Productividad volumétrica (g.L.h"1)
1 0,4209+0,003
2 0,4169+0,012
3 0,550°+0,011
4 1,0382+0,011
5 0,766+0,006

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher.
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Figura 17. Estrategia diseflada para incrementar la productividad volumétrica de
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en cultivo agitado en erlenmeyers.
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Figura 18. Incremento de productividad volumétrica de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A durante el cultivo agitado en erlenmeyers.
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4.5.5. Cinética de crecimiento y produccién de ramnolipidos en reactor
P. aeruginosa Y3-B1A se cultivd en un reactor Biostat B-MO, con 1 L de volumen
efectivo con las concentraciones de biomasa inicial e inductor previamente
establecidas en los experimentos anteriores (2,1 g.L' y 1,25 %, respectivamente). La
inyeccion de aire enriquecido con oxigeno y el tiempo influyen en la produccion de
ramnolipidos (Figura 19). Se aprecio que hasta las 40 h el crecimiento microbiano y la
produccion de ramnolipidos fueron semejantes en ambos casos (con y sin aire
enriquecido con oxigeno).
Al igual que en los cultivos realizados en zaranda, en el periodo de 24 a 36 h la
velocidad especifica de crecimiento sufrié variaciones, aun cuando la cepa se mantuvo
creciendo de forma exponencial. Después de las 40 h la produccion de ramnolipidos
fue exponencial con una mayor pendiente en el cultivo enriquecido con oxigeno puro.
En este ultimo la biomasa final fue 1,14 veces mayor que en el que no se inyectd
oxigeno puro; mientras la productividad volumétrica crecio 1,56 veces.
La superficie de respuesta obtenida, su transformacién candnica y la significancia de
cada efecto se muestran en la Figura 20 A, B y C, respectivamente. La inyeccion de
oxigeno puro y el tiempo (factores principales de primer orden) influyen de forma
significativa y positiva en la productividad volumétrica. En otro sentido, el efecto
cuadréatico del tiempo tiene un efecto negativo significativo (Figura 20 C). Este
resultado indica la existencia de un optimo tiempo donde la productividad volumétrica
se hace maxima. Para determinar ese punto se plante¢ el siguiente modelo:

PV =0,7985 + 0,256625* + 0,11775*0O - 0,359375*t2 + 0,069125*T*IO

Donde t es tiempo, |O: inyeccién de oxigeno puro
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Figura 19. Cinética de crecimiento y de producciéon de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol (4 % m/v), biomasa inicial de 2,1 g.L' e
inductor 1,25 % y agitacion de 130 r.min en reactor Biostat B-MO.

A) con inyeccién de aire B) con inyeccion de aire enriquecido con O2.
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Figura 20. Analisis matematico de la optimizacién del tiempo y determinacién del efecto de lainyeccion de oxigeno puro
para incrementar la productividad volumétrica de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM suplementado con
glicerol (4 % m/v), biomasa inicial de 2,1 g.L e inductor 1,25 % y agitaciéon de 130 r.min! en reactor Biostat B-MO.

A) Superficie de respuesta estimada en funcién del tiempo calculado y el efecto de la inyeccion de oxigeno. Los puntos

representan el resultado primario experimental y las barras la distancia hasta la superficie de respuesta estimada. B)
Transformacién candnica de la superficie de respuesta del proceso de optimizacién. C) Diagrama de Pareto para el analisis
de la significancia estadistica de los factores para una probabilidad de 90 %.
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A partir de esta ecuacidon se obtuvieron las superficies de respuesta y de contorno
(Figura 20 A y B, respectivamente). Se calcul6 el tiempo 6ptimo mediante la funcion
de superficie de respuesta, para obtener el mayor valor de productividad volumétrica,
el cual fue de 58,8 h (Tabla 18). El tiempo 6ptimo determinado en el estudio en
erlenmeyers en incubadora con agitacion orbital es similar. Se incluy6 en la estrategia
el tiempo de cultivo de 60 h, el cual se encuentra en el rango 6ptimo determinado
(Figura 20 B).

Tabla 18. Valores o6ptimos de tiempo y empleo de oxigeno para incrementar la
productividad volumétrica calculada durante el crecimiento y la produccion de
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM suplementado con glicerol (4 % m/v),
biomasainicial de 2,1 g.L"* e inductor 1,25 %y agitacién de 130 r.min! en reactor Biostat
B-MO.

Productividad volumétrica:

-1 K-1
Factor Bajo Alto . 0.654.9.L%N .
(6ptimo (concentracion
calculado) de factores)
Tiempo 24 (-1) 72 (1) 0,453 58,8
Inyeccion de aire + Oz No (-1) Si (1) 1,0 Si

4.5.6. Determinacién del numero de ciclos para la produccién de

ramnolipidos en reactor

En la Figura 21 se muestra el comportamiento del crecimiento y de la produccién de
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A durante cinco ciclos de cultivo de 60 h en MMM
suplementado con glicerol (4 % m/v), inyeccion de aire enriquecido con oxigeno,
biomasa inicial de 2,1 g.L%, inductor 1,25 % y agitaciéon130 r.min't en reactor Biostat
B-MO. La acumulacion de biomasa y ramnolipidos incrementé de un ciclo a otro. La

productividad volumétrica incrementd del primer al cuarto ciclo, con diferencias
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significativas entre un ciclo y otro. (Tabla 19). En el cuarto ciclo la cepa produjo
64,72 g.L*(PV =1,079 g.Lt.h). La concentracién de ramnolipidos al finalizar el cuarto
ciclo de cultivo fue de 180,78 g.L* con una productividad volumétrica de
0,753 g.L1.h1,

Con la estrategia de produccion disefiada y evaluada en el reactor Biostat M-O:
2,1 g.L! de biomasa inicial, 1,25 % de inductor, cuatro cultivos secuenciales
discontinuos, 30 °Cy 130 rpm* (Figura 22); se obtuvieron 180,78 g.L"* de ramnolipidos
en 240 h. La Figura 23 muestra el incremento en la productividad volumétrica en el
reactor durante el proceso de disefio de la estrategia de cultivo, se puede apreciar que
incrementd en 168 % respecto al cultivo discontinuo con aire no enriquecido con
oxigeno. Si se compara con la productividad volumétrica de partida en la cinética
basica establecida en el cultivo agitado en erlenmeyers, el valor casi se triplico (2,91

veces).
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Figura 21. Cinética de crecimiento y produccién de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-
B1A durante 5 ciclos de cultivo en MMM suplementado con glicerol (4 % m/v), inyeccion
de aire enriquecido con oxigeno (15 %, 1 vvm) biomasainicial de 2,1 g.Lt einductor 1,25
%, 130 r.min! en reactor Biostat B-MO.

Tabla 19. Influencia del numero de ciclos de cultivo en la productividad volumétrica de
P. aeruginosa Y3-B1A durante 5 ciclos de cultivo en MMM suplementado con glicerol (4
% m/v), inyeccion de aire enriquecido con oxigeno (15 %, 1 vvm) biomasa inicial de 2,1
g.L* einductor 1,25 %, 130 r.min* en reactor Biostat B-MO.

Ciclo No. Productividad volumétrica (g.L1.h?1)
1 0,558¢ +0,008
2 0,674° 0,004
3 0,702 +0,005
4 1,0792 0,007
5 0,6329 +0,001
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Medio minimo mineral Biomasa jpiciai: 2,1 g.L" 700 mL
Glicerol 4 % (mlv) Inductor: 1,25 %
Antiespumante Tego KS-53: 0,5 g Aire: Tvwvm

PH iniciat = 7,0 Oxigeno: 15 % del aire
Medio minimo mineral
Glicerol 4 % (mlv)
Antiespumante Tego KS-53: 0,5 g
PH inicial = 7,0
Inductor: 1,25 %
Aire: lvvm
Oxigeno: 15 % del aire

© 130 rmin © 130 r.mint
- 30°C ~30°C

&y

Figura 22. Estrategia disefiada para incrementar la productividad volumétrica de
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en el reactor Biostat B-MO.
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Figura 23. Incremento de la productividad volumétrica durante el disefio de la estrategia
en el reactor Biostat B-MO.
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4.6. Evaluacion de la estabilidad (S) de los ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa Y3-B1A

La evaluacion de la estabilidad de las emulsiones con los diferentes hidrocarburos se
realiz6 a partir del comportamiento del indice de emulsificacion en el tiempo (60 dias).

4.6.1. Actividad emulsificante (E) con diferentes compuestos hidrofobicos

En la Figura 24 se presenta el comportamiento del indice de emulsificacion durante
los 60 dias de evaluacion de las emulsiones formadas por los ramnolipidos con
petréleo crudo, queroseno y diésel.

A las 24 h todas las emulsiones formadas mostraron valores de E > 60 % sin
diferencias significativas entre sus valores. La emulsién con queroseno fue la mas
estable (95,1 %) con E = 60,56 % (Tabla 20). A los 14 dias la emulsién con petréleo
crudo mostré en su indice un decrecimiento respecto al dia 1, manteniendo la
estabilidad (S) hasta el final del experimento, E = 58,12 %, valor que no mostro
diferencias significativas con la actividad emulsificante del queroseno. Con diésel no
se observo estabilidad en el tiempo, mostrando una disminucion significativa a los 14
dias, con valor de E = 16,18 %y S = 25,3 %.

4.6.2. Efecto de las condiciones ambientales (pH, temperaturay salinidad)
en la actividad superficial y emulsificante

La Figura 25 muestra la variacién de los indices de emulsiones (E) durante 60 dias en
diferentes condiciones de pH, salinidad y temperatura, de la emulsion del crudo de
ramnolipidos con queroseno.

La influencia del pH se evalué en un rango de 4 a 10. En la Figura 25 A se puede

apreciar que alas 24 hlos valores de E estaban en el rango de 58,73 (pH =4) a
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Figura 24. Comportamiento del indice de emulsificacibn de las emulsiones de
ramnolipidos frente a cuatro compuestos hidr6fobos de diferente estructura quimica:
diésel, queroseno y petroleo crudo.

Las barras representan la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra son
significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher, para el mismo tiempo
de incubacion.

Tabla 20. Estabilidad de las emulsiones de los ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa Y3-B1A con diferentes hidrocarburos calculada a los 14 y 60 dias de
incubacion.

. . Estabilidad de la emulsion (%)
Compuesto hidrofébico

14 dias 60 dias

Diésel 26,6 °* 25,3 ¢*
Queroseno 96,6 2* 95,1 &
Petrdleo crudo 92,9 b* 90,4 b*

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher. Valores de
estabilidad con el mismo simbolo no mostraron diferencias significativas entre los 14 y 60 dias
para la misma condicion.
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Las barras representan la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra son
significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher para el mismo tiempo

de incubacioén
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69,94 % (pH = 6). Las emulsiones de pH =5 a 10 mostraron valores de E > 55 % hasta
el final del ensayo sin diferencias significativas (p > 0,05). A pH = 4 hubo una
disminucién significativa en el valor de E a los 14 dias (p = 0,01), disminucién que
continuo hasta el 40 % a los 30 dias, para mantenerse estable en ese valor hasta los
60 dias.

Las emulsiones de pH 5 a 10 mostraron estabilidad, S = 85 % a los 14 y 60 dias, sin
diferencias significativas en este parametro para cada valor de pH (Tabla 21). Las
emulsiones de pH 5 a 7 fueron las de mayor estabilidad, no mostraron diferencias
significativas entre ellas, pero si con las demas emulsiones. A menor pH (pH = 4) la
estabilidad fue menor de 80 % con diferencias significativas entre 14 y 60 dias.

