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RESUMEN
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Los biosurfactantes pueden ser utilizados para promover la biodegradacion
de hidrocarburos por biorremediacién. Los Biosurfactantes tienen diferentes
ventajas sobre los surfactantes quimicos incluyendo la baja toxicidad y alta
biodegradabilidad y efectividad en valores de pH y temperaturas extremas. Sin
embargo, a pesar de estas ventajas, los biosurfactantes tienen que competir en
costo con los sintetizados quimicamente, y la utilizacién de fuentes de carbono
como desechos de la agricultura puede abatirlo. En este estudio se propone la
utilizacion de residuos de la agricultura (cafia de azlcar y beneficio del café) y
agroindustriales (harina de soya, girasol y pifién) como fuentes de carbono en la
obtencién de biosurfactantes, utilizando cepas nativas de suelos contaminados por
hidrocarburos  (Acinetobacter sp). En cada fermentacion se evaluaron diferentes
variables, biomasa, pH, concentracién de surfactante por el método del acido
tioglicdlico, tension superficial, prueba de la gota y actividad emulsificante de
hidrocarburos.

Contribuciones y Conclusiones: En cuanto a la produccion de
biosurfactante, observamos que el sustrato que mayor cantidad produce es el de
bagazo de cafia, seguido de la harina de pifion. Esto coincide con los valores de
biomasa obtenidos, por lo que podemos concluir que hay una relacion directa
entre estos dos valores. A partir del aislamiento de microorganismos de muestras
provenientes de suelo contaminado con hidrocarburos, se obtuvieron cinco cepas,
y todas dieron positiva la prueba de bromuro de cetil trimetil amonio. Mediante
pruebas bioquimicas y tincion de Gram se sugiere que todas pertenecen al genero
Acinetobacter.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La contaminacion ambiental se define como la condicién del medio
ambiente, en la cual determinadas sustancias estan presentes en concentraciones
tales que afectan su calidad y composicién; provocando efectos perjudiciales en
los diferentes ecosistemas. Todo proceso que expulse o libere un contaminante al
medio, constituye una fuente de contaminacion ambiental (Lopez y Bonilla, 2002).
Entre los principales contaminantes liberados al medio, los cuales alteran y
deterioran los nichos ecoldgicos, se encuentran las aguas residuales, los metales

pesados, los compuestos xenobitticos y los hidrocarburos.

Los hidrocarburos aromaticos se consideran los contaminantes naturales
de origen antropogénico de mayor interés: ya que por su estructura molecular
estable son muy dificiles de degradar, permaneciendo durante largos periodos de
tiempo sin sufrir modificaciones estructurales, causa directa de su recalcitrancia y

resistencia a la degradacion microbiana. (Albert y Guillen 1994 Harayama, et al,

1999).



La presencia de hidrocarburos en suelos, aguas y zonas costeras
constituye una fuente muy frecuente de contaminacion ambiental; y su
degradacion por poblaciones microbianas naturales es uno de los principales

mecanismos para elminarlos. (Atlas, 1991).

1.1 Concepto e importancia de los biosurfactantes.

Los biosurfactantes son moléculas producidas por microorganismos y
presentan una alta actividad de superficie y propiedades emulsificantes,
generalmente son metabolitos secundarios excretados por los microorganismos,
su principal papel fisiologico es el de permitir crecer a los microorganismos en
sustratos inmiscibles en agua mediante la reduccién de la tensién superficial de la

interfase. (Abalos, 2001).

Pueden ser clasificados principalmente por su composicion quimica, por
consiguiente la mayor clase de biosurfactantes comprenden a los glicolipidos,
lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos, surfactantes poliméricos

y particulas de surfactantes.

La enorme demanda del mercado de los surfactantes ha provocado un
incremento .en la preparacion por sintesis de numerosos surfactantes quimicos,
principalmente con aplicacion de la industria petrolera. Ahora bien, los rapidos
avances en la biotecnologia e incremento de Ia necesidad del consumidor de

proteger el medio ambiente, provee un buen futuro para considerar seriamente a
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los surfactantes bioldgicos como posibles alternativas para la produccion de éstos.
Los biosurfactantes tienen variadas aplicaciones en el mercado, tanto en la
produccion de petréleo, como en la incorporacion en las formulaciones de aceites.
Entre otras aplicaciones relacionadas con la industria del petréleo estan los
procesos de biorremediacion y dispersion de derrames petroleros, tanto a nivel del
suelo como de las aguas, la remocién y movilizacion de petréleo pegado en el

interior de los tanques y también en la recuperacién mejorada de petréleo.

Un segundo e importante mercado de los biosurfactantes se encuentra
en la polimerizacion y emulsién de pinturas. También se describen otro uso de los
surfactantes en la formulacion de asfaltos, cementos, textiles y manufacturacion
de fibras, adicionalmente en tratamientos de metales, mineria, tratamientos de
agua y como preservativos de madera. Pueden ser usados en la industria de los
alimentos, los cosméticos y como productos de limpieza. En la agricultura como
diluyentes y  dispersantes de fertilizantes y pesticidas, asi como en el
mejoramiento de la penetracién de compuestos activos dentro de las plantas,

todas estas aplicaciones dependen del tipo de funcién que presente el compuesto.

Los surfactantes son moléculas anfifaticas constituidas de una porcion
hidrofébica y una porcién hidrofilica. La porcion polar puede ser idnica (anidnica o
catidnica), no i6nica o anfotérica. La presencia de grupos hidrofilicos e
hidrofébicos en la misma molécula tienden a distribuirse en las interfases entre

fases fluidas con diferentes grados de polaridad. La formacion de una pelicula,



ordenada en las interfases, reduce la tension superficial siendo responsable por

las Unicas propiedades de los surfactantes.

El descenso de la tensién facilita la eliminacion de las particulas de
suciedad de las superficies sélidas. Son moléculas que contienen un segmento
liposoluble (soluble en aceite) y otro hidrosoluble (soluble en agua o disolventes
polares). La solubilidad parcial tanto en agua como en aceite permite al
surfactante ocupar la interfase. Asi pues, reducen la tensién superficial y las
tensiones interfaciales entre moléculas individuales en la superficie y la interfase,

respectivamente. Tienen propiedades emulsionantes.

Atendiendo a estos criterios un biosurfactante es una molécula biolégica
(organica) con propiedades tensoactivas originadas sobre superficies vivas,
mayormente superficies de células microbianas, o excretados al medio

extracelular.

Con excepcion del poder bactericida de ciertos surfactantes, fenomeno
del cual no hay una explicacion absolutamente Segura, se puede decir que todas
las propiedades y usos de los surfactantes provienen de dos propiedades
fundamentales de estas sustancias' de una parte, su capacidad de adsorberse a

las interfases y de otra parte su tendencia a asociarse para formar estructuras

organizadas.



1.1.1 Adsorciéon

El grupo polar es en general un grupo funcional que contiene
heteroatomos (O,S,N,P), mientras que el grupo apolar es en la mayoria de los
casos un hidrocarburo parafinico o alquil-aromatico. En vista de su dualidad polar-
apolar, una molécula de surfactante no puede satisfacer su doble afinidad ni en un

solvente polar, ni en un solvente organico.

Cuando una molécula de surfactante se coloca en una interfase agua-
aire 6 agua-aceite, esta puede orientarse de manera de que el grupo polar esté en
el agua, mientras que el grupo apolar se ubica "fuera" del agua, en el aire o en el
aceite. Desde un punto de vista energético, se puede decir que la energia libre de
una molécula de surfactante a la interfase es inferior a la de una molécula
solubilizada en el seno de una fase acuosa. La transferencia desde el seno de una

fase acuosa a la interfase, llamada adsorcion es por lo tanto espontanea.

La adsorcién de un surfactante en una superficie gas-liquido o en una
interfase liquido-liquido, produce en general una reduccion de la tensién superficial
o interfacial, de donde proviene el nombre "tensoactivo”. La tension es
responsable de la curvatura de las interfases, de la formacion de gotas, de un gran
nimero de inestabilidades capilares y de numerosos fenémenos de estabilizacion
de interfases. Las fuerzas capilares involucradas pueden ser considerables y se
pueden encontrar aplicaciones en la fabricacion de adhesivos, Ia recuperacion

mejorada de petroleo, la colocacion de una monocapa protectora, la contraccion
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de capas de petroleo flotando. El descenso de la tension favorece la deformacion
y la ruptura de una interfase, la formacién de sistemas dispersos como las
emulsiones o las espumas, la movilizacion del petrdleo residual, la limpieza

industrial, etc.

