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Resumen

Entre los biosurfactantes mas utilizados en estudios de biorremediacién estan los ramno-
lipidos. En el presente trabajo evaluamos las soluciones de ramnolipidos crudos, comparando-
las con los ramnolipidos purificados, para la remocién y emulsificacién de hidrocarburos del
petréleo en un sistema modelo. Este estuvo formado por grava comercial para aves impregnada
con una mezcla de petréleo pesado Cerro Negro disuelto en diesel. Las gravas fueron tratadas
con las soluciones de ramnolipidos mediante un proceso de lavado en agitacién (150 rpm) a
30 °C. El porcentaje de remocioén se determiné gravimétricamente. Los ramnolipidos fueron
purificados mediante precipitacion acida y cromatografia de adsorciéon con Amberlita XAD 2 y
analizados, al igual que las gravas, mediante espectroscopia de infrarrojo con transformadas
de Fourier (IRTF). Las cepas productoras de ramnolipidos fueron identificadas mediante se-
cuenciaciéon de ADNr 16S. Se encontré que los ramnolipidos crudos producidos por la cepa P
aeruginosa BIOMI-Eb presentaron los mejores resultados, con un porcentaje de remocion de los
hidrocarburos del 101,16%, en comparacion con los purificados. Tal mejora en la remocién se
debi6 a la acidificacion del medio (pH 5,8) por la accién sinérgica de metabolitos acidos produ-
cidos conjuntamente con los ramnolipidos. Las soluciones de ramnolipidos crudos serian muy
utiles en la remocién de hidrocarburos de suelos contaminados y podrian serlo también en los
procesos de estimulacién de pozos durante la recuperacion terciaria del petréleo.
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Evaluation of the ability of crude rhamnolipids
for the removal and emulsification
of hydrocarbons in a model system

Abstract

Among the most used biosurfactants in bioremediation studies are rhamnolipids. In this
paper we evaluate the solutions of crude rhamnolipids, when compared with the purified ones,
for the removal and emulsification of petroleum hydrocarbons in a model system. This con-
sisted of commercial poultry gravel impregnated with a mixture of heavy crude oil Cerro Negro
dissolved in diesel. Gravels were treated with solutions of rhamnolipids using a wash process
with stirring (150 rpm) at 30 °C. The removal percentage was determined gravimetrically. The
rhamnolipids were purified by acid precipitation and adsorption chromatography with Amber-
lite XAD-2 and analyzed as gravels by Fourier transform infrared (FTIR). Rhamnolipids pro-
ducing strains were identified by 16S rDNA sequencing. It was found, that crude rhamnolipids
produced by the strain Pseudomonas aeruginosa BIOMI-E5 were the most efficient, with a per-
centage of 101,16% of oil removal compared with the purified rhamnolipids. Such removal was
improved due to the acidification of médium (pH 5,8) by the synergistic action of acidic metabo-
lites, produced jointly with rhamnolipids. Crude rhamnolipids solutions would be very useful in
the removal of hydrocarbons from contaminated soils and could be useful also in the process of

well stimulation for tertiary oil recovery.

Keywords: rhamnolipids, Pseudomonas aeruginosa, removal of hydrocarbons.

Introduccion

Cuando ocurre un derrame petrolero,
este contamina el suelo, arenas, lodos o fon-
do de rios u otros ambientes. El petréleo se
adhiere a las particulas del suelo y puede pe-
netrar en sus microporos. Los factores que
intervienen en la adherencia son las fuerzas
de capilaridad, las de tension superficial e in-
terfacial, las propiedades de humectabilidad
y los angulos de contacto (1). Para vencer
estas fuerzas se pueden utilizar surfactantes
de origen quimico, pero esto traeria como
consecuencia la introduccién de un contami-
nante mas al ambiente. Los biosurfactantes
(surfactantes de origen bioldgico) son iguales
de efectivos que los surfactantes quimicos y
estan llamando la atencién debido a que re-
presentan una alternativa ecoldgica frente a
sus contrapartes sintéticas (2).