El comportamiento del indice emulsificante en funcion de la variabilidad de la salinidad
(basado en el rango de concentracion de NaCl de 2 a 20 %) se muestra en la
Figura 25 B. Los valores de E a las 24 h decrecieron de 64,54 a 50,79 %, a medida
que la concentracién de NaCl incrementd, evidenciando tres grupos homogéneos
(p = 0,00). En el primer grupo, con los mayores valores de E, estan asociadas las
emulsiones con 2 y 4 % de NaCl, en el segundo las de 6 a 10 % de salinidad, y en el
tercero, la emulsion a 20 % de NaCl, con el menor valor de E. A partir de los 30 dias,
los valores de E de las emulsiones de 2 y 4 % de NaCl disminuyeron significativamente,
aunque por encima del 55 %. A los 60 dias no hubo diferencias significativas entre las
emulsiones de 2 a 10 % NaCl (E = 59,11 a 53,04 %). Para la emulsion con una
salinidad de 20 % de NaCl, E se redujo a 36,9 %.

La estabilidad (S) a los 14 dias de las emulsiones con concentracion de NaCl de 2 a

10 % fue superior a 95 % sin diferencias significativas entre los valores (Tabla 21). A
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los 60 dias, las emulsiones con concentracion de NaCl de 6 a 10 % mostraron
diferencias significativas de estabilidad con sus valores a los 14 dias. Para todas las
emulsiones, excepto las que tenian 20 % de NacCl, la estabilidad fue superior al 90 %
a los 60 dias.

También fue evaluado el comportamiento de la emulsificacion (E) en funcion de la
temperatura (4 a 44 ° C) durante 60 dias (Figura 25 C). A las 24 h los valores de E
estuvieron en el rango de 60 a 70 % sin diferencias significativas entre las emulsiones
incubadas a las temperaturas 4, 30, 37 y 44 °C; mientras que a 25 °C la E = 59,8 %,
con diferencias significativas respecto al resto (p = 0,06). A los 60 dias, solo la emulsion
incubada a 4 °C mantuvo valores de E > 60 %, mostrando diferencias significativas
con el resto (p = 0,07), que, aunque menores no disminuyeron de 55 % de
emulsificacion.

La estabilidad de las emulsiones incubadas de 4 a 30 °C fue mayor de 98 % a los 14
dias y no mostraron diferencias significativas entre sus valores (Tabla 21). La
estabilidad a 37 °C para este mismo tiempo fue de 94,6 % mientras que a 44 °C la
estabilidad fue de 88,7 %. A los 60 dias todas las emulsiones, excepto las
almacenadas a 4 y 25 °C mostraron diferencias significativas con respecto a sus
valores a los 14 dias. Por su parte a 30 °C, la estabilidad fue de 92 % y para el resto

de las temperaturas se mantuvo en el rango de 80 a 90 %.
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Tabla 21. Estabilidad de las emulsiones de los ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa Y3-B1A con queroseno en variadas condiciones ambientales, calculada a
los 14 y 60 dias.

Estabilidad de la emulsion (S)

Condicién (%)
14 dias 60 dias

pH 4 78,4 9 68,4 9
5 97,5 & 96,1 &*

6 95,0 & 94,2 &

7 96,5 * 93,7 abx

8 91,7 91,7 b*

9 88,6 °* 87,3 ¢*

10 92,9 bx 91,6*

NaCl (%) 2 97,2 a 91,6 %
4 95,2 & 92,3 ¢

98,4 &* 96,8 #*

98,6 &* 97,2 &

10 96,2 & 95,6 2*

20 90,3 P* 72,7 9%

T(°C) 4 100,0 & 98,1 &
25 98,4 ab* 98,4 a*

30 99,1 & 92,9 %

37 94,6 * 89,1 %

44 88,7 °* 84,1

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher. Valores de
estabilidad con el mismo simbolo no mostraron diferencias significativas entre los 14 y 60 dias
para la misma condicion.
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Las condiciones ambientales evaluadas (pH, salinidad y temperatura) no afectaron el
comportamiento de la tension superficial. Los valores se comportaron en el rango de
26,81 a 29,60 mN.m sin diferencias significativas.
4.6.3. Influencia de la esterilizacion en la estabilidad de la emulsion

La tension superficial del crudo de ramnolipidos posterior al proceso de esterilizacion
fue de 29,06 mN.m1, este valor no fue significativamente diferente al medido en las
temperaturas evaluadas, (p < 0,05). La estabilidad de las emulsiones formadas con el
crudo de ramnolipido estéril se estudié a temperaturas de almacenamiento de 30 y
37 °C durante 14 y 60 dias.

La Figura 26 muestra la actividad emulsificante del crudo de ramnolipidos estéril y sin
esterilizar, con queroseno y almacenada a 30y 37 °C. A las 24 h los valores del indice
de emulsificacion fueron 73,4y 70,3 % a 30 y 37 °C, respectivamente. Estos valores
no mostraron diferencias significativas entre ellos (p = 0,48). Ambos valores de
estabilidad fueron mayores de 92 % y mostraron diferencias significativas entre los 14
y 60 dias (Tabla 22). La estabilidad de la emulsion de los ramnolipidos esterilizados y
almacenados posteriormente a 37 °C no vario significativamente entre los 14 y 60 dias;
este comportamiento es semejante al de la emulsién con ramnolipidos no esterilizados

y almacenados a la misma temperatura.
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Figura 26. Estabilidad de las emulsiones de los ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A,

esterilizado con calor hiumedo (121°C, 15 min).
Las barras representan la desviacién estandar para n=3. Se presenta el valor medio. Valores

gue no comparten letra son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de
Fisher para el mismo tiempo de incubacion

Tabla 22. Estabilidad de las emulsiones de del crudo de ramnolipidos producidos por P.
aeruginosa Y3-B1A y previamente esterilizado con queroseno, calculada a los 14 y 60

dias.

Estabilidad de la emulsion (S)

Condicion (%)
14 dias 60 dias

Crudo de ramnolipidos g4 92 2 bx 89.4 bo
esterilizado (121 °C, 15 min)

y almacenado a

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher. Valores de
estabilidad con el mismo simbolo no mostraron diferencias significativas entre los 14 y 60 dias

para la misma condicion.

37°C 96,4 &* 94,8 *
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4.7. Aplicaciones del crudo de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa

Y3-B1A en laindustria petrolera

47.1. Remocion de vanadio

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 23, todos los valores de

eficiencia de remocién fueron superiores al 50 %, duplicando los resultados obtenidos

con el control (sin adicion de ramnolipidos). Los mayores valores se obtuvieron a

concentraciones superiores a la CMC, alcanzando el maximo de 85,52 % con una

concentracion de ramnolipidos equivalente a 2,0 x CMC (240 mg.L?). Este valor tuvo

diferencias significativas con los obtenidos al resto de las concentraciones.

Tabla 23. Eficiencia de la remocion de vanadio de los ramnolipidos producidos por P.

aeruginosa Y3-B1A.

Ramnolipido

Eficiencia de remocion de Vanadio (%)

CMC mg.L?

0 (control) 0 21,419+0,90
0,6 72,00 61,69°+£3,74
0,8 96,00 56,45°£6,57
1,2 144,00 76,43%+2 59
1,6 192,00 74,7645 51
2,0 240,00 85,523+4 31

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher.

4.7.2. Degradacion de crudo

La evaluacion de la degradacion de crudo empleando

ramnolipidos como

bioestimulador se realiz6 a tres escalas diferentes: laboratorio (medio liquido),

microcosmos (suelos) y campo (parcelas de suelo). Se aplicé la bioaumentacion con

microorganismos como control de comparacion de la efectividad del proceso.
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4.7.2.1. Laboratorio

A partir de los cromatogramas (Figura 27) obtenidos a los 28 dias se determinaron los
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) y se calcul6 el porcentaje de degradacion. Se
observo variacion de intensidad de los diferentes picos en los tratamientos aplicados
respecto al control abiotico. Los resultados mostrados en la Tabla 24 confirman que la
adicion de ramnolipidos incrementa la biodegradacion de hidrocarburos. En ausencia
de ramnolipidos (CM) la degradacion fue solo de 29,9 %, mientras que con la adicion
de estos (CM+RL) se alcanz6 un valor de 78,0 %. Este representa un incremento del
61,7 % de la degradacion. (Tabla 24).

4.7.2.2. Microcosmos

Como puede apreciarse en la Figura 28, a los 30 dias de tratamiento se observé
crecimiento de la poblacién de microorganismos totales. Al concluir el ensayo la
poblacién degradadora se increment6 en los tres tratamientos: bioaumentacion (BA),
bioestimulacion con ramnolipidos (BE) y la combinacion de los dos (BA+BE), siendo
mas evidente el incremento en la bioestimulacion (9,7 x 10° UFC.g? de suelo) y la
bioaumentacion (2,0 x 10% UFC.g* de suelo). La poblacién microbiana degradadora de

hidrocarburos representdé mas del 90 % de la poblacion heterétrofa cultivable.
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Figura 27. Biodegradacion de hidrocarburos utilizando ramnolipidos de P. aeruginosa

Y3-B1A a los 28 dias de cultivo: (A) control, (B) cultivo mixto (CM), (C) cultivo mixto +
ramnolipidos (CM+RL).
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Tabla 24. Efecto de la adicién de los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A
en la biodegradacién de crudo. Las células se cultivaron en MMM suplementado con
crudo (1 % m/v).

Incremento de la

Condicién de cultivo Biodegradacion (%)
biodegradacién (%)
Cultivo mixto (CM) 29,9+ 7,0 --
Cultivo mixto + RL (CM+RL) 78,02+ 7.5 61,7+ 3,9

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra
son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher.
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Figura 28. Conteo de microrganismos en el proceso de biorremediacion en
microcosmos.
Las barras representan la desviacion estandar calculada para n = 3.
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El consumo de nitrégeno y fésforo estuvo en correspondencia con el crecimiento
(Tabla 25). EI mayor el consumo de estos nutrientes se observo en la bioestimulacion:
N > 90 % y P > 55 %, siendo este tratamiento el que mayor incremento de poblacion
mostré. En el caso de la BA y la combinacion de los tratamientos (BA+BE), los
consumos de estos nutrientes esenciales no superaron el 80 y 50 % respectivamente
para nitrogeno y fosforo.

El porcentaje de degradacion se calcul6 a partir de los valores de HTP, grasas y aceites
(GA) y de las fracciones de hidrocarburos (saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos)
determinados a los 0 y 30 dias (Tabla 26). Los porcentajes de degradacion de GA,
resinas y asfaltenos fueron inferiores al 20 % sin diferencias significativas entre los tres
tratamientos, excepto para los asfaltenos. No obstante, con la aplicacion de
ramnolipidos (BE) se obtuvieron los mayores valores los porcentajes de degradacion
de HTP (55,2 %), saturados (35,2 %) y aromaticos (73,7 %), siendo significativamente
diferente este resultado respecto a los otros dos tratamientos aplicados (BA y BA+BE).
Considerando los resultados de biodegradacion obtenidos con la bioestimulacién con
ramnolipidos (BE), se calcularon las tasas de incremento de la degradacion para HTP
y las fracciones de saturados y aromaticos respecto a los otros dos tratamientos (BA
y BA+BE). En la Tabla 27 se observa que las tasas de incremento de la degradacion

con BE estan entre 36 y 53 %.
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Tabla 25. Contenido de nitrogeno y fosforo del suelo en el ensayo de microcosmos durante la biodegradacién de
hidrocarburos.

. Nitrogeno (mg.kg™) Fésforo (mg.kg™)
Tratamiento Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
Bioestimulacion 24,52 + 0,07 1,83+ 0,03 7,10 £ 0,50 3,08 +0,19
Bioaumentacioén 24,52 + 0,07 6,82 + 0,07 7,10 + 0,50 3,86 £ 0,40
Bioestimulacion + bioaumentacion 24,52 + 0,07 5,21 + 0,06 7,10 + 0,50 4,30 £ 0,62

Tabla 26. Biodegradacion de hidrocarburos en microcosmos alos 30 dias de tratamiento.