1.1.2 Asociacion

Cuando a una solucién (acuosa por ejemplo) se le afiade cada vez mas
surfactante, este comienza por adsorberse a las interfases disponibles, luego su
concentracion en forma monomolecular aumenta hasta que se forman las
primeras micelas. La micela es un polimero de asociacién en el cual el surfactante
alcanza una posicion favorable. En solucién acuosa la fuerza motriz principal que
favorece la formacion de micelas es el efecto hidréfobo, es decir, la sustraccion de
la parte apolar del surfactante del contacto con las moléculas del agua y la
formacion de un contacto mas favorable desde el punto de vista energético con las

partes apolares de otras moléculas de surfactante.

El fenémeno de la micelizacién se produce como un compromiso entre
dos tipos de efectos: los efectos que tienden a favorecer la formacion de una
micela, particularmente el efecto hidréfobo, que aumenta con el tamario de Ia
cadena hidrocarbonada del surfactante. Por otra parte, los efectos que tienden a
oponerse a la formacion de una micela, tal como la repulsion entre los grupos
hidrofilicos, particularmente importante en el caso de surfactantes iénicos. La

presencia de un alcohol que se intercala entre las moléculas de surfactante en la
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interfase, o la adicion de electrélitos que produce un efecto de pantalla que reduce

el campo eléctrico intermolecular, reduce las fuerzas repulsivas y por este efecto

favorece la micelizacion.

Los efectos que favorecen la micelizacidon producen un descenso de la

Concentracion Micelar Critica y viceversa.

Se ha hablado solo de micelas en medio acuoso, pero se puede
considerar que los mismos fenémenos se producen en medios apolares, bien que
en forma diferente. Las micelas son responsables de una propiedad fundamental

de las soluciones de surfactantes: su poder solubilizante.

1.2 Clasificacion de los surfactantes.

Los biosurfactantes son moléculas complejas que cubren un amplio
rango de estructuras quimicas incluyendo péptidos, acidos grasos, fosfolipidos,
glicolipidos, antibidticos, lipopéptidos, entre otros. Los microorganismos también
producen, en algunos casos, surfactantes que son combinaciones de muchas
estructuras  quimicas como los biosurfactantes poliméricos.  Muchos
biosurfactantes han sido purificados y sus estructuras quimicas son conocidas.
Mientras que los de alto peso molecular son generalmente heteropolisacaridos

polianidnicos que contienen tanto polisacaridos como proteinas, los de bajo peso

molecular suelen ser glicolipidos.



Se puede clasificar a los biosurfactantes atendiendo a tres criterios:

naturaleza quimica, peso molecular y carga iénica de la parte superficialmente

activa de la molécula.

1.2.1. Naturaleza quimica

De acuerdo a su estructura quimica se definen diferentes clases de

surfactantes:

a)

b)

Lipidos

Pueden ser simples o complejos. Los lipidos simples son lipidos
saponificables en cuya composicion quimica solo intervienen carbono,
hidrogeno y oxigeno. Por otra parte, los lipidos complejos son lipidos
saponificables en cuya estructura molecular ademas de carbono, hidrégeno
y oxigeno, hay también, nitrégeno, fosforo, azufre o un gltcido.

Hidratos de carbono

Los surfactantes derivados de azicares se pueden clasificar segin la
posicidon y el tipo de enlace entre la cabeza (carbohidrato) y la cola del
surfactante. En los alquil glicésidos el enlace se hace sobre el hidroxilo
anomerico (C-1), mientras que en los derivados R-O-D-piranosas los
enlaces son sobre los hidroxilos no anoméricos (C2-6). Algunos de los mas
conocidos son los derivados del sorbitol y el manitol, provenientes de Ia

reduccion de la D-glucosa y de la D-manosa, respectivamente.



c)

d)

Aminoacidos

Los aminoacidos constituyen una alternativa como grupo polar en la
preparacion de surfactantes naturales, la mayoria de las investigaciones
estan dirigidas a la obtencion de derivados con aminoacidos basicos como
la arginina y la lisina a partir de los cuales se obtienen con facilidad
surfactantes cationicos.

Glucolipidos

Son lipidos complejos que se caracterizan por poseer un glicido. Se
encuentran formando parte de las bicapas de las membranas de todas las
celulas, especialmente de las neuronas. Se sitlan en la cara externa de la
membrana celular, en donde realizan una funcion de relacién celular, siendo
receptores de moleculas externas que daran lugar a respuestas celulares.
Lipopéptidos

Son sustancias cuya estructura esta formada por un ndcleo peptidico unido
a un grupo hidrofébico por medio de un atomo de nitrégeno en el extremo
aminoterminal. El grupo lipidico es un &acido graso lineal o ramificado,
insaturado o no. La parte apolar esta constituida por un hexapéptido ciclico

de amino&cidos con uno o més grupos alcohdlicos, y el radical 4cido graso

es variable.



a)

b)

1.2.2. Peso molecular

Bajo peso molecular

Suelen ser glicolipidos. El mas estudiado es el rhamnolipido, producido por
diversas especies bacterianas como Pseudomonas. La funcion principal de
estos biosurfactantes es reducir la tension superficial entre fases (agua-roca
por ejemplo).

Alto peso molecular

Suelen ser polisacaridos, proteinas, lipoproteinas, lipopolisacaridos o
mezclas de estos polimeros. Estos biosurfactantes no son tan eficaces en
cuanto a la reduccion de la tension superficial entre fases, pero si son
buenos emulsionantes. Ademas se ha demostrado que son muy eficaces a
bajas concentraciones y poseen una considerable afinidad por el sustrato.

Un ejemplo es el Alasan producido por Acinetobacter radioresistens.

1.2.3. Carga idnica

Agentes anidnicos

Contiene generalmente uno de cuatro grupos polares solubles como el
carboxilato, sulfonato, sulfato o fosfato, combinado con una cadena
hidrocarbonada hidrofoba. Si esa cadena es corta son muy hidrosolubles y
en el caso contrario tendran baja hidrosolubilidad y actuaran en sistemas no
acuosos como aceites lubricantes. Se usan principalmente en |a industria de

jabones y detergentes.
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b)

d)

Agentes catidonicos

Estan compuestos por una molécula lipofilica y otra hidrofilica, consistente
de uno o varios grupos amonio terciarios o cuaternarios. Son utilizados
cominmente en detergentes, agentes limpiadores liquidos de lavaplatos,
tratamiento de textiles, como sustancias activas antimicrobianas y en
cosmetica.

Agentes no idnicos

No se disocian en iones hidratados en medio acuoso. Las propiedades
hidrofilicas son provistas por hidratacién de grupos amido, amino, eter o
hidroxilo.

Otros tipos de surfactantes

La combinacion en la misma molécula de un grupo con tendencia aniénica y
de un grupo con tendencia catiénica produce un surfactante anfotérico,
como por ejemplo los aminoacidos, las betainas o los fosfolipidos. Segtn el
pH del medio una de las dos disociaciones prevalece. Este tipo de

surfactante se usa s6lo en casos particulares debido a su alto costo.

1.3 Usos de los Biosurfactantes.

Los contaminantes hidrofabicos presentes en los hidrocarburos del

petroleo, suelos y aguas del medio ambiente requieren su solubilizacion antes de

ser degradados por la célula microbiana. La mineralizacion esta gobernada por la

desorcién de los hidrocarburos del suelo. Los biosurfactantes pueden aumentar el

area de los materiales hidrofobicos, como pesticidas en suelos y agua del medio

11



aumentandose asi su solubilidad en agua. Por tanto, la presencia de

biosurfactantes puede aumentar la degradacién microbiana de los contaminantes.