Entre los biosurfactantes mas utiliza-
dos en estudios de biorremediacion estan

los ramnolipidos (3). Estos biosurfactantes
son producidos principalmente por Pseu-
domonas aeruginosa. Otras bacterias tam-
bién producen ramnolipidos tales como P
fluorescens, P, putida, P chlororaphis, Pseu-
doxanthomonas sp., Enterobacter sp. y Pan-
toea sp., perteneciendo estas dos ultimas a
la familia Enterobacteriaceae (4).

Se ha demostrado en muchos estudios
la capacidad de remocién o desorciéon del pe-
tréleo que tienen los ramnolipidos purifica-
dos (5, 6, 7). Pero como es sabido, el hecho
de que P aeruginosa produce ademas de los
ramnolipidos, dependiendo de las condicio-
nes de cultivo y de la cepa, otros metabolitos
tales como acidos organicos (8) y pigmentos
fenacinicos (9) entre otros. En el presente
trabajo nos plateamos evaluar las soluciones
de ramnolipidos crudos, al compararlas con
los ramnolipidos purificados, en la remociéon
y emulsificaciéon de hidrocarburos del petroé-
leo en un sistema modelo, lo cual nos permi-
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tiria determinar si algunos de los metaboli-
tos presentes en las soluciones de ramnoli-
pidos crudos pudiesen afectar la remocién y
emulsificacién de la mezcla de hidrocarburo
estudiada.

Materiales y Métodos

Microorganismos

Se utilizaron los siguientes microorga-
nismos: P aeruginosa BIOMI-Eb aislada de
una muestra de Orimulsién, Pseudomonas
sp. BIOMI-AlgS8, Pseudomonas sp. BIOMI-
Alq9 y Pseudomonas sp. BIOMI-Alql4, ais-
ladas de muestras de suelo contaminadas
con petréleo procedentes de los antiguos
pozos de la Alquitrana, Estado Téachira. Es-
tas cepas fueron aisladas y caracterizadas
preliminarmente desde el punto de vista
morfolégico y bioquimico en trabajos pre-
vios (10,11).

Medio de cultivo para la
produccion de ramnolipidos

Se utiliz6 el medio minimo salino MMS
(12) para la produccién de los ramnolipidos
bajo condiciones no optimizadas: NaH,PO,
4g, K, HPO, 4g, (NH,),SO, 2g, MgSO, 0,2g,
CaCL, 2H,0 1 mg, FeSO, 7H,O 1mg, solucién
de trazas de elementos 0,5 ml, H,O destilada
hasta 1 L. El pH sin ajustar del medio fue de
6,8. El medio se complementé con la solucién
de elementos trazas de la siguiente constitu-
cién por litro de agua destilada: CoCl 6H,0,
20mg; H,BO, 30mg; ZnSO, 7H,0, 20mg; Na-
MoO, 2H,0, 3mg; CuSO,, 1mg y MnSO, H,O
2,6mg, (13). Se utilizé glicerol como fuente
de carbono (1,5%). Los cultivos fueron incu-
bados en matraces de 500 ml con 300 ml de
medio, en agitacion a 30 °C, durante 4 dias.
Los preinéculos se prepararon en tubos con
caldo nutritivo los cuales fueron inoculados
con las cepas e incubados a 30 °C durante
24 horas.

Deteccion de la produccion
de los ramnolipidos

Para determinar la produccién de los
biosurfactantes en los diferentes ensayos, se
utilizé primeramente la denominada técnica
de oil spreading senalada como una de las
mas sensibles y sencillas (14). Para lo cual, se
colocaron 25 ml de agua destilada en una pla-
ca de petri de 15 por 100mm y se anadieron
30 uL del hidrocarburo utilizado como mode-
lo (se describe mas adelante) sobre la super-
ficie del agua para formar una fina pelicula
superficial. Se agregaron delicadamente con
una pipeta de precisiéon 10 uL de las mues-
tras a ensayar en el centro de la pelicula. A
continuacioén se registraron las medidas, por
triplicado, de los didametros de los halos for-
mados en la pelicula de hidrocarburos, com-
parandolas con las de los controles realizados
con medio MMS con glicerol sin inocular.