_ HTP GYyA Saturados Aromaticos Resinas Asfaltenos
Tratamiento

Biodegradacion (%)
Bioestimulacion 55,22+ 1,5 3,32+0,3 35,22 +2,2 73,77+ 3,3 582+1,1 1,54°+1,7

Bioaumentacion 30,3"+0,1 4,42+ 0,1 16,5+ 0,3 43,1°+ 1,2 7,22+1,6 18,08+ 3,5

Bioestimulacion +
) » 33,9°+0,3 412+0,1 195+ 1.4 471°+1,9 1,42+0,9 1,2+ 1.8
bioaumentacién

Se presenta el valor medio y la desviacién estandar para n=3. Valores que no comparten letra son significativamente diferentes
(p < 0,05), segun el método LSD de Fisher. HTP: hidrocarburos totales del petréleo; GA: grasas y aceites

Tabla 27. Influencia de los ramnolipidos en la biodegradacién de hidrocarburos en microcosmos.

T _ Tasa de incremento de la degradacién respecto Tasa de incremento de la degradacién respecto
ratamiento

a la bioaumentacion (%) a la bioestimulacién + bioaumentacion (%)
HTP Saturados Aromaticos HTP Saturados Aromaéticos
Bioestimulacion
452 + 1,7 53,3+7,9 41,6 +1,3 38,7+0,1 447 +£0,1 36,1+0,2

HTP: hidrocarburos totales del petréleo
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4.7.2.3. Parcelas

Para evaluar la efectividad de la bioestimulacion a través de la adicion de ramnolipidos
a escala de campo se determind el crecimiento microbiano (Figura 29), los contenidos
de nitrégeno y fosforo del suelo (Tabla 28) y los porcentajes de degradacion de
hidrocarburos (Tabla 29). También se evalud la toxicidad de la introduccion de
ramnolipidos y microrganismos exogenos (cultivo mixto CM) en el ecosistema
impactado.

A los 30 dias, de aplicada la bioaumentacion, se mantuvo el equilibrio en el crecimiento
de la poblacion total (igual orden decimal), mientras que en las parcelas con
bioestimulacion (BE) si hubo incremento de esta poblacién (un orden decimal). En
ambos tratamientos aumentd la poblaciébn degradadora, y se estim6 que esta
representaba del 80 al 87,5 % de la poblacién cultivable.

El consumo de nitrogeno fue similar (55 %) en las parcelas con los dos tratamientos.
En las parcelas donde se aplicé la bioaumentacion se consumié el 15 % del fésforo
inicial, consumo que es superior a las parcelas con bioestimulacién (Tabla 28).

La Tabla 29 muestra los porcentajes de degradacion de hidrocarburos. Los
porcentajes de biodegradacion aplicando ramnolipidos fueron mas bajos que los
obtenidos en los microcosmos, a excepcion de las grasas y aceites (37,1 %).

El comportamiento de la degradacion de la fraccion saturada del crudo tanto con
bioaumentacién como con bioestimulacion a escala de campo no mostré cambios
significativos. La aplicacién de ramnolipidos (BE) favorecié los mayores porcentajes
de degradacion de HTP (36,7 %) y aromaticos (63,7 %) y en el caso de las fracciones

resinas y asfaltenos, los porcentajes de biodegradacion por bioestimulacién fueron
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mas bajas que con bioaumentacion, no superando el 30 %. El incremento en la
degradacion de GA fue de 86,51 %, mientras que para HTP y aromaticos fue de valores
cercanos al 34 % (Tabla 30).

Las técnicas de biorremediacion utilizadas, bioestimulacion con ramnolipidos (BE) y
bioaumentacién con el cultivo mixto (BA) no causaron efectos toxicos al suelo ya que
la tasa de mortalidad de las lombrices para la BE y BA fue de 5 y 15 %,

respectivamente; mientras que el de tiempo cero fue de 70 % (Tabla 31).
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Figura 29. Conteo de microrganismos en el proceso de biorremediacion en parcelas.
Las barras representan la desviacion estandar calculada para tres repeticiones
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Tabla 28. Contenido de nitrégeno y fésforo del suelo de las parcelas durante la biodegradacion de hidrocarburos.

_ Nitrégeno (mg.kg™) Fosforo (mg.kg™)
Tratamiento
Dia 0 Dia 30 Dia 0 Dia 30
Bioestimulacion 1,56 £ 0,10 0,66 £ 0,07 5,23 £ 0,07 4,84 +£0,18
Bioaumentacion 2,96 +0,12 1,34+ 0,08 6,30 £ 0,12 5,35 +0,23

Tabla 29. Biodegradacion de hidrocarburos en parcelas a los 30 dias de tratamiento.

Grasas y . _
_ HTP _ Saturados Aromaticos Resinas Asfaltenos
Tratamiento aceites
Tasas de biodegradacion (%)
Bioestimulacion 36,72+ 3,3 37,12+ 3,3 0,12+0,1 63,72+ 5,3 28,3+ 15 22,7°+75
Bioaumentacion 24,2+ 2.2 5,1+ 2,2 1,12+ 8,6 41,7°+ 27 56,02+ 1,6 48,52 + 4,6

Se presenta el valor medio y la desviacién estandar para n=3. Valores que no comparten letra son significativamente diferentes (p
< 0,05), segun el método LSD de Fisher. HTP: hidrocarburos totales del petrdleo.

Tabla 30. Influencia de los ramnolipidos en la biodegradacién de hidrocarburos en parcelas.

_ Tasa de incremento de la degradacion respecto a la bioaumentacién (%)
Tratamiento

HTP Grasas y aceites Aromaéticos
Bioestimulacion 33,4+ 6,80 86,5+4,8 34,2+6,9

HTP: hidrocarburos totales del petroleo
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Tabla 31. Ensayo toxicolégico con Eisenia andrei de las parcelas tratadas por
bioestimulacién y bioaumentacion.

Eisenia andrei

Tratamientos Organismos _
Mortalidad (%)
expuestos muertos

Control del ensayo 60 0 0
BE (t=04d) 60 42 70
BE (t=304d) 60 3 5
BA (t=04d) 60 45 75
BA (t=304d) 60 9 15

BE: bioestimulacion; BA: bioaumentacion

4.7.3. Recuperacion mejorada de petréleo crudo en columnas

Para determinar la influencia de los ramnolipidos de P. aueruginosa Y3-B1A, en el
indice de recobro de crudo residual se empled sobrenadante libre de células de un
cultivo de 72 h. La tensién superficial fue de 28,0 + 0,7 mN.m* y DMC = 2,0 %.

El valor del indice de recobro adicional (AOR) para todos los tratamientos a los 28 dias
estuvo en el rango de 6,8 % a 21,0 %, mientras que en el control (libre de ramnolipidos)
fue de 1,3 % (Tabla 32). El analisis estadistico de los datos experimentales permitio
determinar que existian diferencias significativas entre los tratamientos y el control. Al
incrementar la concentracion de ramnolipidos se incrementa la tasa de recobrado,
aungque no hubo diferencias significativas al emplear soluciones al 2,0 y 2,5 % de

ramnolipidos (Figura 30).
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Tabla 32. Pardmetros de larecuperacion de petréleo crudo en columnas empacadas con
arena empleando ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A.

Ramnolipidos (%)

Parametros Control 01 1.0 2.0 5
OOIP (mL) 12,4+0,4 12,3+0,4 11,9+0,6 11,8+0,3 11,9+0,2
Soi (%) 63,7+4,4 64,6+2,9 61,0+0,7 60,5+0,7 65,8+1,1

OOIP-Sorwf (mL) 8,6+0,1 6,2+0,8 5,4+0,4 5,3+0,5 5,0+0,1

Sor (%) 69,6+1,3 50,7451 45357 44,6253  42,3%0,6
Sormf (mL) 0,100  0,4+0,1  0,7+0,1  1,0t0,0  1,1%0,1
AOR (%) 1,39+0,3  6,8°¢1,7 12,813 19,2242,0 21,0%t1,3

OOIP, crudo retenido inicialmente; Soi, saturacion inicial de crudo; Sorwf, crudo recuperado
después del flujo de agua; Sor, saturacion de crudo residual; Sormf, crudo residual después
del flujo de ramnolipidos; AOR, recuperacién adicional de crudo.

Se presenta el valor medio y la desviacion estandar para n=3. Valores que no comparten letra

son significativamente diferentes (p < 0,05), segun el método LSD de Fisher.

control RL-0,1% RL-1,0% RL-2,0% RL-2,5%
1.3% 6.8% 12.8% 19.2% 21.0%

Recuperacion adicional de crudo

Figura 30. indice de recuperacién adicional de petréleo crudo a los 28 dias en columnas
empleando ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1.
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5. DISCUSION

5.1. Seleccién y clasificacion taxonOmica de una cepa productora de

ramnolipidos

En la era de la industrializacion global, la exploracion de los recursos naturales ha
servido como fuente de experimentacion para la ciencia y las tecnologias avanzadas,
incrementandose la manufactura de productos con alto valor agregado en el mercado,
entre estos los biotensioactivos [16].
En la busqueda de nuevos biotensioactivos el objetivo principal es encontrar productos
con elevada actividad superficial e interfacial, capacidad emulsionante, solubilidad y
actividad superficial en un amplio rango de temperatura y pH. Ademas de estas
propiedades fisico-quimicas, los biotensioactivos deben ser econdmicamente
competitivos. Por lo que otro objetivo importante en el proceso de seleccion, es aislar
nuevas cepas productoras con elevados rendimientos. Debido al gran nimero de
cepas que deben aislarse y caracterizarse en un proceso de seleccién, emplear una
estrategia eficiente es la clave del éxito. Una estrategia completa consta de cuatro
pasos: aislamiento, seleccién identificacibn de cepas y caracterizacion de
biotensioactivos [67].
En este trabajo se realiz6 la seleccion de bacterias productoras de biotensioactivos a
partir de 23 cepas de la colecciéon del CEINPET. Estas fueron aisladas previamente de
ecosistemas terrestres, marinos y dulceacuicolas contaminados con hidrocarburos del
petréleo y tienen la capacidad de crecer con crudo como unica fuente de carbono. Los
microrganismos productores de biotensioactivos pueden aislarse de diferentes

muestras ambientales, tales como suelo, agua y materiales residuales, etc. [67]. Sin

69



Discusion

embargo, Bodour y Miller-Maier [151] demostraron que en suelos contaminados con
hidrocarburos existe mayor probabilidad de encontrar cepas productoras de
biotensioactivo, con respecto a suelos no contaminados. Otros autores han expuesto
gue en los ecosistemas marinos la probabilidad de aislar mayor diversidad de cepas
productoras de biotensioactivos es amplia debido a las condiciones extremas de
salinidad, alcalinidad y temperatura [152, 153].

En esta investigacion la capacidad de produccién de biotensioactivos de las cepas en
el proceso de seleccion, se evalué empleando dos métodos de deteccion indirecta:
indice de emulsificacién (24 y 72 horas) y de adhesion bacteriana a hidrocarburos, y
otro directo; la tension superficial. Para formar emulsiones entre dos compuestos
inmiscibles es necesario la presencia de agentes con actividad superficial, por tanto,
la formacion de emulsiones estables entre hidrocarburos, compuestos derivados del
petréleo o aceites vegetales y cultivos microbianos, es una evidencia de la presencia
de biotensioactivos. Las células que se adhieren a los compuestos hidrofébicos son
removidas de la fase acuosa, la disminucién en la turbidez de esta fase se correlaciona
con las células hidrofébicas. La tension superficial se debe a que las fuerzas que
afectan a cada molécula son diferentes en el seno del liquido y en la superficie, su
disminucién hace posible la emulsion o solubilizacibn de compuestos que
habitualmente no manifiestan este comportamiento.

Los meétodos de clasificacion numérica permiten analizar todos los ensayos
simultdneamente. La aplicacion de estos métodos condujo a la seleccion de tres cepas
Y3-B1A, Y10-B10 y D6 (13 % del total). Considerando que generalmente el por ciento

de aciertos es bajo [67] este es un por ciento de acierto elevado.. Saravanan y
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Vijayakumar seleccionaron el 4,1 % de las cepas aisladas de muestras de suelo
contaminado con crudo [154]; mientras Vandana selecciond solo el 10 % de los
aislados de suelo contaminado de un area de bombeo de crudo [155]. El origen de las
cepas (sitios contaminados) combinado con cultivos enriquecidos y técnicas clasicas
de deteccidn de biotensioactivos (E y TS), utilizados en la investigacion, es una buena
estrategia para seleccionar cepas productoras.