Se le ha dado una atencion considerable a la produccién de moléculas
tensoactivas de origen biolégico por sus aplicaciones en el procesado de
alimentos, aromatizacion de bebidas alcohdlicas, reciclaje de papel, fabricacion de
pulpa de papel, en farmacologia, y la industria del aceite. En relacién a esa Gltima
aplicacion, los accidentes que llevan a vertidos de aceite han llegado a ser
numerosos y han causado catastrofes tanto sociales como ecolégicas. La
habilidad de los biosurfactantes para emulsionar hidrocarburos mezclados con
agua ha sido ampliamente divulgada. Estas propiedades emulsionantes también
se ha demostrado que favorecen la degradacion de los hidrocarburos en el medio
ambiente, por tanto los hacen muy utiles para el control de la contaminacién por

vertidos de aceites.

Desde el punto de vista de las cantidades producidas, la utilizacion
principal de los surfactantes es la formulacion de jabones, detergentes y otros

productos para el lavado y la limpieza.

En la biorremediacion en vertidos de petroleo, estudios recientes han
mostrado que se puede utilizar el poder solubilizante de las micelas para extraer

ciertas sustancias contaminantes adn cuando sy concentracion  ses

extremadamente baja.
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Las funciones que harian estos biosurfactantes a la hora de aumentar la

biodisponibilidad serian:

- Dispersar el petroleo aumentando la superficie de contacto
- Aumenta la biodisponibilidad de compuestos hidrofobicos. Principalmente los
biosurfactantes de bajo peso molecular.

- Poseen también funciones evolutivas para los propios microorganismos.

Pueden ayudar a los microorganismos productores a desprenderse de
las gotas de petrdleo una vez se ha agotado la fuente de hidrocarburo que
utilizaba. Hay que tener en cuenta que un microorganismos suele utilizar un solo
tipo de hidrocarburo entre la mezcla que existe. Por eso les seria il poderse
desprender de estas interacciones hidrofébicas que mantiene la membrana con la
gota de petrdleo, para asi ir en busca de nuevas fuentes de carbono. Ademas deja
una microcapsula alrededor de la gota para marcarla como usada, favoreciendo

asi a toda la poblacion.

Una propiedad de los biosurfactantes curiosa es su actividad bactericida.
Dicha actividad se debe a su capacidad detergente. Asi pues, existen diferentes

tipos de desinfectantes (Se suelen clasificar de acuerdo con su mecanismo de

accion);

A) Agentes que dafian la membrana

13



1) Detergentes
a) cationicos
b) anidnicos
€) no iénicos
2) Compuestos fendlicos
a) fenol
b) cresoles
c) difenilos halogenados
d) alquilésteres del para-hidroxibenzoico
e) aceites esenciales de plantas
3) Alcoholes
a) etanol

b) isopropanol

B) Agentes desnaturalizantes de proteinas
1) Acidos y bases fuertes

2) Acidos organicos no disociables

C) Agentes modificadores de grupos funcionales
1) Metales pesados
a) mercuriales
b) compuestos de plata

C) compuestos de cobre

2) Agentes oxidantes
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a) halogenos
b) agua oxigenada
¢) permanganato potasico
d) acido peracético
3) Colorantes
a) derivados de la anilina
b) derivados de la acridina (flavinas)
4) Agentes alquilantes
a) formaldehido
b) glutaraldehido
c) Oxido de etileno

d) B-propionil-lactona

1.4 Microorganismos que degradan los hidrocarburos.

Los microorganismos se adaptan o desarrollan su metabolismo en
funcion de los parametros fisico-quimicos (pH, temperatura, humedad) asi como
de los compuestos quimicos que se encuentran en su ambiente inmediato. El
petréleo y los muchos hidrocarburos se encuentran naturalmente presentes en el
suelo, lo que ha permitido a muchos microorganismos acostumbrarse a sy

presencia y utilizarlos para sobrevivir.

En el caso de los hidrocarburos, las bacterias gram negativas parecen

encontrarse mas adaptadas a estas fuentes de carbono (Venosa, 1999).
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Diversos estudios permiten hoy en dia establecer una lista de 160
géneros de microorganismos que degradan los hidrocarburos (Prince y Drake,
1999), los consorcios mas empleados contienen las especies de Flavobacterium,
Achromobacter, ~ Rhodococcus, Micrococcus, Bacillus, Corynebacterium,
Pseudomonas, Aeromonas, Acinetobacter y en menos ocasiones Mycobacterium,
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhodotorula y Candida. Las bacterias son mas
empleadas que los hongos y las levaduras (Balba et al., 1998; Vasudevan y

Rajaram, 2001 ; Rahman et al., 2001).

Es importante estudiar qué poblaciones existen en el suelo contaminado
ya que estas probablemente se habran adaptado al ambiente contaminado
(Hanson, 1997). Las poblaciones nativas pueden ser sensibles a la presencia y la
actividad de poblaciones extranjeras especializadas. Estas poblaciones, visto las
diferencias metabdlicas, producen en algunos casos metabolitos e intermediarios
toxicos para la microflora nativa. Muchas veces también, estas poblaciones
agregadas no se adaptan a las condiciones del sitio contaminado y debido a ello,
no realizan la descontaminacion con la misma eficiencia con la que lo hacen las

poblaciones nativas (Thomassin-Lacroix et al., 2002).

El suelo es un medio complejo organico y/o mineral en el que muchas
condiciones determinan la variabilidad de la microflora (Madigan et al., 1998). La
biodegradacion de los hidrocarburos se realiza de preferencia a una temperatura
entre 15y 30 °C. Visto la complejidad del suelo, deben controlarse también el pH,

los nutrientes, la disponibilidad de oxigeno y del contaminante (Thomassin-Lacroix
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et al., 2002). La biodisponibilidad de los hidrocarburos es esencial para su
descomposicion. La adicion de agentes de superficie (surfactantes o
emulsificantes) permite mejorar esta disponibilidad (Harris y Thompson, 1997).
Cuando los microorganismos producen sus propios surfactantes (biosurfactantes o
bioemulsificantes), en general, al principio de la fase estacionaria de crecimiento
(Ron y Rosenberg, 2002), se recomienda no agregar emulsificantes sintéticos
debido a que sus efectos sobre la actividad microbiana ain no son claros

(Stelmack et al, 1999).

1.5 Biodisponibilidad del agente contaminante: Surfactantes naturales y

sintéticos

La biocacumulacion de un agente contaminante en el suelo se ve
directamente relacionada con el caracter hidréfilo o hidréfobo (es decir, lipofobico
o lipofilico) de su estructura quimica. Entre mas soluble es en el agua mas toxico
es, mientras que un caracter lipofilico permite  su acumulacién y

consecuentemente, su longevidad.

Los detergentes naturales o sintéticos emulsifican los hidrocarburos para
incrementar su dispersion: las cadenas carbonadas hidréfobas exponen hacia el
exterior funciones hidrofilas que facilitan el contacto entre la contaminacion y los
microorganismos degradan esta ultima (Pennel et al., 1998). Los bioemulsificantes
son en general glicolipidos (con grupos hidrofobos e hidréfilos) de importante

masa molecular que envuelven las moléculas de hidrocarburos y modifican su
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orientacion molecular de manera que sean menos adsorbables por las particulas
del suelo, y por lo tanto mas accesibles para los microorganismos. De esta
manera, estos logran incorporarse a la interfase donde el oxigeno y las demas
condiciones son favorables para la actividad de degradacién realizada por las

poblaciones microbianas (Abdel-El-Haleem, 2003).

Observaciones al microscopio han mostrado que Acinetobacter
construye capas membranosas amorfas sobre los sustratos hidréfobos para poder
establecer un contacto con estos Ultimos. Después del contacto, sucede un
reconocimiento seguido por una oxidacién y transformacion del hidrocarburo para
prepararlo para las rutas metabdlicas de la célula (Marin et al., 1996). Los
microorganismos productores de emulsificantes lo utilizan para controlar las
propiedades de su superficie con el fin de anclarse o liberarse de un sustrato
determinado. La carencia de nutrientes estimula muchas veces a las bacterias
para que liberen emulsificantes y aumenten las probabilidades de encontrar un

sustrato adecuado para las necesidades de crecimiento (Ron y Rosenberg, 2002).