Otra técnica utilizada fue la del agar
CTAB (Bromuro de Cetil-trimetil- amonio)-azul
de metileno (15) pero modificada, con la fina-
lidad de registrar la formacién del complejo
CTAB- azul de metileno-ramnolipido en forma
de precipitado directamente en las soluciones
de ramnolipidos a estudiar. Por cada 2 ml de
solucién de ramnolipidos, contenidos en tubos
de 5 ml, se agregaron 20 uL de solucién madre
de azul de metileno (40 mg/ml) y 10 uL de so-
lucién madre de CTAB (10 mg/ml). Se homo-
genizaron suavemente y se dejaron en reposo
a temperatura ambiente (alrededor de 20 °C =+
1) durante 12 horas. Como controles se utiliza-
ron 2 ml de medio MMS con glicerol y 2 ml de
solucién acuosa de acido fenilsulfénico, en vez
de las soluciones de ramnolipidos.

Purificacion de los ramnolipidos
producidos por las cepas de Pseudomonas

Los sobrenandantes obtenidos mediante
centrifugacion (4500 x g durante 15 minutos)
con una centrifuga de mesa Heraeus Crist mo-
delo Labofuge II, de los cultivos previamente
esterilizados mediante autoclave (121 °C, 15
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psi durante 15 minutos), fueron denomina-
dos soluciones de ramnolipidos crudos. Los
ramnolipidos presentes en estas soluciones
fueron sometidos a precipitacién acida (pH 2
con HCL 1M) en frio (4 °C) durante 24 horas,
y recuperados en buffer bicarbonato de sodio
0,1M mediante centrifugacién (4500 x g du-
rante 15 minutos). Se sometieron, posterior-
mente, a un proceso de purificacién mediante
cromatografia de adsorcién para sustancias
hidrofébicas y anfifilicas con Amberlita XAD
2 (Sigma, de diametro de poro 90 Ay tamario
20-60). La columna fue equilibrada con bu-
ffer fosfato 0,1M a pH 6,1. Los pigmentos y
acidos grasos libres se removieron con agua
destilada y los ramnolipidos mediante elucio-
nes con metanol (15). La solucion de metanol
se evapor6 con ayuda de un rotavapor, que-
dando un concentrado al que denominamos
ramnolipidos puros, que fue resuspendido
en buffer bicarbonato de sodio 0,1 M. Para
analizar los ramnolipidos purificados fueron
extraidos del rotavapor con etilacetato (Sig-
ma, grado HPLC) en vez de buffer bicarbo-
nato de sodio y se determiné su huella espec-
tral mediante espectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier (IRTF).

Para determinar la concentraciéon de
ramnolipidos precipitables se tom6 un volu-
men de 40 ml de los extractos metanodlicos
y se evaporo6 el metanol mediante rotavapor.
Luego se recuperaron los ramnolipidos me-
diante sucesivas extracciones con H,O desti-
lada en tubos plasticos Falcon pre-pesados.
A continuacién, se liofilizaron las muestras y
por diferencia de peso de los tubos, se deter-
miné la concentracién de los ramnolipidos
precipitables en mg/ml. Los ensayos se rali-
zaron por triplicado.

Sistema modelo para el estudio
de la remocion y emulsificacion
de los hidrocarburos

Se utiliz6 grava comercial para aves
formulada con particulas de forma y tama-
no regular de aproximadamente 2 mm de
diametro, provenientes de conchas marinas
y arena de cuarzo segun datos de la casa

fabricante (Kantal) y una mezcla de hidro-
carburos constituida con 10% de petrdleo
pesado Cerro Negro que contiene resinas y
una alta concentracién de asfaltenos (16) di-
suelto en diesel, para asegurar la presencia
tanto de hidrocarburos saturados como de
poliaromaticos en la mezcla de estudio. Se
agreg6 la mezcla de hidrocarburos a la gra-
va comercial (20% p/p) con la finalidad de
simular una grava contaminada. Se dejaron
reposando las gravas durante un maximo de
dos dias a temperatura ambiente (alrededor
de 20 °C = 1) con la finalidad de permitir
la homogenizacién de los hidrocarburos asi
como su adsorcién sobre la superficie y po-
ros de la grava comercial.