Shahaliyan y colaboradores aislaron cepas productoras de biotensioactivos de los
géneros Pseudomonas y Bacillus a partir de muestras de sedimentos marinos
contaminados con hidrocarburos empleando las técnicas de hemdlisis en agar sangre,
ruptura de la gota, desplazamiento de crudo e indice de emulsificaciéon [156].
Aislamientos de especies de estos mismos géneros obtuvieron Mahalingan y
colaboradores a partir de muestras de suelo contaminadas con diésel, empleando las
mismas técnicas, e incorporando la tensién superficial [157]. En otra investigacion los
autores seleccionaron la cepa P. aeruginosa NTBU-01 de una muestra de suelo
contaminado con petréleo crudo, utilizando como criterio la capacidad de disminucion
de la tensién superficial [56]. Chen y colaboradores aislaron la cepa P. aeruginosa
ZS1, estos autores incluyeron en los métodos de seleccién la determinaion de la
presencia de ramnolipidos, basados en reacciones especificas de estas estructuras
quimicas [55].

En la seleccion de la cepa mas eficiente en la produccion de biotensioactivo se
emplearon las determinaciones de la tension superficial, DMC, CMC y concentracion
de ramnolipidos en el caldo de cultivo libre de células. La CMC que es la concentracion

minima de un tensioactivo a partir de la cual se forman micelas espontaneamente en
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una disolucién, es un parametro caracteristico de cada molécula y es utilizada para
medir la eficiencia del mismo. Por lo general los miembros del género Pseudomonas
producen glicolipidos del tipo ramnolipidos [97, 158-161].

Se selecciond la cepa Y3-B1A que produjo el biotensioactivo mas eficaz y eficiente. La
secuenciacion y comparacion de su gen RNA 16 S permitio clasificarla como miembros
del género Pseudomonas. Las pruebas fisioldégicas y bioquimicas confirmaron la
especie Pseudomonas aeruginosa. Esta es una especie ampliamente descrita como
productora de ramnolipidos [55, 56, 87, 162, 163]

5.2. Caracterizacion fisico quimica y toxicolégica de los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa Y3-B1A

La dilucion micelar critica (DMC) del caldo de cultivo libre de células fue de 2,7 % vlv;
el extracto organico redujo la tensién superficial a 24,98 mN.my present6 valores de
CMC de 117,78 mg.L*. Los valores de CMC de ramnolipidos informados para cepas
del género Pseudomonas varian desde 5 hasta 200 mg.L [51]. La eficiencia de los
ramnolipidos producido por P. aeruginosa Y3-B1A es superior a la de los producidos
por Pseudomonas sp. ZS1 [55] y P. aeruginosa ADMT1 [54], inferior a la obtenida por
la cepa Pseudomonas sp. DAUPE 614 (13,9 mg.L!) y comparable a la informada de
otros aislados:110-120 mg.L [56, 164]. Sin embargo, su eficacia es mayor al de estas
cepas que informaron valores de la TS > 25 mN.m* [51-56].

Los analisis quimicos revelaron en el espectro infrarrojo las bandas caracteristicas de
ramnolipidos descritas previamente en la literatura [56, 161, 165, 166].

Los espectros de masa obtenidos por cromatografia ESI-MS mostraron 29 picos con

14 homologos. Los ramnolipidos son un grupo diverso de moléculas con mas de 60
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congéneres informados. Usualmente presentan una o dos ramnosas, aunque existen
informes de tres 0 mas. Por otra parte, el nUmero de atomos de carbono de los acidos
grasos varia entre seis y 24, las cadenas carbonadas de los ramnolipidos producidos
por la cepa P. aeruginosa Y3-B1A varian entre ocho y 14. Los valores mas frecuentes
en la literatura estan entre ocho y diez atomos [46]. Generalmente predominan los
ramnolipidos Rha-C10-C10 y Rha-Rha-C10-C10 [55, 162, 167, 168], comportamiento
similar al obtenido en esta investigacion.

La composicion de los ramnolipidos y el predominio de un tipo particular de congénere
depende de varios factores: la fuente de carbono, las condiciones de cultivo [162], la
edad del cultivo y lo mas importante, el tipo de cepa [51, 146]. Los métodos de
aislamiento y purificaciéon de los ramnolipidos también inciden notablemente en la
estructura [51].

Uno de los métodos mas utilizados para cuantificar la concentracion de ramnolipidos
es la determinacion de ramnosa con posterior correccion mediante un factor
experimental. En la literatura los valores informados de este factor varian y es
recomendable no aplicarlos sin comprobarlos experimentalmente. Esta variabilidad se
debe a la relacion mono-/di-ramnolipidos que se establece en la mezcla y a la longitud
de las cadenas carbonadas. A mayor concentracion de mono-ramnolipidos, mayor
serd el valor del coeficiente.

En esta investigacion se usé como factor de correlacion ramnosa / ramnolipidos: 3,24.
Este coeficiente es ligeramente inferior al 3,4 determinado por Bharali y Kuma, para
una mezcla de predominio de mono-ramnolipidos [146]. Sin embargo, usualmente los

valores utilizados estan en el rango de 2,0 a 3,0. Pereira y colaboradores usaron 2,23
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para una mezcla con proporciones semejantes de mono/ di-ramnolipidos (49,6 / 50,38)
con cadenas carbonada de ocho a 12 atomos [169]. Abalos establecio el factor 3 para
una composicion en la que predominan los di-ramnolipidos [164]; Chen vy
colaboradores utilizaron este mismo factor, sin comprobacion experimental, para una
mezcla mono/di: 40/60 [55]. La composicidon de los ramnolipidos, también depende la
fuente de carbono, por lo que Sodagari establecié dos coeficientes: 2,22 y 2,73, en
funcién de la fuente de carbono que empleara para producirlos [132].

Los resultados de los estudios ecotoxicoldgicos realizados al crudo de ramnolipidos
con los modelos Solanum lycopersicum y Artemia salina demostraron su baja
toxicidad. Todos los valores de concentracion letal media estuvieron en el rango de
100-1000 mg.L?, los que se consideran seguros de acuerdo a lo establecido por Meyer
y colaboradores [170]. Otros autores han informado resultados semejantes utilizando
los mismos modelos bioldgicos [22, 87, 171], ademas de semillas de Latuca sativa
(lechuga) y células de mamiferos [87].

La baja o ausencia de toxicidad de los biotensioactivos, generalmente se atribuye a
sus estructuras poliméricas, lo que concede una polaridad inferior a la de los
tensoactivos sintéticos y conduce a la formacién de micelas con menor carga
electrostética, incrementando asi la compatibilidad con las membranas biol6gicas
[171]. Al igual que en estudios precedentes, los ramnolipidos producidos por un
patogeno oportunista no afectaron los niveles de toxicidad de la muestra [22]; lo cual
los hace mas atractivos para estrategias de biorremediacion por bioestimulacion por la

aplicacion directa del crudo [17, 30, 172, 173].
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5.3. Estrategia de incremento de la productividad volumétrica de los
ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A

Obtener ramnolipidos con alto rendimiento es un reto, varios factores influyen en el
crecimiento microbiano y el metabolismo durante el cultivo de produccion. La
bdsqueda de combinaciones ideales de sustratos para definir los medios de cultivo que
faciliten la difusion intracelular y la produccion de compuestos de interés ha sido sujeto
de numerosas investigaciones [5, 14, 16]. Los estudios cinéticos pueden influir en la
disminucién de los costos. El empleo de fuentes residuales en la produccién disminuye
considerablemente el costo de produccién. Esto es particularmente rentable para
aplicaciones ambientales o industriales, en las que el empleo del producto crudo sea
igualmente efectivo [3, 36], como es el caso de los ramnolipidos obtenidos en este
trabajo.

Se utilizo el glicerol como fuente de carbono, este es un residual de la produccién de
biodiesel y otros oleoquimicos, cuya produccién se ha incrementado en las Ultimas
décadas [174]. Este es un sustrato ampliamente utilizado en la obtencién de
ramnolipidos [69, 115, 175, 176], considerado barato y eficiente para estos fines [25,
132].

Definido el glicerol como fuente de carbono, se establecié la cinética basica de
crecimiento y de produccién de ramnolipidos de la cepa P. aeruginosa Y3-B1A. La fase
de adaptacion no se aprecio (Figura 13), esto es consecuencia de haber utilizado
como indculo células que se estuvieron cultivando por mas de 30 dias en condiciones
similares. A las 35-38 h de incubacién se observé un cambio de pendiente en las

curvas de consumo de sustrato, crecimiento y formacion de ramnolipidos que sugiere
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un crecimiento diauxico, sin embargo no existen evidencias de la acumulacion de un
metabolito intermediario que se pueda utilizar como fuente de carbono [177]. Este
fendmeno se ha observado en otros perfiles cinéticos previamente publicados en los
gue se uso glicerol como sustrato para producir ramnolipidos, no obstante, los autores
no explicaron este comportamiento [113, 175, 178, 179].

La causa de la variacion en el consumo de glicerol y como consecuencia en el
crecimiento microbiano y produccion de ramnolipidos en la fase exponencial de
crecimiento, no fue evaluada experimentalmente. Estudios recientes del metabolismo
del glicerol en especies del género Pseudomonas apuntan a la no homogeneidad en
el tiempo de respuesta metabdlica de la poblacion, por lo que en el cultivo con esta
fuente de carbono se aprecia la existencia de mas de una subpoblacion bacteriana.
Estos cultivos se caracterizan por la presencia de una fraccion latente de células
bacterianas que coexisten con una subpoblacién metabdlicamente activa, a diferencia
de los cultivos en presencia de glucosa, en los que se manifiesta una poblacion Unica,
uniforme y metabdlicamente activa [177, 180]. En presencia de glicerol se ha
demostrado que se produce un aumento estocastico de células individuales capaces
de metabolizar el sustrato en medio de una mayoria de bacterias que no responden al
mismo, seguido por la eventual toma de control de toda la poblacion. [177].

En 96 h la cepa produjo 24,67 g.L* (PV = 0,257 g.L1.h'1), siendo este es uno de los
mayores valores de produccion informados empleando el glicerol como fuente de
carbono (Tabla 33). Es posible obtener concentraciones mayores de ramnolipidos
empleando otros aceites o acidos grasos, por ejemplo: aceite de girasol: 39 g.L*[181],

aceite de canola frito: 40,5 g.L [6] y aceite de colza: 45 g.L! [182]. Sin embargo, la
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presencia de acidos grasos residuales en el caldo de cultivo final tiene desventajas:
primero, la recuperacion y purificacion de los ramnolipidos es mas compleja v;
segundo, si el propésito del caldo fermentado es de aplicaciébn ambiental, los acidos
grasos pueden incrementar la concentracion de compuestos organicos insolubles en
los suelos o0 aguas a tratar [175]. El empleo del glicerol evita estos problemas.

Se calcularon los valores de productividad volumétrica por rangos de tiempo para
establecer el punto de partida. En la cinética, ademas, se establecié que la produccién
de ramnolipidos se incrementa en la segunda mitad de la fase exponencial y durante
la aceleracion negativa, considerandose un metabolito secundario producido
parcialmente asociado al crecimiento. Zhu y colaboradores refirieron que la produccion
es parcialmente asociada al crecimiento [50].

Existe discrepancia entre los investigadores acerca de la clasificacion de la produccion
de ramnolipidos en funcién de la via de fermentacién. Algunos autores consideran que
son un producto asociado al crecimiento, ya que muestran una relacién paralela entre
el crecimiento y la produccion de ramnolipidos [183]. Otros consideran que los
ramnolipidos son metabolitos secundarios producidos bajo condiciones de crecimiento
limitadas por nutrientes (nitrégeno y fésforo) y puede afectarse por las condiciones
ambientales [178]. También se ha planteado que su produccién coincide con el inicio

de la fase estacionaria [184—186] y se sobre producen en esta [88, 132, 181].
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Tabla 33. Produccién de ramnolipidos por cepas de P.

aeruginosa empleando glicerol como fuente de carbono.