La mayoria de las cepas que consumen hidrocarburos secretan un
bioemulsificante, cuando esta secrecién es inexistente, emulsificantes artificiales
pueden ser afiadidas al sitio. Algunos ejemplos de estos emulsificantes son los
detergentes anidnicos como el Dodecil Sulfato de Sodio (SDS), catiénicos como el

bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), no-idnicos como el Tritén X-100 vy los

ramnolipidos.
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Por razones aun desconocidas, algunos de estos emulsificantes
sintéticos inhiben el crecimiento e impiden la biodegradacién (Hanson, 1996). Se
recomienda utilizar bioemulsificantes en lugar de surfactantes quimicos debido a
que los primeros son mas selectivos, menos estables y por lo tanto mas

compatibles desde un punto de vista ambiental (Ron y Rosenberg, 2002).

1.6 El metabolismo de los hidrocarburos.

Dado que Acinetobacter y otras cepas a aislar utilizadas a lo largo de
este trabajo son bacterias aerobicas, Gnicamente seran consideradas las rutas
aerobicas de metabolizacién de los hidrocarburos. Para que un hidrocarburo sea
reconocido por un microorganismo como sustrato utilizable por este mismo, los
receptores localizados sobre la membrana celular deben reconocer algunos
grupos quimicos con el fin de adsorber Iaé moléculas. Cuando un hidrocarburo es
demasiado soluble, penetra la membrana, la vuelve inestable y provoca una lisis
celular. Por esta razon es que muchos compuestos solubles son considerados

toxicos para las bacterias (Pieper y Reineke, 2000).

Por otro lado, los compuestos no toxicos son transportados
selectivamente (reconocimiento bioquimico) hacia el citoplasma de la bacteria y
toman diferentes rutas de metabolizacion. Pasando por varias etapas, el
compuesto puede ser parcial o completamente degradado o mineralizado. La
mineralizacion implica la transformacion total del reactivo en agua y diéxido de
carbono (Harris y Thompson, 1997).
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La metabolizacion de compuestos toxicos puede dividirse en dos fases
donde la polaridad del compuesto, y por lo tanto su solubilidad y su toxicidad,
seran modificadas:

1. Funcionalizacion:

La polaridad del compuesto va aumentar por una oxidacion, reduccién o
hidroxilacion de manera que pueda sufrir otras transformaciones.

2. Conjugacion:
Por asociacién con un molécula polar, la polaridad del  contaminante
se ve acentuada de manera que el compuesto se desintoxique y que

disminuyan las posibilidades de bioacumulacion (De Brouwer, 2002).

1.7 Parametros indicadores de la metabolizacién de los hidrocarburos

La oxidacion de los hidrocarburos produce &cidos grasos que son
utilizados por las bacterias o liberadas en el medio. Si este es el caso, el pH del
medio disminuye. Esta acidificacion se emplea como parametro para evaluar la

degradacion, junto con :

1. El incremento de la poblacion microbiana a lo largo del tiempo es el
resultado del consumo de los hidrocarburos como fuente de carbono y
energia. Este aumento de poblacion puede visualizarse al medir la turbidez
del medio (la densidad optica), la evolucion de |a Mmateria seca y |a

viabilidad (UFC/ml) en el tiempo.
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2. La disminucion de la concentracion de hidrocarburo en el medio puede ser
un segundo indicador de la degradacion. Si la poblacién logra utilizar el
contaminante como fuente de carbono, la concentracion del mismo debe
disminuir con el tiempo y ser reemplazado en el medio por nuevos
metabolitos. La determinacion de la concentracion puede hacerse por
metodos analiticos (cromatografia, absorcion IR) o de Immunoassay (kit

enzimaticos).

3. La evolucion de la Demanda Bioquimica de Oxigeno puede también
constituir un indicador de la actividad de degradacion que realizan los
microorganismos sobre las fuentes de carbono empleando al oxigeno como
aceptor de electrones. Una prueba respirométrica puede llevarse a cabo
sobre un suelo contaminado en presencia de microorganismos (Balba et al.,

1998).

En base a lo anterior debemos considerar que la biodegradacion de
compuestos aromaticos por cultivos puros es muy dificil ya que la estructura
quimica de estos compuestos condiciona tanto su toxicidad como su baja
solubilidad en agua (Cerniglia,1992). Por ejemplo, se han realizado estudios de
biodegradabilidad del petroleo a diferentes tiempos de incubacién con
Pseudomonas aeuroginosa. En la Figura 1, se observa que después de 120 horas
de incubacién se obtiene un 66% de biodegradacion del petroleo, para finalmente

alcanzar una actividad biodegradativa del 71 % a las 360 horas de incubacion.
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Fig. 1 Biodegradacion de petréleo por Pseudomonas aeuroginosa AT18

La biodegradacion del naftaleno por la cepa Pseudomonas aeuroginosa
AT 18 fue muy baja, alcanzandose unicamente un 10% de actividad

biodegradativa como se observa en la Figura 2.

% Biodg, pH
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—®— % Biodegradacion —a&—pH -~#— Biomasa a/l RLs (g/L)

Fig.2 Cinética de fermentacién de Pseudomonas aeuroginosa AT18 sobre

naftaleno como Gnica fuente de carbono.
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El bajo crecimiento de biomasa puede deberse a una inhibicién por
toxicidad de la fuente de carbono y la poca disponibilidad de la misma por la
bacteria. Por tal motivo el disefio del medio de cultivo favorece el aumento de los

rendimientos de produccion de biomasa (Abalos, 2001).

En la Figura 3, se observa que la actividad biodegradativa y el
crecimiento de la cepa en un medio enriquecido con glucosa fueron dos veces

mayor que lo obtenido en el medio exclusivamente (Figura 2).

RLS, Biomasa (g/L)

O 20 P ® R PPN D ® >
Tiempo (h) |
|

o
¥ N

—8— % Biod ——pH RLS (g/L) —#—Biomasa (g/L)

\
e o~ T CF T ) e . - ;

Fig. 3 Cinética de fermentacion de Pseudomonas aeuroginosa AT18 sobre

naftaleno mas glucosa como fuentes de carbono.
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En la figura 4 se representan los porcentajes de biodegradacion del
naftaleno en medio MN (medio mas naftaleno) y medio MNG (medio mas

naftaleno mas glucosa) por Pseudomonas aeuroginosa AT18.
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Fig 4 Degradacion de naftaleno y naftaleno mas glucosa por Pseudomonas

aeuroginosa AT18.

1.8 Justificacion.

En el pais, la actividad agricola es Ia principal actividad econdmica, por
lo tanto, los residuos generados representan una cantidad importante de fuente de
carbono para la produccién de moléculas de interés industrial y ambiental. Por otra
parte, la practica de la quema de los residuos de la agricultura prevalecen en gran

medida por la nula inversion que esto representa, sin embargo, se generan
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problematicas ambientales importantes que debido a nuestras condiciones

geograficas, afectan ya a la salud en las temporadas de cosecha.

El' aprovechamiento biotecnolégico de estos “subproductos” de bajo
costo, daria valor agregado a la agricultura, disminuyendo los problemas
ambientales y generando moléculas organicas de importancia industrial y
ambiental como es el caso de los biosurfactantes, pudiéndose utilizar como
aditivos en alimentos, formulaciones de insumos agricolas y secuestrantes de

metales, si su uso es la biorremediacion.

Este estudio es importante para bioremediacién de suelos o agua,
desde la adicion adecuada de nutrientes a sistemas hidrofébicos contaminados,

puede mejorar la biodisponibilidad y por consiguiente su remocion.

Ademas, otra fuente de contaminacion son los lipidos, los cuales causan
muchos problemas en sistemas de conduccion de aguas residuales y por
consiguiente contaminan fuentes de agua asi como también el medio ambiente.
Especialmente, los lipidos acumulados en las trampas de grasas generan
problemas sanitarios para su disposicion. No obstante, el desarrollo de un
microorganismo con alta actividad de degradacion de lipidos es esencial para la

solucion de este problema.
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1.9 Objetivo general

La evaluacion de hidrolizados hemicelulésicos provenientes de varios
residuos de la agricultura (cafia de azlcar y beneficio del café) y
agroindustriales (harina de soya, girasol y pifién) como fuente de carbono
en la obtencion de biosurfactantes, utilizando cepas nativas de suelos

contaminados por hidrocarburos (Acinetobacter sp).