Proceso de lavado de las
gravas contaminadas

Se adapté una metodologia de lavado
de suelo (6,17). La experiencia se realizé en
matraces de 125 ml con 12 gramos de grava
impregnada con la mezcla de hidrocarburos
modelo y con 25 ml de las muestras de los
ramnolipidos crudos o purificados, segin el
caso. Como control se utilizé agua destilada.
Se observaron los resultados (remocién de
los hidrocarburos y formacién de emulsio-
nes) cada 30 minutos durante 24 horas de in-
cubacién a una temperatura de 30 °C, en agi-
tacién relativamente suave (150 rpm) (6,17).

Determinacion del porcentaje de
remocion de los hidrocarburos

Se utilizé una técnica gravimétrica modifi-
cada en trabajos realizados con lodos aceitosos
de perforacion (6). Los hidrocarburos que emul-
sionaron en la parte superior en el sistema de la-
vado, fueron decantados. La grava que sedimen-
t6 y quedo en los recipientes, se lavo con varias
porciones sucesivas de agua destilada hasta un
volumen total de 200 ml para recuperar la emul-
sién remanente. La grava htimeda, lavada de esta
manera, se filtr6 al vacio en membranas de filtro
MF'S ntimero 2 (Advantec MF'S, Inc.) de 5,5 cm de
diametro contenidas en embudos de polietileno
(Sciencewere). Estos embudos permiten despren-
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der la parte superior de los mismos con las mem-
branas de filtro, los cuales se secaron hasta peso
constante en la estufa a 40 °C durante 24 horas.
Se determiné asi el peso de la grava recuperada
proveniente tanto de los tratamientos con las so-
luciones de ramnolipidos como la de los controles
(tratada con agua destilada). La pérdida de peso
como consecuencia de la desorcién y emulsifica-
cioén de los hidrocarburos se expresé como por-
centaje de remocion. Las lecturas se realizaron
por triplicado para cada muestra con el objetivo
de asegurar la precisién de las medidas y cada ex-
periencia fue repetida, a su vez, 3 veces para ase-
gurar la reproducibilidad de los resultados.

Analisis de la grava tratada con
las soluciones de ramnolipidos

Muestras de un gramo tanto de las gra-
vas previamente tratadas con las soluciones
de ramnolipidos como de las no tratadas,
fueron lavadas con 5 ml de dicloromenta-
no grado analitico. Se agit6 fuertemente la
muestra en embudos de separacién y se re-
cuperaron las fases organicas en pequenas
fiolas. El diclorometano se evaporé con ayu-
da de una plancha térmica calentando las
fiolas suavemente y pasando una corriente
de aire. Los posibles hidrocarburos rema-
nentes, obtenidos al evaporar el diclorome-
tano, se resuspendieron en 5 ml de h-hexano
grado analitico como solvente para los anali-
sis de UV, mientras que para los analisis de
espectroscopia IRTF se utilizé6 como solven-
te 2 ml etil-acetato grado HPLC. Se tomaron
muestras de 100 uL del resuspendido con
n-hexano para diluirlas con 2000 pL del mis-
mo solvente con la finalidad de poder reali-
zar las medidas de absorbancia desde 200
hasta 400 nm para el caso de los analisis UV.