Cepa Método de RL PV Método de determinacion de Referencia
produccién (g.L?) (g.Lr.h?Y)  ramnolipidos

UFPEDA cultivo agitado en 15,9 0,095 * Ramnosa. Factor: 3,2 de Santanay cols., 2015

614 erlenmeyers 12,0 0,125 * [175]

All cultivo anaerdbico 4.4 0,037 Ramnosa Singh y cols., 2013 [174]

2B cultivo agitado en 4,14 nc Azlcares totales Aparnay cols., 2012; [187]
erlenmeyers

ATCC cultivo discontinuo 412 0,057 * Ramnosa Avili y cols., 2012 [188]

53752 alimentado

SQ6 cultivo anaerobico 1,61 nc Dispersion de petréleo correlacionado Zhao y cols., 2015; [53]

con la concentracion de ramnosa

SG cultivo anaerébico 0,63 0,003 * Ramnosa Zhao y cols., 2016 [189]

ZS1 cultivo agitado en 30,0 nc Ramnosa / Dispersion de crudo. Factor: Cheng y cols., 2017; [55]
erlenmeyers 3

PA1 cultivo agitado en 7,26 0,061 Ramnosa. Factor: 2,23 Pacheco y cols., 2012;
erlenmeyers [190]
cultivo agitado en 19 0,048 * Ramnosa. Factor:3,4 Cherif y cols., 2015; [178]
erlenmeyers

PB 25 cultivo agitado en 2,47 0,082 Ramnosa Giraldo y cols., 2014 [113]
erlenmeyers

Y3-B1A  cultivo agitado en 24,67 0,257 Ramnosa. Factor:3,24 Esta investigacion

erlenmeyers

* calculada a partir de la informacién aportada en la publicacion; nc insuficiente informacion para hacer el calculo
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El disefio factorial 32 permitié determinar que la concentracion inicial de biomasa y la
adicion de inductor tienen un efecto positivo en el incremento de la productividad
volumétrica. Se calcularon las concentraciones 6ptimas en ambos casos: 2,1 g.L'y
1,25 %, respectivamente.

Como inductor se emple6 caldo fermentado de la fase estacionaria libre de células
[cultivo de P. aeruginosa Y3-B1A en MMM con glicerol (4 % m/v), a 30 °C, incubado a
130 r.mint durante 72 h]. La adicién de 1,25 % de caldo fermentado con contenido de
autoinductores enddégenos al inicio del cultivo con una biomasa inicial de 2,1 g.L*
increment6 1,7 veces la productividad volumétrica (de 0,259 a 0,446 g.Lt.h''). Dos
Santos y colaboradores lograron un incremento de dos veces la productividad
volumétrica (de 0,027 a 0,054 g.L*.h!) adicionando 20 % de inductor de semejante
naturaleza en la produccion de ramnolipidos por P. aeruginosa PA1 [50]. Aunque el
incremento es similar requirieron 16 veces la concentracion de inductor respecto a la
utilizada en esta investigacion.

El analisis mostrado en la Figura 14 permite observar que la concentracién del inductor
influye significativamente en la produccién de ramnolipidos, es decir que el inductor
adicionado contribuye al incremento de la sintesis de la enzima ramnosiltransferasa
(Figura 1). Durante la fase estacionaria de crecimiento de Pseudomonas, se produce
una mezcla de lactonas de homoserinas aciladas y sefales de quinolona de
Pseudomonas, que son conocidas como autoinductoras. Estas moléculas forman
parte del sistema quorum sensing, el cual es un sistema de comunicacion bacteriana
célula a célula, que incluye la biosintesis, secrecion y deteccion de moléculas sefales

autoinductores. Se conoce que estos son responsables de la induccion de la sintesis
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de ramnolipidos [45, 48, 190]. La presencia de estas enzimas desde el inicio del cultivo
disminuye el tiempo de inicio de sintesis de ramnolipidos.

El efecto de la concentracion de biomasa inicial o volumen del indculo en la produccion
de ramnolipidos ha sido poco estudiado. En este estudio se comprobo que la biomasa
inicial de P. aeruginosa Y3-B1A influye en la produccion y que su incremento debe ser
controlado porque tiene un efecto negativo, como ha sido observado previamente [43,
143, 163].

Otro elemento evaluado en la estrategia de fermentacion, fue el tiempo de cultivo.
Empleando las concentraciones de biomasa (2,1 g.L') e inductor (1,25 %), se
establecié el menor tiempo requerido para alcanzar la maxima de productividad
volumétrica.

No existieron diferencias significativas en los valores de productividad volumétrica a
60y 72 h (tiempo al que se determinaron los valores maximos: 0,413y 0,410 g.L.h',
respectivamente). Se seleccion6 60 h para los cultivos secuenciales discontinuos.
Otros autores también han referido este tiempo para alcanzar una mayor
productividad: P. aeruginosa produjo mas ramnolipidos en el periodo de 40 a 60 h
[178], P. aeruginosa PAO1 fue més productiva entre 40 y 70 h [181, 191], mientras que
P. cepacia CCT6659 alcanz6 su maxima productividad en la fase estacionaria entre
48y 60 h [192].

Determinado el tiempo de cultivo al cual se alcanza la mayor productividad volumétrica,
se realizo un cultivo secuencial de cinco ciclos discontinuos de 60 h cada uno, iniciando
con las concentraciones de biomasa (2,1 g.L?) e inductor (1,25 %) establecidas en

ensayos previos. La mayor produccion de ramnolipidos ocurrid en el cuarto ciclo.
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Concluido este, en 240 h, P. aeruginosa Y3-B1A acumulé 145,44 g.L'! con una
PV = 0,606 g.L1h?’ Este es el valor de productividad volumétrica mas elevado
informado hasta el momento; en otros estudios se obtuvo mayor produccion de
ramnolipidos, pero consumiendo mas tiempo [44]. Para una mejor comprension de la
importancia de los valores de productividad volumétrica alcanzados, se muestran en
la Tabla 34 los obtenidos en esta investigacion y datos de publicaciones previas que
destacan los elementos de la estrategia utilizados.

Se han realizado varios estudios de produccion de ramnolipidos producidos por otras
cepas Pseudomonas spp. en cultivos discontinuos. El cultivo de P. aeruginosa S2 con
sistema de control de pH y alimentacion de glucosa incrementd los valores de
produccion a 6,06 y 3,04 g.L%, respectivamente [193]. Durante el cultivo con limitacién
de nitrogeno de células inmovilizadas de Pseudomonas sp. DSM2874, la produccién
fue de 45 g.L! en un proceso discontinuo con aceite de colza [182]. Lee Yy
colaboradores disefiaron una estrategia de alimentacion con aceite de pescado en el
cultivo de P. aeruginosa BYK-2 KCTC 18012P, la produccién fue de 22,7 g.L* [77].
Todas estas estrategias emplearon fuentes de carbono grado comercial, y costosas, a
diferencia de la empleada en esta investigacion.

La diversidad de métodos empleados para determinar la concentracién de
ramnolipidos provoca que la comparacion de rendimientos obtenidos en diferentes
experimentos sea compleja y poco exacta. Por ejemplo, en una revision de Mukherjee
y colaboradores [194] se compararon valores de produccién de biotensioactivos,
incluyendo ramnolipidos, producidos por diferentes cepas; informaron un rendimiento

maximo de 45 g.L! por la cepa Pseudomonas sp. DSM 2874, mientras que la del resto
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Tabla 34. Estrategias de incremento de la produccidén de ramnolipidos por cepas de la especie P. aeruginosa: Estudios en
erlenmeyers agitados.

Cepa Fuente Elementos de la estrategia RL PV Tiempo Método de Referencia
de (g.LY)  (g.Lth? (h) determinacion de
carbono ramnolipidos
ATCC Glucosa Adicion de acidos grasos como 13,7 0,07* 192 Precipitacién &cida, Zhang y cols.,
9027 precursores extraccién organica 2014; [195]

y gravimetria.
Factor de pureza

ATCC Aceite Discontinuo alimentado (fuente 74,9 0,18 408 Ramnosa He y cols., 2017,
15692 de maiz de carbono) [44]
ATCC Aceite Discontinuo alimentado 151,2 0,40-0,45 480 Ramnosa Hey cols., 2017;
15692 de maiz secuencial (1 ciclo de 5 dias y [44]
4 de 3 dias)
PA1 Glicerol  pH 6ptimo, adicion de mediode 9,39 0,054 174 Ramnosa Dos Santos 'y
cultivo agotado como inductor FC =2,23 cols., 2016 [50]

(no determinado)

PA1 Glicerol pH 6ptimo, discontinuo- 10,39 0,047 220 Ramnosa Dos Santos y
alimentado (fuente de carbono FC =2,23 cols., 2016 [50]
y nitrdgeno) (no determinado)

Y3- Glicerol Biomasa inicial, adicion de 145,44 0,606 240 Ramnosa Esta

B1A medio de cultivo agotado FC =3,24 investigacion
como inductor, Discontinuo determinado
alimentado secuencial (4 experimentalmente

ciclos de 60 h)

* calculada a partir de los datos; FC: factor de conversion
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de las cepas era menor que 15 g.L.

Un analisis detallado de los métodos de cuantificacion de los biotensioactivos
empleados por los autores antes citados, permite hacer otras interpretaciones. El
informe de la produccion méas elevada de ramnolipidos fue con la cepa Pseudomonas
sp. DSM 2874, realizado por Trummler y colaboradores (2003). En este se empled un
meétodo gravimeétrico para calcular la concentracion de ramnolipidos [182], este es un
meétodo con una elevada incertidumbre teniendo en cuenta que se desconoce el grado
de pureza de la muestra. Giani y colaboradores (1997), informaron haber obtenido
concentraciones de 74-112 g.L! en cultivos discontinuos y discontinuos alimentados
con las cepas Pseudomonas spp. DSM 7107 y DSM 7108, sin embargo, otros autores
han considerado que el informe carece de detalles experimentales y no se ha
informado verificacion de tales resultados [70].

El crecimiento microbiano y los rendimientos de produccion de metabolitos, en los
procesos de cultivo en reactores, generalmente, son superiores a los obtenidos en
erlenmeyers en cultivo agitado. Esto se debe a que en el reactor se puede satisfacer
la demanda de oxigeno del microorganismo a través de la inyeccion de aire u oxigeno
en el seno del liquido. Ademés, como consecuencia de la agitacion mecanica, que
garantiza que no se estratifiquen los nutrientes en el medio, existe una mayor
homogeneidad.

Para la produccion de biotensioactivos en biorreactores, se recomienda el uso de
fermentadores muy esbeltos o utilizar volimenes inferiores al efectivo de trabajo. Estos
cultivos generan grandes voliumenes de espuma, lo que se potencia también con el

empleo de altas velocidades de agitacion. Se selecciond una velocidad de agitacion
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baja (130 r.mint, semejante a la empleada en incubadora de agitaciéon orbital) y
volumen de trabajo (1 L) inferior al volumen efectivo (2 L) del reactor utilizado.

En el cultivo de P. aeruginosa Y3-B1A en el reactor con inyeccion de oxigeno puro se
aprecio una fase de adaptacion que se extendié por 16 h. Es habitual observar una
fase de adaptacion prolongada (> 10 h) en cultivos en glicerol [177, 180]. FenGmeno
que se aprecio por primera vez durante el desarrollo de la estrategia. Esto se debe a
que la cepa se expuso a condiciones de cultivo diferentes, lo cual implicé un nuevo
proceso de adaptacion a las estas.