1.9.1 Objetivos especificos

Obtener los hidrolizados de las fuentes lignoceluldsicas, variando el tiempo
de reaccion y catalizador utilizado.

Aislar cepas de suelos contaminados por hidrocarburos generadoras de
biosurfactantes.

Obtener las condiciones de fermentacion (composicion del medio de cultivo)
y generacion de biosurfactantes utilizando las diferentes fuentes de

carbono.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

2.1 Origen de los Reactivos

Las sales utilizadas en la elaboracién de- los medios de cultivo y el

estandar de surfactante fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. Los medios de cultivo

son marca Dibico.
2.2 Material Biolégico
Las semillas utilizadas para la elaboracién de las harinas que fueron
utilizadas como fuente de carbono, se adquirieron en un local comercial. El bagazo

de cafia fue colectado en el Ingenio Pujiltic y el beneficio de café (arébiga de porte

alto) en el Rancho Guadalupe Tepeyac del municipio de Ocosingo, Chiapas.
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2.3 Estrategia de Trabajo Desarrollada

Al inicio del desarrollo del trabajo experimental se contaba con una cepa
de Acinetobacter sp. (AC1) aislada anteriormente, la cual se mantenia en medio
de cultivo sélido en tubo conteniendo por litro 5 g de NH4CI, 0.01 g de extracto de
levadura, 0.2 g de MgSQ,, 1.5 g de K;HPO,, 0.5 g de KH,PO,, y como Unica
fuente de carbono 200 mg de fenol, todo esto a un pH de 6.8 + 0.2, incubadas a
una temperatura entre 28 y 30 °C. La reactivacion de la cepa se realizd cada
semana en medio sélido en tubo. Esta cepa fue utilizada para la evaluacion de
produccion de surfactantes en medio liquido, utilizando diversas fuentes de
carbono: Harina de pifién (Jatropha curcas), harina de soya (Glycine max) y harina
de girasol (Heliantus annuus), ademas de bagazo de cafa (Saccharum
officinarum) y beneficio de café (Coffea arabica L.). La metodologia de tratamiento

previo de las fuentes de carbono se describe posteriormente.

En cada fermentacién se evaluaron diferentes variables, biomasa, pH,
concentracion de surfactante por el método del acido tioglicélico, tension

superficial, prueba de la gota y actividad emulsificante de hidrocarburos.

Por otra parte, se aislaron cepas nativas de suelo contaminado por
hidrocarburos y se evaluo su produccion de surfactante por el método del bromuro

de cetil trimetil amonio. Se les realizd tincion de Gramm y algunas pruebas

bioquimicas.
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2.4 Métodos

2.4.1 Obtencion de las Harinas

Las semillas utilizadas para la obtencién de las harinas respectivas se
descascararon y se molieron en un molino de mano marca Corona, posteriormente
se hicieron pasar por un tamiz cuyo tamafio de malla era de 1mm, con esto, se
homogenizéd el tamafio de la muestra. Una vez tamizada, se realizaron
determinaciones de contenido de grasas por el método Soxhlet. De acuerdo éste,
se realizé el calculo del peso de harina a utilizar, y se tomé de tal manera que ésta
estuviera aportando el 2 % (fuente de Carbono) del peso total del medio a

preparar.

2.4.2 Obtencidn de los Hidrolizados de Bagazo de Cafia y Beneficio de Café.

La hidrolisis se realizé en tres etapas.

Etapa 1. Acondicionamiento de la materia prima
El bagazo de cafia y el producto del beneficio de cafe se secaron a 80 °C
durante 24 horas en una estufa de secado. Una vez franscurrido este tiempo se
sacaron del horno y se dejaron enfriar completamente. Una vez a temperatura
ambiente se molieron en un molino de mano y posteriormente se tamizaron a un

tamario de particula de 1mm.
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Etapa 2. Hidrdlisis acida

Posteriormente se procedi6 a la hidrolisis acida utilizando para esto 4cido
sulfurico y nitrico para probar cual de los dos acidos generaba una hidrolisis con
mejor rendimiento y un producto de mas facil manejo y limpio, para esto al residuo
seco, molido y tamizado se adiciond una solucion de acido sulfarico (o nitrico) al 2-
3%, en una relacion solido/liquido de 1:30, ésto debido a que tanto el bagazo de
cafia como la pulpa de café son muy voluminosos vy el volumen de acido no era el
suficiente como para humedecerlos completamente. Una vez agregado el acido se

realizd el tratamiento térmico.

Etapa 3. Tratamiento térmico

Se efectud en una autoclave a 121 °C y 15 Ib/pulg?® durante 30 minutos.
Una vez transcurrido este tiempo se enfria rapidamente para detener la hidrolisis.
Una vez que estd completamente frio se neutralizé utilizando una solucién de
NaOH 3M para evitar el consumo de grandes volimenes de otro agente
neutralizante y la formacién de precipitado abundante. Una vez llevado a pH 7 +

0.2, se realiz¢ la filtracién utilizando papel filtro comun.

Una vez que se prepararon las diversas fuentes de carbono (harinas y
residuos agricolas), se procedio a realizar fermentaciones utilizando diferentes
concentraciones de los hidrolizados con Ia finalidad de elegir la concentracion a la
cual el microorganismo utilizado en la fermentacion (Acinetobacter sp. AC1)

creciera de manera favorable y por tanto generara una muy buena produccion de
nuestro metabolito de interés (biosurfactantes).
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Las concentraciones que se ensayaron fueron las siguientes:

40/15, 40/10, 10%, 4% y 2% (v/v).

Estas concentraciones fueron tomadas de manera aleatoria, a excepcion

de la ultima que corresponde a la concentracién utilizada con las harinas.

2.4.3 Preparacion del Medio.

A 1L de agua destilada se agregaron diferentes sales minerales que se
listan a continuacion: CaCl, 3.5 mM, MgS04.7H,0 774 mM, NHsNO5; 50 mM,
KH2PO4 30 mM, EDTA 4mM, Na,HPO, 30 mM, FeS0O,.7H,O 2.4 mM a pH=6.8
(NaOH 0.3M). Un vez preparado el medio se agregaron las fuentes de carbono
respectivas y previamente tratadas y se esterilizd en autoclave a 121 °C, 15

Ib/pulg? durante 15 minutos.

2.4.4 Fermentaciones.

Una vez preparado el medio de cultivo, se agregaron 150 mL de éste a
matraces Erlenmeyer y se dejaron enfriar. Se realizaron tres repeticiones por cada
fuente de carbono a utilizar. Posteriormente se inoculé el microorganismo
(Acinetobacter sp.), y s€ mantuvo en agitacion a 50 rpm y temperatura ambiente
entre 28 — 30 °C durante 336 h (14 dias). Durante ese tiempo, se tomaron
alicuotas cada 48 h para realizar las determinaciones de |as variables

anteriormente sefialadas.
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2.4.5 Estimacién De Biomasa.

1.- Por peso seco.
Una alicuota de 10 mL de la muestra fue tomada cada 48 h y centrifugada
a 400 rpm durante 20 min. Las células depositadas en el fondo del tubo fueron

secadas en un horno a 110 °C, para conocer su peso seco.

2.- Por Medicion de Densidad Optica.

Se mezclaron 1 mL de la solucion de tartrato de sodio, 1mL de la solucién
de sulfato de cobre y 98 mL de la solucién de carbonato de sodio para formar la
solucion alcalina de cobre. Se transfirieron varias colonias del cultivo en 10 mL de
solucion de agua estéril. Se mezcld y suspendieron las células. Posteriormente se
prepararon una serie de estandares de albimina disolviendo cantidades
especificas de albimina en agua destilada (0, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000
mg/mL). Se transfierieron 0.1 mL de la suspension bacteriana y de sus
estandares a tubos de ensayo. Se afiadio 0.1 mL de NaOH 0.5 N a cada muestra
y se incubaron a temperatura ambiente durante 15 minutos, se afiadid 1 mL de la
solucion alcalina de cobre, se mezclé bien e incubo a temperatura ambiente por 10
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se afiadieron 0.5 mL de las solucién
diluida de Folin-Cicalteau, mezclandose e incubado a temperatura ambiente por
30 minutos. Luego de incubar, se midi6 la densidad Optica a 500 nm con el
espectrofotometro. El estandar de 0 mg/mL se utilizd como blanco. Se grafico la

Curva estandar utilizando la densidad Optica vs. la concentracion de proteinas.
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Esta curva estandar, se utilizo para estimar la concentracion de proteinas en el

medio de fermentacion.