Identificacion de las cepas estudiadas
mediante técnicas moleculares

El ADN bacteriano fue extraido y pu-
rificado mediante el kid y protocolo de ex-
traccion de Wizard Genomic (Promega). Se
utiliz6 para tal fin 1,5 ml de cultivo en cal-
do nutritivo de cada cepa. Se centrifugaron

a 4000 x g durante 5 minutos para obtener
las células. Una vez extraido el ADN genomi-
co, se procedi6 a amplificar la secuencia par-
cial del ADNr 16S mediante la PCR utilizan-
do los cebadores universales P1: CCT ACG
GGA GGC AGC AG y P2: ATT ACC GCG GCT
GCT GG especificos para bacterias (18). La
electroforesis se realiz6 en geles de 1% para
el ADN genémico y de 1,5% para los ampli-
cones. Para realizar la identificacién micro-
biana, las secuencias parciales obtenidas
a partir del ADNr 16S de cada muestra, se
compararon con las bases de datos univer-
sales del GenBank mediante Blastn (NCBI).
Las relaciones filogenéticas de las secuencias
nucleotidicas se realizaron alineandolas con
ClustalW y con andlisis Neighbor-joining a
través de Mega 4.0.

Resultados y discusion

Produccion de los ramnolipidos

Los resultados obtenidos mediante los
métodos de oil spreading y de la formacién
del complejo ramnolipido/azul de metileno,
nos indicaron que todas las cepas estudiadas
tuvieron capacidad para producir biosurfac-
tantes. Mediante la técnica de oil spreading
se determiné que la cepa que produjo mayor
cantidad relativa de biosurfactantes fue la
denominada BIOMI-E5, con un incremento
de halo de 1094,56 % *+ 40,46 con respecto
al control. El resto de las cepas produjeron
halos de 543,78% =+ 35,04, 329,18% + O
y de 60% = 17,52 para Alql4, Alq8 y Alq9
respectivamente. Pudimos también registrar
la formacién de los complejos ramnolipido/
azul de metileno en forma de precipitados
evidentes y visibles de color azul intenso di-
rectamente en las soluciones de ramnolipi-
dos crudos provenientes de todas las cepas
estudiadas, sin la necesidad de utilizar pla-
cas de cultivo. A medida que se formaba el
precipitado de color azul intenso, disminuia
la coloracién del sobrenadante hasta un azul
palido en algunos casos e incoloro, en otros.
Tal como lo sefala la bibliografia, estos pre-
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cipitados corresponden a una reaccién espe-
cifica entre el complejo catiénico CTAB-azul
de metileno y los ramnolipidos que son glico-
lipidos aniénicos (15,2). No se registro la for-
macioéon del precipitado azul en los controles
constituidos con medio MMS Yy glicerol sin
inocular, agua destilada o solucién de acido
fenilsulfénico (surfactante quimico).

Purificacion de los ramnolipidos
producidos por la cepa de P
aeruginosa BIOMI-E5

Como consecuencia de los resultados
obtenidos en los ensayos anteriores donde
se evidencia que la cepa que produjo ha-
los de mayor tamano en las pruebas de oil
spreading fue la denominada BIOMI-E5, se
decidi6 realizar los estudios posteriores de
purificacién y de analisis con los ramnolipi-
dos producidos por esta cepa. La formaciéon
de halos de mayor tamano es indicativo de
una mayor concentraciéon de biosurfactantes
en las soluciones de ramnolipidos crudos.
La produccién de ramnolipidos por la cepa
BIOMI-E5, bajo condiciones no optimizadas
y determinadas mediante las pruebas gravi-
métricas, fue de 240 mg/L. Este valor repre-
sent6 la media de 3 medidas con una des-
viacién estandar de 0,374 y un intervalo de
confianza del 95% con valor de 0,897. Por
otro lado, los espectros IRTF de los ramno-
lipidos purificados analizadas desde los 450
hasta 4000 cm™ (figura 1) concordaron con
la huella espectral caracteristica de los ram-
nolipidos producidos por la cepa BIOMI-E5
reportados en trabajo anteriores (13) y se
correspondi6é muy bien con los publicados
para otras cepas de P aeruginosa (19,15).