La produccion en el reactor con aire enriquecido con oxigeno fue mas eficiente que en
el cultivo agitado en erlenmeyers. Si se comparan los valores de biomasa a las 72 h
(Figura 13y Figura 16 B) se puede apreciar que en el reactor el aumento fue de 1,14
veces (de 8,02 a 9,12 g.L™1), sin embargo, la productividad volumétrica fue 1,56 veces
mayor (de 0,446 a 0,696 g.L1.h'1). Zhao y colaboradores demostraron que el oxigeno
influye en la expresion de los genes rhl y altera de forma positiva el rendimiento [25].
En el reactor se determiné que a las 60 h P. aeruginosa Y3-B1A alcanza el mayor valor
de productividad volumétrica. Resultado semejante al obtenido en el cultivo agitado en
erlenmeyers. Igualmente, en el cuarto ciclo de cultivo secuencial discontinuo, se
alcanzé la mayor productividad volumétrica con un valor de 1,079 g.L1.h

La estrategia planteada para reactor es una de las que mas tiempo consume, no
obstante, es la de mayor productividad volumétrica descrita: 0,753 g.L1.h? (Tabla 35).
Zhu y colaboradores alcanzaron valores de productividad volumétrica semejantes
(0,735 g.L1.h'1), mediante el control del pH en un cultivo discontinuo alimentado [186]

disponiendo del 40 % del tiempo requerido en la estrategia disefiada para
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Tabla 35. Estrategias de incremento de la produccion de ramnolipidos por cepas de la especie P. aeruginosa: Estudios en

reactor.
Cepa Fuente de Elementos de la estrategia RL PV Tiempo Método de Referencia
carbono (g.LY)  (g.Lth? (h) determinacion de
ramnolipidos
USM- Diésel Discontinuo alimentado basado 23,6 0,076 312 Ramnosa Noh vy cols.,
AR2 en la tasa maxima de consumo 2014 [77]
de sustrato. 3,0 L (1,5 L VE)
EO3- Aceite de Efecto del oxigeno disuelto, pH 42,1 0,22 191 Ramnosa Sodagari y
40 soya / optimo y fuente de carbono. FC=2,22y2,73 cols., 2018
glicerol 20L(1LVE) [132]
PAO1 Aceitede  Adicion de elementos traza a 39 0,43 90 Precipitacion &cida, Mller y cols.,
girasol las 20,40y 70 h. 42 L (30 L VE) extraccién organica, 2010; [181]
cuantificacién por
HPLC-UV/Vis
0-2-2 Aceite de Control de pH discontinuo- 70,56 0,735* 96 Ramnosa Zhuy cols.,
soya alimentado. 5,0 L (2,5 L VE) 2012 [186]
PA1  Gilicerol Optimizacion de concentracion 5,46 0,032 120 Ramnosa. Pereiray cols.,
crudo de fuente de carbono y de FC =2,23 2013 [169]
nitrégeno. 50 L (3 L VE)
reactor con membrana
Y3- Glicerol Inyeccion de oxigeno, 180,78 0,753 240 Ramnosa Esta
B1A biomasa inicial, adicion de FC =324 investigacion

medio de cultivo agotado
como inductor, Discontinuo
alimentado secuencial
(cuatro ciclos de 60 h). 2,5 L
(1L VE)

* calculada a partir de los datos; FC: factor de conversion; VE: volumen efectivo
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P. aeruginosa Y3-B1A. Sin embargo, se utilizé aceite de soya como fuente de carbono,
lo que compite con el alimento humano. En el afio 2013, Pereira y colaboradores,
usaron glicerol como fuente de carbono obtuvieron una productividad volumétrica muy
baja. En el proceso de cultivo en el reactor solamente optimizaron las fuentes de
carbono y nitrégeno [169]; con lo cual se ha demostrado que no es suficiente para
alcanzar los niveles que rentabilicen el proceso. En afios posteriores las estrategias
en reactores han incorporado el estudio y modificacion de condiciones de cultivo.

5.4. Evaluacioén de la estabilidad del crudo de ramnolipidos de P. aeruginosa
Y3-B1A

La habilidad de formar y estabilizar emulsiones puede ser determinada mediante el
calculo del indice de emulsificacion (E), este es un método util y practico. Actualmente
no existe un criterio Unico acerca de cual es el minimo valor de E para evaluar una
emulsion como satisfactoria. Varios autores consideran como positivo el rango de
55-90 %en emulsiones con petrdleo crudo o queroseno [43, 44, 196], valores de 50 %
han sido valorados como moderados [196].

Las emulsiones formadas por los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A
con queroseno y petréleo crudo tuvieron una estabilidad superior al 90 % (E cercanos
al 60 % durante 60 dias). La emulsion formada con diésel perdi6 su estabilidad
después de los 7 dias.

Los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A mostraron resultados
favorables de estabilidad en el rango de pH evaluado (4-10) a las 24 h, los valores de
del indice de emulsificacion oscilaron entre 58 y 70 %, reduciéndose en menos de

10 % a los 60 dias, excepto a pH 4 que disminuy6 hasta 40 %. Resultados similares
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obtuvieron Sood y colaboradores, las emulsiones formadas por los ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa CR1, mostraron valores de E a las 24 horas cercanos al
60 %, a pH mas bajo este indice se redujo [197]. Los ramnolipidos de Pseudomonas
sp. SIWB, mostraron indices de emulsificacién semejantes en el rango de pH 7 a 10
alas 24 h (50 - 60 %), pero con una estabilidad inferior al 50 % a los 30 dias, Ademas,
con estos biotensioctivos no se lograron emulsiones estables a pH = 3 por mas de 5
dias [97].

La disminucién del pH provoca la precipitacion de los ramnolipidos y causa la
desorcion de las estructuras disminuyendo la estabilidad de las emulsiones en el
tiempo. Se observé que las emulsiones de los ramnolipidos producidos por P. stutzeri
se afectaron en condiciones muy acidas (pH = 2), E <25 % a las 24 h [198], En otro
estudio en el que se evalud la estabilidad de las emulsiones entre ramnolipidos y dos
tipos de hidrocarburos, se demostré que la variacion de pH afecté sus estructuras,
provocando una distorsion en los valores de E, en un caso en condiciones béasicas y
otro en acidez [192].

Contrario a lo que ocurre con ramnolipidos, la estabilidad de biotensioactivos de tipo
péptidos se favorece a valores de pH bajos (2-4) pudiendo llegar hasta el doble de a
pH béasico (6-12) [196]. Este resultado valida la teoria de que la estabilidad de las
emulsiones depende de la estructura del biotensioactivo, la que se ve afectada ante la
variacion del pH.

La termoestabilidad de las emulsiones es asociada a la termoestabilidad de la
estructura de los biotensioactivos. Los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-

B1A son termoestables a los 60 dias, incluso después de haber sido esterilizados.
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Otros biotensioactivos han demostrado comportamiento semejante [97, 192, 196—
198], sin embargo su capacidad de formar emulsiones se redujo después de haber
sido esterilizados, disminuyendo sus valores de E en 50 % respecto a otras
temperaturas [97, 196, 197].

La evaluacion de E a las 24 h ante la variacion de la salinidad demostro la estabilidad
de las emulsiones de 2 a 10 % de NaCl, mientras que a 20 % fue moderada. Los
resultados obtenidos por Casia y colaboradores fueron semejantes [192]. Las
emulsiones de los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa CR1 disminuyeron su
estabilidad a concentraciones de NaCl superiores al 10 % [197], mientras los
producidos por P. stutzeri mantuvieron una alta estabilidad hasta 20 % de NaCl [199].
En otro estudio, en el cual se evaluo la influencia de la salinidad solo en el rango de
1 a 9 % NacCl, se obtuvieron valores de E en el rango de 40 a 60 %, no obstante a los
30 dias la emulsion con 9 % de NaCl habia disminuido a menos de 30 % [97].

La estabilidad y el comportamiento de los biotensioactivos a altas temperaturas y
salinidad se atribuyen a la presencia de grupos carboxilatos en la estructura. Las
unidades de los carboxilatos incrementan el tiempo de estabilidad de los
biotensioactivos, por lo que se requiere de una gran cantidad de energia térmica para
romperlos. Adicionalmente, los compuestos con estructuras hidrofilicas son mas
estables en medios salinos. La presencia de ramnosa con varios grupos hidroxilos en
el ramnolipido incrementa la solubilidad en el agua [200].

La robustez y estabilidad en el comportamiento de los ramnolipidos producidos por P.

aeruginosa Y3-B1A, en condiciones extremas de salinidad, pH y temperatura, apoya
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la posibilidad de emplearlos en la biorremediacion, incluso en ecosistemas marinos y
en procesos de recuperacion mejorada / asistida de petréleo crudo

La estabilidad demostrada por los ramnolipidos posteriormente a su esterilizacion, le
aporta ventajas a la aplicacion en procesos como la biorremediacion y MEOR.
Disminuye el impacto ambiental de su produccién y aplicacion, al disminuir los residuos
de la fermentacion y la no liberacion de microorganismos al medio ambiente. Ademas,
reduce los costos, al no ser necesario el uso de procesos de purificacion.

5.5. Aplicaciones del crudo de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa
Y3-B1A en laindustria petrolera:

5.5.1. Remocién de vanadio

Debido a las caracteristicas ionicas de los ramnolipidos, estos se han empleado en
diferentes estudios para la remocién de metales pesados como el Cd, Zn, Cu, Ni, Pb,
[30, 201, 202]. Obteniéndose resultados satisfactorios debido a que los cationes de
tienen afinidad por los tensioactivos de cargas negativas [203]. Diferentes autores
refieren que los posibles mecanismos de extraccion de metales de los suelos y
sedimentos, incluyen el intercambio i6nico, la disolucion-precipitacion y la asociacion
con contra ion [114, 202].

A las soluciones de ramnolipidos empleadas en el lavado de arena se les ajusto el pH
a 8,0 para mantener el vanadato soluble, de lo contrario precipitaria antes de entrar en
contacto. Teniendo en cuenta que con el incremento del pH se favorece la ionizacion
del carboxilo del ramnolipido (RCCO-) en la solucion; consecuentemente se mejora la
solubilidad en agua y aumentan en el tensioactivo los sitios de enlace para los cationes

metalicos [204]. Ademas, el aumento del pH disminuye el tamafio de los ramnolipidos,
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lo que podria ser beneficioso ya que las micelas de ramnolipidos mas pequefias son
mucho mas faciles de difundir entre las particulas de sedimento para alcanzar los
metales pesados [133]. El lavado de la arena se realiz6 con cinco diluciones de
ramnolipidos, tres de estas tenian concentraciones superiores a la CMC para
garantizar la formacidén de micelas y verificar la eficiencia de estas estructuras en la
movilizacion del vanadio. La eficiencia de remocion del vanadio estuvo en el rango de
56,4 a 85,5 % transcurridas las 72 h en agitacion. Los valores alcanzados con las
soluciones cuyas concentraciones eran superiores a la CMC, fueron significativamente
diferente a los obtenidos con las diluciones con concentraciones inferiores.

Con la solucién 2 x CMC (240 mg.LY) se removi6 el 85,5 % de vanadio, esta es
semejante a la que informaron Moura y colaboradores, en un estudio en el que
emplearon biotensioactivos producidos por una cepa del género Candida en la
remocién de Cdy Pb [114]. Varios autores consideran que las micelas pueden remover
los metales de la superficie del suelo [205, 206].

La efectividad de los ramnolipidos puede estar asociada a la afinidad entre el metal y
el tensioactivo en los sedimentos [133], los ramnolipidos constituyen el grupo de
biotensioactivos mas citados en la literatura para la remocion de metales pesados
[206]. La Tabla 36 muestra una lista de resultados previamente publicados de
remocion de metales pesados usando ramnolipidos.

La eficiencia de remocién de V lograda con soluciones de ramnolipidos (240 mg.Lt)
de 85,5 %, es similar a la lograda por otros autores en la remocion de Zn y Fe con una
solucion de caldo de cultivo libre de células al 2,5 % en 24 h [114]. Mulligan y Wang

[207] empleando soluciones de caldo de cultivo y espuma, alcanzaron valores de
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Tabla 36. Lista de metales pesados removidos por ramnolipidos en diferentes condiciones.