2.4.6 Determinacion de pH.

Cada 48 h se tomaron 5 mL de medio liquido y se determiné el pH en un

potencidmetro de mesa marca Oakton modelo 1600 a 28 °C.

2.4.7. Estimacion de Biosurfactante.

Cada 48 h fue tomada una alicuota de 1 mL a la cual se le adicioné 4.5
mL de acido sulfurico (6:1 v/v). La mezcla fue calentada a 100 °C durante 10 min y
enfriada a temperatura ambiente. Posteriormente a la mezcla se le adicion6 0.1
mL solucion al 3% de &c. tioglicolico recién preparada, e incubada en la oscuridad
durante 3 h La absorbancia fue medida a 400 y 430 nm en un espectrofotometro
marca Perkin EImer modelo Lamda 2. La concentracion de pentosas fue calculada
utilizando la férmula

P=[54.18(A400 - A430) - 1.49JF
Donde A400 y A430 son lecturas a 400 y 430 nm, respectivamente, VF

es el factor de dilucion. Se prepard una curva estandar utilizando diferentes

concentraciones de L-rhamnosa (Sigma) para determinar la concentracion.
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2.4.8 Determinacion de Actividad Emulsificante (E24).

Fue determinada mediante la adicion de volumenes iguales de medio de
cultivo libre de células e hidrocarburos (benceno v tolueno) y mezcladas con un
vortex durante 2 minutos y dejandolos en reposo durante 24 h. La actividad
emulsificante se determin6 como el porcentaje de la altura de la capa emulsificada

(mm) dividido por la altura total.

2.4.9 Colapso De La Gota De Aceite.

Fue realizada en un vidrio de reloj con 5 mL de aceite para autos y 2
gotas de medio de cultivo incubado durante 14 dias, por triplicado. Como control
se utilizé solamente medio de cultivo esterilizado. Se tomaron fotos a 0,5 10y 15

minutos.

2.4.10 Determinacién de la Tension Superficial.

Se realizo utilizando un tensidmetro marca Fisher equipado con un anillo
De Nuoy de platino con 6 cm de digmetro. Para incrementar Ia exactitud de la
medicion, se realizo por triplicado. Se tomaron alicuotas de 10 mL cada 48 hy la
variacion de la tension superficial se midio directamente en el equipo previamente
calibrado y con la muestra sin diluir. Se realizd una curva de calibracién con

estandar de Surfactin (Sigma-Aldrich) a 10 %, 20%, 30%, 40%. 50% y 70%, estas
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concentraciones fueron elegidas ya que eran las que esperabamos que produjera

el microrganismo durante la fermentacion.

2.4.11 Aislamiento de Cepas Productoras de Biosurfactantes.

En este trabajo se utilizaron dos muestras de suelos arenosos.
contaminados por petréleo y sus derivados, provenientes de talleres mecanicos
establecidos, por lo menos, desde hace treinta afos. Se empled la técnica de
enriquecimiento de cultivo. Se depositd 1.0 g de la muestra de suelo en un tubo de
ensaye conteniendo 10 mL de agua estéril, el tubo se agitd vigorosamente durante
15 minutos. 1 mL de la suspension obtenida fue agregada a un matraz Erlenmeyer
de 250 mL, conteniendo 50 mL de un medio de cultivo el cual contenia por litro
MgSQ4.7H20 774 mM, NHsNO3 50 mM, KH,PO, 30 mM, EDTA 4mM, Na,HPO, 30
mM, FeS04.7H.0 2.4 mM a pH=6.8 y glicerol al 4 % como fuente de carbono. Los
matraces fueron mantenidos en incubacion a temperatura ambiente (28-30 °C),

con una agitacion de 50 rpm por un tiempo de 96 h.

2.4.12 Tincion de Gramm.

Se realizd una extension del cultivo obtenido en placa, para la tincién se
utilizé la modificacion de Hucker, la cual utiliza 30 segundos el cristal violeta, 30
segundos la solucion iddica de Gramm (lugol + bicarbonato sddico diluido), de 1 a
5 segundos la solucién decoloradora de alcohol-acetona (1:1), y 30 segundos de

fucsina basica al 0,1-0,2%.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Contenido de Grasas en Harinas

Para conocer la cantidad a utilizar de las harinas de soya (Glycine max),
girasol (Heliantus annuus) y pifén (Jatropha curcas) para la preparacion del
medio, se realizaron determinaciones por triplicado de contenido de grasas
utilizando un equipo Soxhlet y hexano como disolvente. E promedio del contenido

de aceite para cada semilla se presenta en la Tabla |.
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TABLA |

CONTENIDO DE GRASAS EN LAS HARINAS UTILIZADAS COMO SUSTRATO

Tipo de Harina Contenido de Grasas
(%)
Soya 22.63
Girasol 43.80
Pifon 54.96

En base a estos resultados se calculd la cantidad de harina (sustrato) a
agregar al medio liquido, de tal manera que el aporte en peso de ésta al medio,
fuera del 2 %. Como podemos observar en la Tabla I, la harina de pifon es la que

presenta el mayor contenido de grasas.

3.2 Obtencion de Hidrolizados de Caia y Cafe.

Para la obtencion de los hidrolizados de cafia (Saccharum officinarum) y
café (Coffea arabica L.), se utilizaron acido sulfurico y acido nitrico para evaluar
con cual de ellos y en qué condiciones se generaba mayor grado de hidrélisis. El
grado de hidrdlisis se cuantifico con la medicién de la concentracion de xilosa,
arabinosa y glucosa utilizando un equipo de Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion (HPLC) marca Perkin Elmer modelo C756 y se ilustra a continuacion.
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Las concentraciones de las soluciones acuosas de acido sulfurico y
nitrico fueron al 2 y 3 %, y los tiempos de tratamiento térmico a 121 °C y 15 Ib/plg?
de presion fueron de 30 y 60 min, los experimentos se realizaron por triplicado.
Posteriormente se determinaron las concentraciones de xilosa, arabinosa y
glucosa de cada uno de los experimentos, presentandose los promedios obtenidos

en la Tabla Il y Ill para el cido nitrico y el acido sulfdrico, respectivamente.
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TABLA I

CONDICIONES DE REACCION DE HIDROLISIS Y PORCENTAJE DE
AZUCARES OBTENIDOS EMPLEANDO HNO;

[Residuo | HNO; | Tiempo Xilosa | Arabinosa Glucosa
agricola | (%) (min) (g/L) (g/L) (g/L)
Bagazo 2 30 5.82 32.46 7.47
de cana 60 6.87 29 .32 6.90
3 30 9.18 36.98 3.58
60 7.0b 19.10 b2
Pulpa de 2 30 2.79 36.94 6.02
café ' 60 3.81 21.57 4.93
3 30 2.24 19.5 1.25
60 3.90 17.42 4.20

TABLA Il

CONDICIONES DE REACCION DE HIDROLISIS Y PORCENTAJE DE
AZUCARES OBTENIDOS EMPELANDO H,SO,

Residuo | H,SO, Tiempo Xilosa Arabinosa Glucosa
agricola (%) (min)

Bagazo 2 30 6.01 39.13 8.50
de cana 60 6.41 30.02 8.73
3 30 10.68 41.98 9.20
60 8.51 39.70 8.46
Pulpa de 2 30 3.99 47.80 9.71
café 60 285 29.04 4.99
3 30 2.35 20.11 2.58
60 380 19.64 422




Como podemos observar, el tratamiento con acido sulfurico generé las
mayores concentraciones de azlcares obtenidos, siendo la concentracion de 3% a
30 min las mejores condiciones de reaccion para el caso del bagazo de cana y de

2% y 30 min para la pulpa de café.
3.3 Determinacion de Biomasa por Densidad Optica
De acuerdo a la metodologia descrita, y con el objetivo de dar seguimiento
al crecimiento microbiano, se obtuvieron los valores de concentracién de biomasa
por densidad optica para las harinas, bagazo de cafia y pulpa de café (Tabla V).