Determinacién del porcentaje de
remocién de los hidrocarburos

Se registr6 un porcentaje de remocion
de hidrocarburos del 101,16 % * 2,88 utili-
zando los ramnolipidos crudos provenientes
de cultivos con P aeruginosa BIOMI-E5 y de
26,66% = 2,88 para el control (agua desti-
lada). Se observd, ademas, que las gravas

tratadas recuperaron su color blanquecino
caracteristico y los hidrocarburos fueron
totalmente emulsionados. Para el resto de
las cepas los valores de remocién de los hi-
drocarburos estuvieron entre 85,8% =+ 1,44
y 94,83% = 0,28 para BIOMI-Alg8 y BIO-
MI-Alql4, respectivamente. No se realiz6 la
prueba para la cepa Alq9 ya que produjo un
valor bajo de incremento del halo, tal como
fue senalado anteriormente. Los analisis es-
tadisticos Anova y la prueba Tukey realizado
con el programa SPSS 13.0 para Windows
(datos no mostrados) nos indicaron que los
valores de remocién para las diferentes ce-
pas son significativos. Los distintos valores
de estos resultados se deben, probablemen-
te, a que existen diferencias entre los ram-
nolipidos producidos por las cepas BIOMI-
Alql4 y BIOMI-Alg8 con los producidos por
la cepa BIOMI-Eb5, en cuanto a su balances
HLB (hidrofilicos/lipofilicos), tipo de congé-
nere (2) y presencia de insaturaciones, ya
que los valores de concentraciéon (200 a 240
mg/L) y CMC (100 a 120 mg) fueron simila-
res para cada cepa.

Analisis de la grava tratada con
soluciones de ramnolipidos crudos
producidos por P aeruginosa BIOMI-E5

Los anadlisis mediante espectrometria
UV realizados a las gravas tratadas con las
soluciones de ramnolipidos crudos, prove-
nientes de la cepa P aeruginosa. BIOMI-E5,
mostraron una disminucién acentuada en
los maximos de absorbancia a los 190, 220
y 260 nm que se corresponden a las absor-
tividades medias de las fracciones de mo-
noaromaticos, diaromaticos y poliaromati-
cos respectivamente (20) al compararlos con
los del control. Para el caso de los espectros
IRTF (figura 2) presentaron, contrario a lo
esperado, un namero mayor de sefales que
las gravas sin tratamiento (control). Al anali-
zar los grupos funcionales presentes en este
espectro (OH, C=0, C-OH y O-C-0O) vemos
que estos se corresponden con los grupos
presentes en el espectro de los ramnolipidos
purificados (figura 1), lo cual nos esta indi-
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Figura 1. Analisis IRTF de los ramnolipidos purificados producidos por Pseudomonas aeruginosa BIO-
MI-E5. Huella espectral con las sefiales de los distintos grupos funcionales que conforman la
molécula de un ramnolipido producido por Pseudomonas aeruginosa BIOMI-E5. Se mues-
tran las bandas de absorcion para los grupos funcionales OH a los 3.389,35 cm?, las tipicas
vibraciones C-H para los grupos CH, y CH, se presentaron a los 2.928,19 y 2.856,74 cm”,
respectivamente. Se apreciaron a continuacion las bandas tipicas de los grupos C=0O de las
funciones carbonilos a 1739,09 cm™. Posteriormente, se registraron las deformaciones C-H
a los 1451 y 810,06 cm™ y para los CH3 a los 982,49 cm™. Las deformaciones C-O y O-H se
registraron a los 1.383,86 cm™, las bandas simétricas de los enlaces O-C-O a los 1.051,91 cm™
y el estrechamiento de los enlaces C-O a los 1.168 y 1.128,38 cm™.
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Figura 2. Espectro IRTF de las gravas tratadas con las soluciones de ramnolipidos crudos de P. aeru-
ginosa BIOMI-E5. Obsérvese la presencia de los principales grupos funcionales OH (3370,66
cm™), CH,, CH, (2921,68 cm™; 2853 cm™), C=0 (1742,01 cm™) y O-C-O (1049,18 cm™) que se
corresponden con los presentes en las moléculas de ramnolipidos.

cando que durante el proceso de remocion,
los ramnolipidos quedan adsorbidos en la
superficie de la grava desplazando a los hi-
drocarburos hacia la fase acuosa. Este feno6-
meno de adsorciéon también ha sido reporta-
do en suelos contaminados con hidrocarbu-
ros poliaromaticos que fueron tratados con 5
g/L de ramnolipidos producidos por la cepa
Pseudomonas aeruginosa UG2 (21).