_ _ Remocion _ _
Microorganismo Metal %) Observaciones Referencia
0

P. aeruginosa BS2 Cd 92 Solucion de ramnolipidos al 0,1 %; Juwarkar y cols., 2007
Pb 88 pH=38,36h [204]

P. aeruginosa RG 18 Cd 32,38 Solucién de ramnolipidos al 3 %; Wuy cols., 2017 [115]
Pb 64,12 48 h

Cepa no referida Cu 80,21 Solucién de ramnolipidos al 3 %; Cheny cols., 2017
Cd 86,87 pH=7,12h [133]
Pb 63,54
Cr 47,85

P. aeruginosa PB 25 Pb 98 Solucion de ramnolipidos al 0,1 %; Giraldo y cols., 2014
Cd 90 pH=9 [113]

P. aeruginosa Y3-B1A Vv 85,52 Solucién de ramnolipidos al 0,24 %, Esta investigacion

pH=8; 72h
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remocion entre 51y 73,2 % de Cd y Ni, estos valores son menos eficientes que los
obtenidos en este trabajo. En otro estudio, en 48 h se alcanz6 la maxima remocion de
Cdy Pb (64,12 y 32,38 %) con una solucion de ramnolipidos al 3 %; ademas, estos
valores de eliminacion son menores que los obtenidos utilizando ramnolipidos para
remover el vanadio. Chen y colaboradores obtuvieron valores de remocion de Cd
(86,87 %), Cu (80,21 %), Pb (63,54 %) y Cr (47,85 %) de un sedimento usando
soluciones de ramnolipidos al 0,8 % en 12 horas [133]; los valores de remocion de Cd
y Cu son similares al V obtenido en esta investigacion.

En la Tabla 37 se muestran los resultados de remocion o estabilizacion de vanadio
utilizando otros métodos de remediacion. En todos los casos los valores obtenidos son
inferiores a los presentados en el trabajo. Ghadamiy colaboradores [208] en un estudio
de remocion de hidrocarburos, niquel y vanadio logré una eficiencia maxima de
remocién de vanadio de 31,24 % después de nueve ciclos de lavado del suelo con un
tensioactivo tipo saponion; la eficiencia es dos veces menor que la obtenida en este
trabajo. Los ramnolipidos también, se utilizaron para eliminar V del catalizador de
hidrodesulfuracién gastado, los autores obtuvieron un 70 % de eficiencia de
eliminacion con respecto al control negativo [209].

Varios autores consideran que la adicidbn de biotensioactivos, especificamente
ramnolipidos, promueve la desorcion de metales pesados de su fase sélida por dos
mecanismos diferentes. El primero es mediante la formacion de un complejo con
metales que residen en la solucion; esto disminuye la actividad de la fase de solucion

del metal y, por lo tanto, promueve la desorcién de acuerdo con el principio de Le
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Tabla 37. Remocién de vanadio de suelo y sedimentos.

Método

Efecto

Referencia

Remediacién combinada de microfito

(alfalfa y bacterias resistentes al vanadio)

Acidos grasos de residuales de alimentos

Zeolita, atapulgita e hidroxipatita

Estabilizacion con biocarbén

Lavado de sedimento con ramnolipidos

Remocion del 69,8 % de vanadio

Remocion del 23,55-57,09 % de vanadio

Reduccién del 41,95; 65,13y 73,69 % de la fraccidén

de vanadio extraible, respectivamente

Reduccion del vanadio biodisponible en el suelo de
1000 mg.Kg* a 225,59 mg.Kg?

Remocién del 56,45 al 85,42 % del vanadio

Gany cols., 2020
[8]

Zou y cols., 2019
[106]

Yang y cols., 2020
[210]

Yuy cols., 2020
[211]

Esta

investigacion
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Chatelier. EI segundo mecanismo es mediante la acumulacion de biotensioactivo en
lainterfaz sélido-solucion bajo la condicidon de tension interfacial reducida.

Esto permite el contacto directo del biotensioactivo con el metal absorbido en una
solucion sélida [205, 212, 213]. EI mecanismo de interaccion del biotensioactivo con
metales tiene tres etapas: (i) adsorcion del biotensioactivo a la superficie celular y
formacion del complejo con el metal, (ii) separacion del metal del suelo a la solucién,
y (iii) asociacién con micelas [16, 121, 206, 212]. Los metales quedan atrapados dentro
de las micelas por interacciones electrostaticas y pueden eliminarse por precipitacion
0 separacion por membrana.

5.5.2. Biodegradacion de hidrocarburos

La biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos requiere que sea mas
efectiva, econdmica y ambientalmente sostenible [214]. En la investigacion se evalud
el efecto de la bioestimulacién con ramnolipidos de P. aeruginoa Y3-B1lA, en la
degradacion de petroleo crudo y sus derivados en condiciones de cultivo de laboratorio
y campo. Se utilizé un cultivo mixto de cuatro bacterias degradadoras de hidrocarburos
[215] para evaluar la técnica de biorremediacion por bioaumentacion y se determing la
toxicidad de los ramnolipidos.

Se realiz6 un primer ensayo en medio liquido en el laboratorio, posteriormente se
disefiaron microcosmos con suelos contaminados expresamente con petréleo crudo
Mesa 30, y por ultimo se aplico el estudio a parcelas reales contaminadas.

La aplicacién de los ramnolipidos en biorremediacion no requiere de alta pureza, por

esto se emplea el caldo libre de células o crudo de ramnolipidos. Sin embargo, se
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evalla la toxicidad del crudo para descartar la presencia otros compuestos
perjudiciales producidos por la bacteria [22].

Los ensayos a escala de laboratorio permitieron comprobar los efectos de las bacterias
y los ramnolipidos en la degradacion de petréleo. En los cromatogramas (Figura 27),
se observo la disminucidn y desaparicion de los picos, cuando se bioestimularon los
cultivos con ramnolipidos respecto a los controles bidticos y abioticos. La disminucion
y desaparicidon de picos se debe a la degradacion y metabolizacion de compuestos en
el medio de cultivo [92]. La estimulacién del cultivo mixto incrementa al doble la tasa
de mejora que se describe en trabajo previos similares; alcanzandose un valor de
61.46 % (Tabla 38). El cultivo mixto utilizado esta compuesto por cuatro cepas que
degradan diferentes fracciones del petréleo crudo, asi como otros derivados:
qgueroseno, diésel, gasolina y turbo combustible; con lo que se logra un proceso de
degradacion mas eficiente [215].

Los resultados a escala de laboratorio evidenciaron la influencia de los ramnolipidos
en la degradacién de hidrocarburos y sentaron las bases para evaluar su efecto en la
biorremediacion por bioestimulacion en microcosmos y parcelas.

En el ensayo de laboratorio se emple6 una concentracion de ramnolipidos igual a la
CMC y en microcosmos y parcelas una inferior para favorecer la solubilizacion de los
hidrocarburos en el suelo. En estudios previos se informd que concentraciones
inferiores a la CMC incrementaron la solubilidad aparente de los hidrocarburos
formando agregados con una solubilidad molar considerablemente mayor con

respecto a la alcanzada a concentraciones de ramnolipidos superiores a la CMC [30].
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Tabla 38. Listado de ensayos a escala de laboratorio de degradacién de hidrocarburos empleando biotensioactivos.

Biotensioactivo

Contaminante

Condiciones de

Tasas de

Tasa de mejora
de la degradacion

Referencia

: 0
cultivo degradacion (%) (%)
Ramnolipidos Crudo RL-500 mg.L, 20 Consorcio: 61,86 12,87 * Abalos y cols.,
Casablanca dias en medio 2004 [89]
liquido con Consorcio + RL: 71,00
agitacion
Lipopéptidos Diésel 21 dias en medio Consorcio: 31,44 38,42 Mnif y cols.,
liquido con 2015 [90]
agitacion Consorcio + LP: 43,52
Ramnolipidos Diésel RL- 120 mg.L?, 7 Consorcio — 47 37,33 * Zdarta y cols.,
dias, Lodo 2016 [91]
medio liquido
Lipopéptidos Diésel 21 dias en medio Consorcio — 43,54 12,19 Mnif y cols.,
liquido con suelo 2017 [92]
en agitacion Consorcio + LP: 48,85
Ramnolipidos  Petroleo RL-1xCMC, 28 CM-29,88 61,46 Esta
crudo dias en medio investigacion

liquido
agitaciéon

con

CM + RL: 78,03

RL-ramnolipido, LP-lipopétido, CM: cultivo mixto * Estas tasas se calcularon a partir de los resultados publicados
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Esto favorece la disminucidén de los costos de aplicacion de la bioestimulacion con
ramnolipidos como alternativa de la biorremediacion.

La biorremediacion exitosa depende de la capacidad metabdlica de las bacterias para
crecer y degradar los contaminantes, viabilidad del in6culo y la microbiota endogena
[172, 214]. Durante el estudio en microcosmos se comprobo¢ la presencia de bacterias
degradadoras de hidrocarburos viables y en concentraciones suficientes para lograr
un buen proceso de degradacion. El crecimiento observado fue semejante al informado
por otros autores [102, 172]. El crecimiento de microorganismos en los microcosmos
con bioestimulacion con ramnolipidos (BE) fue mayor que en el resto de los
tratamientos (BA y BA+BE). En los primeros dias se degradan los compuestos
alifaticos de cadenas cortas (C < 12), que son empleados en el crecimiento y una vez
agotados se enlentece este [101]. Sin embargo, debido a que los ramnolipidos
incrementan la biodisponibilidad de compuestos mas complejos, los microorganismos
presentes continuaron creciendo.

Habitualmente varios factores influyen en la biodegradacién de compuestos organicos
en suelos contaminados, incluyendo la microbiota activa, la biodisponibilidad del
contaminante y las condiciones ambientales. La biodisponibilidad es un factor limitante
para el éxito del proceso de biodegradacién [216]. Se han informado tasas de
incremento de degradacién empleando biotensioactivos de 20 a 90 % (Tabla 39). La
aplicacion de ramnolipidos en la biorremediacion de hidrocarburos es un fenomeno
complejo, influenciado por los componentes del suelo (presencia de arcillas, rocas,
etc.) y propiedades de la fase acuosa (concentracion de ramnolipidos, pH, fuerzas

i0nicas, materia organica disuelta, etc.) [30]. El hecho de favorecer la degradacion de
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Tabla 39. Listado de ensayos en microcosmos de degradacion de hidrocarburos empleando biotensioactivos.

Biotensioactivo

Tasas de

Tasa de mejora de

» Condiciones de ensayo . . Referencia
(concentracion) degradacion (%) la degradacion (%)
Ramnolipidos 300 g de suelo de cultivo de Control: 1,8 89,29 Patowary y
(1,59.L Y arroz cercano a una estacion cols., 2018
RL:16,8
de almacenamiento de petroleo [172]
crudo, 30 dias
Ramnolipidos 1 kg de suelo contaminado con CM: 63,5 Xue y cols.,
(20 g.L 1) petréleo crudo (35 g.kg?), 35 2020 [83]
) CM+RL: 81,9 28,97
dias
RL: 395 <1l
Lipopetidos 50 g de suelo impregnaos en Control: 35,98 20,62 Bezzay cols.,
(0,2 %) hidrocarburos poli aromaticos, 2017 [102]
) LPP:45,12
32 dias
Ramnolipidos 1 kg de suelo contaminado CM: 30,28 Esta
con petroleo crudo investigacion
) CM + RL: 33,85 38,71
(50 g.kg™), 30 dias
RL: 55,22 45,16
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algunos compuestos provoca la inhibicion de la degradacion de otros. Aun cuando los
efectos positivos de la aplicacion de biotensioactivos en la biodegradacion de
hidrocarburos, han sido demostrados en las ultimas dos décadas [83, 90, 98, 160, 172],
también han sido informados algunos efectos negativos. Se han propuesto varios
factores y mecanismos para explicar los efectos inhibitorios: (1) la toxicidad que puede
tener por la capacidad de lisar células, incrementar la permeabilidad celular o de
solubilizar compuestos téxicos, (I1) efectos fisico-quimicos que inducen interacciones
célula-sustrato no deseadas, (Ill) disminucion de la biodisponibilidad de los
hidrocarburos al quedar atrapados en las micelas, (V) el empleo del biotensioactivo
como fuente de carbono preferencial [30, 101].