TABLA IV

DETERMINACION DE BIOMASA UTILIZANDO LOS DIFERENTES

SUSTRATOS
Sustrato Biomasa

(g/L)

Harina de Soya 8.9
Harina de Girasol 5.7
Harina de Pifion 9.1
Bagazo de Caiia 10.3
Pulpa de Café 7.2
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Con estos resultados podemos ver que la harina de pifién es la que
produce mayor cantidad de biomasa, en relacion con el resto de las harinas,

mientras que en los hidrolizados, es el de cafia.

3.4 Determinacion de Biomasa por Peso Seco

Desafortunadamente resulté muy dificil el filtrar el medio de cultivo en
donde se utilizaban las harinas como sustrato, ya que conforme el tiempo de
fermentacion avanzaba, en todos los casos, la particula de harina se iba haciendo
mas pequefia y mucho mas dificil de separar, el papel filtro a secar y
posteriormente pesar, contenia particulas de harina (Figura 5), por lo que esta

determinacion no fue posible realizarla de manera precisa.

a) b) c)

Fig. 5. Fermentaciones con harina de a) soya, b) girasol y ¢) pifidn.

Por otra parte, la concentracién de biomasa por peso seco para los residuos de

cafa y bagazo se puede observar en la Figura 6.
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Fig. 6. Determinacion de Bidmasa por Peso Seco Utilizando como Sustrato

Bagazo de Cafia y Pulpa de Café.

En la figura se observa que la fermentacion con residuo de cafia genera
mayor cantidad de biomasa, esto esta relacionado con la mayor concentracion de
azucares cuantificados después del proceso de hidrélisis. Los valores de
concentracion de biomasa obtenidos por los dos métodos (densidad optica y peso

S€cC0), son similares.
3.5 Determinacién de pH
Con el uso de un potenciémetro de mesa marca Oakton, calibrado, se
realizaron las mediciones de pH para todos los sustratos observandose su

evolucion durante los 14 dias que duraron las fermentaciones. Estos valores

pueden observarse en la Figura 7.
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Fig. 7. Determinacion de pH

Se observa que, como esta reportado, que el valor de pH disminuye por
la produccién de acidos organicos (ac. lactico, ac. acético, entre otros), los cuales

no fueron determinados ya que no es objetivo de este trabajo.

3.6 Cuantificacién de Biosurfactante Utilizando Ac. Tioglicélico

Una de las metodologias descritas para la cuantificacion de
biosurfactantes es aquella en donde el 4c. tioglicolico reacciona con este tipo de
moléculas, generando un compuesto colorido que puede ser medido
espectrofotométricamente. Para esta determinacion se realizé una curva de

calibracion de solucion acuosa de rhamnosa (Aldrich) a diferentes
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concentraciones: 1%, 5%, 10% y 15% la cual se presenta a continuacion (Figura
8).

0.6

05 y = 0.0356x+ 0.0202 _
R?= 0.9886

04 -

" y=0.0279x+ 0.0329
R?=0.9821 meiem A, 400

0.3

Absorbancia

& =i~ Abs. 430

0.1

0 5 10 15 20

Concentracién (%)

Fig. 8. Curva de calibracion de rhamnosa.

A partir de ésta, se obtuvieron los valores de concentracién de
biosurfactantes generados por Acinetobacter y los diferentes sustratos generados.
Las alicuotas fueron tomadas cada 24 h e inmediatamente procesadas.

Las concentraciones observadas se encuentran en la Tabla V.
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TABLA YV

CONCENTRACION DE BIOSURFACTANTES EN FERMENTACIONES CON
DIFERENTES SUSTRATOS.

Sustrato Conc. Biosurfactante
(g/L)
H. de Soya 6.0
H. de Girasol 2.9
H. de Pifdn 6.7
Bagazo de Cana 8.5
Pulpa de Café 4.9

Se aprecia que en el caso de las harinas, la de pifién sigue siendo el
mejor sustrato para la obtencién de surfactante. En el caso de los hidrolizados,
existe una relacion entre el mayor contenido de carbohidratos en el de bagazo de
cana y la produccion de biosurfactante. Esto puede deberse a que hay una mayor
cantidad de fuente de carbono disponible para el metabolismo del

microorganismo.

3.7 Determinacion de la Actividad Emulsificante (E24)

Después de 14 dias de fermentacion, se realizo a todos los sustratos, Ia

prueba de actividad emulsificante, en donde el biosurfactante generado, es capaz
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de emulsificar un hidrocarburo. Esta es una prueba importante ya que una de las
aplicaciones que podrian tener los biosurfactantes, es la de biorremediacion de
suelo o agua contaminados con derivados del petroleo o disolventes no polares.

Los valores de actividad emulsificante se presentan en la Tabla VI.

TABLA VI

ACTIVIDAD EMULSIFICANTE (E24) PARA BENCENO Y TOLUENO

Tipo de Sustrato E24 (%) E24 (%)
Benceno Tolueno
Harina de Soya 5 79
Harina de Girasol 81 87
Harina de PiRon 85 90
Hidrolizado de Bagazo 89 94
de Cana
Hidrolizado de Pulpa 70 73
de Café
]

Estos valores demuestran que, en el caso de las harinas, la de pifion
presenta los mayores porcentajes con los dos hidrocarburos, y para el caso de los
hidrolizados, el de bagazo de cafa emulsifico el volumen total de los
hidrocarburos, por lo que presento6 valores mucho mas altos comparados con los
de la pulpa de café, lo cual ests relacionado con la mayor concentracion

observada de biosurfactantes producidos durante Ia fermentacion.
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En la figura 9, se presentan fotografias de las pruebas realizadas.

a) Harina de soya b) Harina de girasol ¢) Harina de pifién

d) Bagazo de cana d) Pulpa de café

Fig. 9 Actividad Emulsificante (E24)
3.8 Colapso de la Gota

Mediante esta determinacion cualitativa, se puede comprobar la
formacién de biosurfactante de una manera rapida y econémica. Se agrega medio
de cultivo inoculado a aceite, en esta ocasién se utilizo aceite de motor de autos
marca Quaker State. Con el paso de los minutos se observa la deformacion de Ia

gota por la presencia de surfactante que modifica la tensién superficial del medio.
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Se determind en cada una de las fermentaciones, con todos los
sustratos, tanto harinas como hidrolizados. En la figura 10 podemos observar

como la gota de medio fermentado va modificando su forma.

Harina de Soya

a) 0 min b) 5 min ¢) 10 min

Fig. 10 A

Harina de Girasol

a) 0 min b) 5 min c) 10 min

Fig. 10 B

Harina de Pifion

a) 0 min b) 5 min c) 10 min
Fig. 10 C

Fig. 10 A,ByC, Colapso de la gota
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3.9 Determinacion de Tensién Superficial

La medicion de la tension superficial de las muestras se realizé mediante
el método del anillo utilizando un Tensiometro Fisher equipado con un anillo de
platino De Nouy, a temperatura ambiente. Los tensiémetros determinan la tensién
superficial con la ayuda de un anillo Optimamente humedecido, suspendido de una
balanza de precision. En el método del anillo, este, se aproxima al liquido (medio
de cultivo fermentado), hasta que hace el contacto con la Superficie y esto se
registra, se hace descender la muestra y el liquido produce con el anillo una
‘capa” muy delgada. La fuerza maxima necesaria para romper esta capa es la que

se registra en el tensiémetro como tension superficial.