Tanto los resultados de los analisis UV
como los de IRTF nos permitieron concluir,
al compararlos con los controles, que los
ramnolipidos crudos fueron capaces de re-

mover la fracciéon de hidrocarburos aroma-
ticos y hay que resaltar su capacidad en la
remocioén de los asfaltenos, ya que se utiliz6é
petroleo pesado Cerro Negro en el estudio, el
cual tiene una concentraciéon de 5,1 % de es-
tas macromoléculas aromaticas (16). Por lo
tanto, la mezcla de hidrocarburos utilizada
tendria una concentracién final de asfaltenos
de 1,02 %. No pudimos comparar las senales
correspondientes a los hidrocarburos satu-
rados mediante IRTF debido a que sus sena-
les se solaparon con las de los ramnolipidos
adsorbidos en la grava tratada.
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Determinacion del porcentaje de
remocion de los hidrocarburos utilizando
soluciones de ramnolipidos purificados

No se lograron remover los hidrocar-
buros de las gravas ni tampoco producir las
emulsiones cuando se utilizaron los ramno-
lipidos purificados. Los valores de remocién
fueron de 1,16%, 0% y 15% para las solucio-
nes de ramnolipidos purificados a pH 6,7;
9,4 y para el agua, respectivamente. Los va-
lores representan la media de 3 medidas con
una desviacién estandar que vari6 de 0,047 a
0,309 y el intervalo de confianza del 95% va-
ri6 de 0,064 a 0,74 para las diferentes expe-
riencias realizadas. Solo al utilizar solucio-
nes de ramnolipidos purificados, pero con-
centrados a 960 mg/L en buffer bicarbonato
de sodio 0,1 M a pH 9,4, se logr6 aumentar
el porcentaje de remocién de hidrocarburos
a78%.

Dado que los cultivos estudiados pre-
sentaron valores finales de pH desde 5,8 has-
ta 6,8 dependiendo de la cepa, procedimos a
determinar si era el pH el factor que condujo
a mejorar la remocion de los hidrocarburos
de las gravas en estudio, para lo cual se pro-
cedio a acidificar hasta pH 5 con HCL 1M las
muestras de ramnolipidos purificados que
estaban a pH 9,4 y las muestras de ramno-
lipidos crudos que estaban a pH 5,8 fueron
ajustadas hasta un pH de 6,8 con solucién de
bicarbonato de sodio 0,1 M. Posteriormente,
se determinaron los porcentajes de remo-
cién de hidrocarburos. Obtuvimos como re-
sultados que los ramnolipidos purificados al
ajustarles el pH a 5 fueron capaces, esta vez,
de remover el 100% de los hidrocarburos ad-
heridos a la grava cuando fueron sometidos
a las condiciones descritas anteriormente.
Por el contrario, los ramnolipidos crudos,
que fueron capaces de remover el 100% de
los hidrocarburos adheridos a la grava an-
teriormente, perdieron sus capacidades al
ajustarles el pH hasta un valor de 6,8.

Los resultados muestran claramen-
te que las soluciones de ramnolipidos con
valores de pH por encima de 5,8 no tienen
capacidad para remover el 100% de los hi-

drocarburos del sistema modelo en estudio.
Deben de existir en las soluciones de ram-
nolipidos crudos metabolitos acidos que me-
joran la remocién de los hidrocarburos. Se
ha encontrado que la solubilidad aparente
del fenantreno fue 3,8 veces mas grande a
PH 5,5 que a pH 7 en presencia de 240 ppm
de ramnolipidos. Los autores senalan que
tales resultados son probablemente debido
a que los ramnolipidos forman diferentes
estructuras micelares pH- dependientes por
ser surfactantes iénicos (22). Esto explicaria
los resultados obtenidos con los ramnolipi-
dos crudos a pH 5.8, en el sentido de que
tendrian una estructura micelar con mejores
propiedades detergentes que a valores de pH
por encima de 6,8 la cual permite remover
el 100% de los hidrocarburos adheridos a la
grava (figura 3). Sin embargo, no se puede
descartar la accién directa de los metaboli-
tos sobre los componentes de la grava. Los
minerales y metales, asi como las calcitas,
que constituyen las gravas reaccionarian con
los metabolitos acidos sobre la superficie de
la grava mejorando su porosidad y permea-
bilidad (3,23,24). Tal reaccién, facilitaria la
adsorcién de los ramnolipidos sobre la su-
perficie de las gravas, removiendo y despla-
zando asi, a los hidrocarburos (tabla 1).