En las parcelas el crecimiento de microorganismos viables y degradadores no fue
proporcional al obtenido en los microcosmos debido a la diferencia en las condiciones
ambientales (menos controladas) de los ensayos, del suelo, la microbiota activa y del
contaminante. No todas las bacterias estan adaptadas a los suelos contaminados, el
tipo la fuente de nitrégeno y fosforo, el tipo y biodisponibilidad de hidrocarburos y las
interacciones de sinergia y competencia entre ellas, pudieran limitar el proceso de
degradacion [83].

Para que la biodegradacién sea satisfactoria se requiere la desorcién de los
hidrocarburos del suelo, liberarse al agua y ser asimilados por las células a través de
sus membranas. La tasa de transferencia de adsorbido (insoluble) a sorbido (soluble),
se considera el paso limitante en la biodegradacion [4].

La adiciéon de ramnolipidos mejora la biodegradacion de hidrocarburos, aunque los

porcentajes alcanzados no son semejantes en parcelas y microcosmos. En primer
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lugar, la microbiota autéctona en estos suelos es diferente y también influyen la
complejidad de estructuras quimicas de los contaminantes presentes, no poder
controlar condiciones ambientales tales como humedad, temperatura, ciclos de luz,
etc., fuentes de nitrogeno y fosforo. El contenido de nitrdgeno en las parcelas era
menor que en los microcosmos. Los procesos de degradacion natural tienen lugar en
90 o mas dias, la bioestimulacion con ramnolipidos evidencid los incrementos de
degradacion a los 30 dias, con valores superiores al 20 %.

La degradacion de los hidrocarburos del petréleo habitualmente decrece en el orden
de n-alcanos, alcanos ramificados, aromaticos de bajo peso molecular,
monoaromaticos, alcanos ciclicos, aromaticos policiclicos y asfaltenos [101]. La
adicién de ramnolipidos en las parcelas incrementd la degradacion de HTP, GA y
aromaticos. En estudios previos se demostré la efectividad de los ramnolipidos en
solubilizar e incrementar la biodegradacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos de
desorcion lenta, incluso en suelos donde previamente se habian aplicado otros
métodos de biorremediacion [217]. Las tasas de incremento de la degradacion de HTP
y aromaticos calculadas en las parcelas fueron 10 % menores a las calculadas en los
microcosmos, sin embargo, la degradacion de GA mejor6 en 86,51 % en la parcela
mientras que en los microcosmos no hubo diferencia entre los tratamientos.

Este resultado se debe a efectos previamente confirmados: incremento de la
biodisponibilidad y solubilidad de las moléculas, alteracion de algunas interacciones
microbianas, aumento de la afinidad celular por los hidrocarburos y estimulacion del
crecimiento de bacterias degradadoras empleando como fuente de carbono los

hidrocarburos contaminantes [30].
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Como el petroleo crudo es una mezcla compleja de hidrocarburos, su grado de
toxicidad, carcinogenicidad y mutagenicidad esta condicionado por las diferentes
estructuras quimicas presentes. Para la biorrecuperacion de suelos contaminados con
hidrocarburos, ademas de la degradacion de estos, el suelo debe estar apto para la
vida. Los valores de toxicidad aguda obtenidos con Eisenia andrei (lombriz de tierra)
califican el suelo como restaurado ya que este es un modelo ampliamente usado y
aceptado para tales fines.

5.5.3. Recuperacion de petréleo crudo en columnas empacadas

Los biotensioactivos empleados en los procesos de MEOR deben tener una buena
actividad superficial e interfacial, asi como ser estables en condiciones ambientales
extremas que generalmente prevalecen en los reservorio [218]. La mayoria de los
estudios con ramnolipidos producidos por Pseudomonas spp. se concentran en sus
aplicaciones en la biorremediacién y actividad antimicrobiana [143]; sin embargo, han
sido empleados en procesos de MEOR por su capacidad de movilizar el crudo
atrapado en los reservorios a través de la disminucion de la tension interfacial, formar
emulsiones y otros procesos [124].

Los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A redujeron la tension superficial
a 29,06 mN.m 1y formaron emulsiones estables durante 60 dias con petréleo crudo y
gueroseno, en un amplio rango de pH, temperatura y salinidad. Estas propiedades son
deseables para la aplicacion de biotensioactivos en MEOR. La aplicabilidad de los
ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A en la recuperacion de crudo, se
evalu6 a escala de laboratorio empleando el modelo de columna empacada, este ha

sido ampliamente usado por ser sencillo, barato, rapido y seguro [185, 219-221].
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Los resultados obtenidos fueron aceptables: 19 - 21 % de recuperacion adicional
(AOR) con soluciones cuyas concentraciones eran cercanas a la CMC. Gudifia y
colaboradores informaron que bajos valores de concentracion del biotensioactivo
(cercanos a la CMC) son suficientes para movilizar el crudo atrapado en las rocas
[142].

Los mecanismos de remocion del crudo de la roca empleando biotensioactivos son
complejos, se integran procesos interfaciales, superficiales y de emulsificacion.
Primero, en la fase de movilizacion los biotensioactivos induce la reduccion de las
tensiones superficiales e interfaciales, con lo que se reduce la fuerza capilar y el angulo
de contacto entre la roca y el crudo [124]. Este proceso facilita que las interacciones
las moléculas del biotensioactivo sean mas fuertes con la arena que con el crudo, por
lo tanto, se mejora la recuperacion de crudo de la arena. Posteriormente la
conformacién micelar de moléculas del biotensioactivo que se agrupan dentro de los
extremos hidrofébicos y las moléculas apolares permite la incorporacion de moléculas
de crudo y la solubilizacién de las mismas. Este proceso se refiere al movimiento del
crudo en el agua propiciado por el exterior polar de las micelas, las que aumentan la
fluidez de este en la emulsion y su movilidad en la columna de arena [26].

En general, estos resultados estan de acuerdo con otros informados previamente. El
estudio de Armani y colaboradores demostré una recuperacion adicional de 23 %
empleando una solucién de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa MM1011, con
una concentracion equivalente a una vez la CMC [185]. Mientras que, con una solucion
2 % v/v de ramnolipdos producidos por P. aeruginosa WJ-1 [222], también se alcanzé

una recuperacion de 23 %.
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indices de recuperacion de petréleo crudo menores fueron informados al adicionar los
ramnolipidos de P. aeruginosa Pa4, 12 % [223] y P. aeruginosa HATH, 5 % [224]. Con
una solucion de 500 ppm de los ramnolipidos de P aeruginosa (Gen bank GQ241354)
se recupero el 15,5 % de crudo atrapado [2]. En otra investigacion desarrollada durante
dos meses, en la que se inyectaron ramnolipidos en una concentracion equivalente a
la CMC, el indice de recobro fue de 9,25 % [123].
Recientemente, empleando un micromodelo de recuperacion con ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa HAKOL1, la recuperacién alcanzé el 43 % [200]. Con una
combinacion de quitosan y ramnolipidos en columna empacada con arena, se
recupero entre el 10,8 y el 34,28 % de crudo, en funcion de las concentraciones de
ambos componentes.
Las diferencias de valores de recuperacion informados en algunos estudios no solo se
deben a la eficiencia del biotensioactivo, sino al modelo empleado, y a las condiciones
de pH, temperatura, salinidad y tiempo [225].

5.6. Produccién y aplicacion sostenible de los ramnolipidos
Los biotensioactivos se han descrito apropiadamente como “biomoléculas
multifuncionales del siglo XXI” [16]. Los resultados de las investigaciones estan
elevando notablemente las expectativas en la industria, particularmente en el
saneamiento de los desechos de la industria petrolera y en su propio desarrollo [42].
Los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A tienen gran potencial para
satisfacer parte de la demanda de tensioactivos de la industria petrolera cubana. Su
demostrada capacidad de remocién de vanadio posibilita el disefio de sistemas de

lavado para disminuir el impacto de la contaminacién por los catalizadores agotados y

96



Discusion

desechados, reutilizarlos y recuperar vanadio a partir de estos. La recuperacion del
metal, a su vez, podria permitir el uso del mismo en diversas aplicaciones teniendo en
cuenta sus propiedades anticorrosivas y su capacidad de disminucion de la radiacion
infrarroja.

El incremento de la atencion hacia los biotensioactivos estéa vinculada al continuo
énfasis en el desarrollo de una sociedad sostenible y armonizada con el medio
ambiente, asi como la necesidad de proteger a este ultimo [4, 42]. Los ramnolipidos
evaluados en esta investigacion demostraron a escala de campo su capacidad de
estimular la biodegradacion de hidrocarburos contaminantes sin ocasionar efectos
toxicos. Estos se pueden utilizar en procesos de biorremediacion, disminuyendo asi el
uso de bioestimulantes de origen sintético y el impacto de la industria petrolera en el
medio ambiente.

Los ramnolipidos son elementos claves en los procesos de MEOR, debido a su
tolerancia a condiciones extremas, su no toxicidad y su naturaleza ecoamigable [27].
Estas caracteristicas se observaron en los ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A.
Actualmente la aplicacién de biotensioactivos producidos in situ es preferida en la
industria petrolera internacional sobre la aplicacion de los producidos ex situ. Con gran
optimismo la comunidad cientifica trabaja por el incremento de la produccién ex situ
de biotensioactivos con precios competitivos para la aplicacion en MEOR [26].
Ademas, la inyeccion en los yacimientos cubanos tiene como gran desafio la
aceptacion de la idea por la comunidad petrolera cubana.

La sostenibilidad solo es sostenible cuando es rentable [42], de ahi la necesidad de

resaltar la viabilidad econOmica de la produccion de biotensioactivos para uso
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comercial. La estrategia de produccion de ramnolipidos propuesta en esta
investigacion incrementa casi tres veces la productividad volumétrica, lo que supone
una disminucion de los costos del proceso. Adicionalmente para las aplicaciones
planteadas no se requieren otras etapas de purificacion, solo esterilizar el cultivo final
obtenido, por lo que no se requiere el empleo de solventes ni se generan desechos.
Por sus propiedades quimico-fisicas, 1 L de cultivo rinde 6 L de producto aplicable,

elemento que también supone una disminucion en los costos.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se seleccion6 la cepa Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A, que produce
mayoritariamente los ramnolipidos Rha-C10-C10 y Rha-Rha-C10-C10; estos
reducen la tension superficial a 24,98 mN.m con una CMC de 117,78 mg.L?, y
forman emulsiones con indices de estabilidad superiores al 90 % en condiciones
extremas de pH, salinidad y temperatura; lo que propicia su aplicacion en la
industria petrolera.

La estrategia de cultivo disefiada para obtener el crudo de ramnolipidos de P.
aeruginosa Y3-B1A, combina las concentraciones de biomasa e inductor inicial
con un cultivo semicontinuo alimentado e incrementa la productividad volumétrica
de 0,259 a 0,753 g.L1.h1,

La aplicacion de ramnolipidos producidos por P. aeruginosa Y3-B1A como
agente de lavado removio el 85,5 % de vanadio de sedimentos contaminados, lo
que favorece su empleo como alternativa para la remocién de este metal de
matrices solidas.

La bioestimulacion con los ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A incremento la
biodegradacion de hidrocarburos hasta un 87 % en condiciones ambientales no
controladas, lograndose la restauracion del suelo sin efectos toxicos.

Con los ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A se recuper6 el 21 % del petrdleo

crudo en columnas, confirmando su uso en procesos de recuperacion asistida.
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7. RECOMENDACIONES

1. Evaluar la factibilidad econdémica de la produccion a mediana escala de
ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A.

2. Aplicar el crudo de ramnolipidos de P. aeruginosa Y3-B1A en los sistemas de
tratamientos de residuales solidos petrolizados de la industria petrolera cubana.

3. Disefiar con el crudo de ramnolipidos un sistema de lavado de los catalizadores
hidrodesmetalizadores residuales de las refinerias para su recuperacion o disposicion
final.

4. Realizar prueba piloto de aplicacion del crudo de ramnolipidos en yacimiento de

petréleo en declive.
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