Esta medicion se realizé durante toda la fermentacion para monitorear el
cambio de tension superficial que presentaba el medio, a medida que la
fermentaciéon avanzaba y los biosurfactantes eran generados. Los datos fueron
calculados de la curva estandar realizada a soluciones acuosas Surfactin, un
biosurfactante comercial proveniente de cepas de Bacillium, marca Aldrich, a
concentraciones de 2, 5, 10, 15, 20 g/L. Los resultados obtenidos estan en la Tabla

VII.
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TABLA VII

TENSION SUPERFICIAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO FERMENTADOS
UTILIZANDO LOS DIFERENTES SUSTRATOS

fca Sustratos Tension Superficial
(mN/m)
Harina de Soya 4.7
Harina de Girasol 6.5 |
Harina de Pifén 4.0
Bagazo de Cana 2.9
Pulpa de Café 5.3

Los datos de tension superficial coinciden con los de cuantificacion de
biosurfactante y con los de actividad emulsificante. La harina de pifién es la que
presenta menores valores de Tensidn Superficial comparada con el resto de las
harinas, y el bagazo de cafa en el caso de los hidrolizados. Esto indica que estos
dos sustratos son los que producen mayor cantidad de biosurfactante, lo que hace

que disminuya en mayor medida, la tensién superficial del medio.
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3.10 Aislamiento de Microorganismos Productores de Biosurfactantes

A partir del aislamiento de microorganismos de muestras provenientes

de suelo contaminado con hidrocarburos, se obtuvieron cinco cepas, cuyas

caracteristicas morfologicas se presentan a continuacién (Tabla ViI).

TABLA Vil

MORFOLOGIA COLONIAL DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS

| Nombre | Forma | Borde | Elevacion Superficie Color
RO1 Circular | Entero | Convexa Lisa, brillante Blanca
R02 Circular | Entero | Convexa Lisa, translicida Crema
R0O3 Circular | Entero | Convexa Lisa, brillante Incolora |
R04 Circular | Entero | Convexa Lisa, brillante Amarilla
R0O5 Circular | Entero | Convexa Lisa, brillante Crema

Debido a sus diversas Caracteristicas, fueron tratadas como
microorganismos diferentes. En cuanto a la morfologia microscopica, se observo

mediante tincion de Gram que todas las cepas mostraron ser cocobacilos gram-

negativos.
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3.11 Realizacion de Pruebas Bioquimicas

Para conocer el género al que pertenecen estas bacterias que
presentaban diferencias en su morfologia colonial, se realizaron diversas pruebas
bioquimicas. Los resultados de éstas parecen indicar que todas pertenecen al
género Acinetobacter, ya que todas se caracterizaron por ser cocobacilos Gram
negativos, muchas veces dispuestos en pareja, no fermentan lactosa ni sacarosa,
son aerobios, inmoviles, prueba catalasa positiva, prueba de oxidasa e indol

negativa y prueba en urea negativa (Tabla IX).
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TABLA IX

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICA APLICADAS A LAS CEPAS

AISLADAS

[U5T Prueba Bioquimica

R01, R02, R03, R04, RO5

Agar Citrato de Simmons

(+)

Agar Hierro de Kligler

Fermentacion (-), H,S (-)

Agar TSI Gas (-), utilizacion de lactosa
y/o sacarosa (-), glucosa (+)
LIA H2S (-), descarboxilacion de Ia
lisina (+), fermentacion (-)
Caldo Urea (-)
Medio MIO - Movilidad (-)
Medio SIM

H2S(-), movilidad (-)

Caldo rojo fenol y sacarosa

Fermentacion (-)

Catalasa

(+) Positiva, (-) negativa

(+)
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3.12 Produccién de Biosurfactantes. Prueba del Bromuro de Cetil Trimetil

Amonio

Para conocer si las cepas aisladas eran o no productoras de
biosurfactantes, se realizé la prueba del bromuro de cetil trimetil amonio. En esta
prueba, al medio de cultivo solido, se le agreg6 como Unica fuente de carbono al
glicerol, ademas de azul de metileno y cetil trimetil amonio. La bibliografia indica
que si el medio de cultivo varia de célor azul a amarillo, es una prueba de que los

biosurfactantes son generados por los microorganismos.

En la siguiente figura (Figura 11) se puede apreciar que después de 48
horas de incubadas a 28 °C, el medio de cultivo se torna amarillo en la zona de Ia
estria, siendo ésta una prueba de que estas cepas son productoras de
biosurfactantes. Sin embargo, haria falta realizar todas las pruebas que se

realizaron en este trabajo de tesis para tener una mayor certeza y para poder

cuantificarlo.

Fig. 11 Prueba del Bromuro de Cetil trimetil amonio a cepas aisladas.
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS

En este estudio, inicialmente se trataron los materiales que se utilizaron
como sustratos. En el caso de las harinas se secaron y se moliéron, en el caso del
bagazo de cafia y la pulpa de café, se procedid a definir las condiciones de
hidrolisis. De acuerdo a las concentraciones de glucosa, xilosa y arabinosa
obtenidas de los hidrolizado, observamos que los mejores tratamientos resultaron
ser, en los dos casos, con acido sulfurico, siendo la concentracion de 3% a 30 min
las mejores condiciones de reaccion para el caso del bagazo de cafia yde 2%y

30 min para la pulpa de café.

Una vez tratados los materiales que se utilizarian como fuente de
carbono, se procedié a realizar las fermentaciones, cuantificandose diferentes
parametros. Uno de estos parametros fue Ia biomasa, siendo el bagazo de cafia el
que produjo mayor cantidad (10.3 g/L), probablemente por Ia cantidad de
azlcares. Es importante notar la cantidad producida por la harina de pifidn (9.1

g/L), la segunda en produccién de biomasa, ya que podria ser utilizada como
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fuente de carbono de muy bajo costo, para la produccién de moléculas de alto
valor agregado a partir de este desecho agroindustrial, y evitar asi la

contaminacion generada por una mala disposicion.

En el caso de determinacion de pH, aunque todos tienen el mismo valor
inicial, se nota un mayor descenso para cuando el sustrato fue pulpa de café. La
harina de soya fue el sustrato que menor acidificacion del medio produjo. Es
probable que esta fuente de carbono genere menor concentracion de Acidos

organicos como el lactico, acetico, entre otros.

En cuanto a la produccion de biosurfactante, observamos que el sustrato
que mayor cantidad produce es el de bagazo de cafia (8.5 g/L), seguido de la
harina de pifién (6.7 g/L). Esto coincide con los valores de biomasa obtenidos, por

lo que podemos decir que hay una relacion directa entre estos dos valores.

En lo que se refiere a la determinacion de Ia actividad emulsificante a las
24 horas, primeramente vemos que el tolueno es emulsificado en mayor grado que
el benceno, ademas, el bagazo de cafia presenta los mayores porcentajes. Si
comparamos los valores de todos los sustratos, podemos comentar que la
cantidad de biomasa, la concentracién de biosurfactante y la actividad

emulsificante tienen una relacion directa, ya que se sigue la misma tendencia.

La Tension Superficial es disminuida en mayor medida cuando en |a

fermentacion se utiliza como sustrato bagazo de cafia, y si observamos los
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valores, aunque se hay una tendencia opuesta, podemos ver que a mayor
biomasa, conc. de biosurfactante y actividad emulsificante, menor valor de tension

superficial, lo que esta de acuerdo con lo esperado.

En cuanto al aislamiento de microorganismos y de acuerdo a las
pruebas bioquimicas y tinciones de Gram que se realizaron, observamos que
todas pertenecen al género Acinetobacter, y de acuerdo a la prueba del bromuro
de cetil trimetil amonio se probo que se lograron aislar cinco cepas generadoras

de biosurfactantes de suelos contaminados con hidrocarburos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados podemos concluir que:

1. Se obtuvieron los hidrolizados de bagazo de cafna y pulpa de café variando el
tiempo de reaccién vy el acido catalizador, acido nitrico y sulfarico, siendo el Gltimo
el que dio el mejor resultado para ambos casos.

Para el bagazo de cana, la concentracion de 3 % y 30 minutos de reaccién y para
la pulpa de café la de 2%y 30 minutos, ambas a 121 °C y 15 Ib/plg® fueron las
condiciones que generaron el mayor grado de hidrélisis, cuantificado por los

azucares liberados tras la reaccion.

2. El sustrato que produjo la mayor cantidad de biomasa, concentracion de
biosurfactante y menor tension superficial fue el hidrolizado de bagazo de cafa,

esto probablemente por la mayor cantidad de azUcares disponibles en el medio de

fermentacion.
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3. Se aislaron cinco cepas productoras de biosurfactantes ya que todas dieron
positiva la prueba de bromuro de cetil trimetii amonio. Mediante pruebas
bioquimicas y tincion de Gram se sugiere que todas pertenecen al género

Acinetobacter.
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