Identificacion de las cepas estudiadas
mediante amplificacion por PCR del gen
ADNTr 16S y su posterior secuenciacion

El resultado del Blastn en el NCBI (25)
nos revel6 un porcentaje de identidad de 99,
92, 96 y 96 % para las cepas BIOMI-E5, BIO-
MI-Alg8, BIOMI-Alg9 y BIOMI-Alq14, con las
cepas Pseudomonas aeruginosa NRRL B-
14935, Pseudomonas aeruginosa SJ-3 clon
1, Pseudomonas sp. CINBIN-A040-2 y Pseu-
domonas sp. 47, respectivamente. El arbol
filogenético generados con Neighbor-joining
(figura 4) nos muestra las relaciones existen-
tes entre las secuencia del ADNr 16S de las
cepas estudiadas con las secuencias obteni-
das del GenBank, que corresponden a otras
cepas de Pseudomonas, formando un grupo
muy homogéneo con la excepcién de la cepa

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 23 N° 1, January - March 2015



48 Evaluacion de la capacidad de ramnolipidos crudos para la remocion y emulsificacion de hidrocarburos

Figura 3. Remocioén de los hidrocarburos. Tres muestras de gravas que habian sido contaminadas con
hidrocarburos fueron tratadas con soluciones de ramnolipidos crudos provenientes de la
cepa Pseudomonas aeruginosa BIOMI-E5. Obsérvese la recuperacion del color original de las
gravas. A la derecha: grava tratada solo con agua destilada (control). Obsérvese la presencia
de color negruzco debido a la presencia de los hidrocarburos no removidos.

Tabla 1

Porcentajes de remocion de los hidrocarburos a diferentes valores de pH

Muestras pH % de remocion
RC 5,8 101,16 = 2,89
RC 6.8 0,00 = 0,210
RP 6.8 1,16 = 0,047
RP 9,4 0,00 = 0,309
RP 5,0 100,00 = 3,02
Agua destilada (control) nd 26,66 = 2,36

RC: ramnolipidos crudos obtenidos a partir de la cepa BIOMI-ES5. RP: ramnolipidos purificados obtenidos
a partir de la cepa BIOMI-E5. Agua destilada como control con pH no ajustado. nd: no determinado.

BIOMI-Alql4, que se presenta como la mas
alejada del grupo, cuando se compara con la
secuencia de la cepa patrén Serratia mar-
cescens BIOMI-Ro. Los resultados obtenidos
nos permitieron demostrar, por un lado, que
las cepas utilizadas en el presente estudio
pertenecen a la especie Pseudomonas aeru-
ginosa y por otro lado, que son cepas dis-
tintas entre si. Estos resultados permitieron
complementar los obtenidos previamente
mediante pruebas bioquimicas y con galerias
API (Biomerieux) (10,11).

Conclusiones

Las soluciones de ramnolipidos crudos
son mas eficientes que las soluciones de ram-
nolipidos purificados en la remocién de la
mezcla de hidrocarburo en el sistema mode-
lo estudiado. Esta mejora de la eficiencia en
la remocién de los hidrocarburos se debié6 a
la acidificacién (pH de 5,8) de las soluciones
de ramnolipidos crudos. Lo cual nos hace
pensar que existen metabolitos acidos que se
producen conjuntamente con los ramnolipi-
dos y que favorecen, de alguna manera, los
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Figura 4. Arbol filogenético de las cepas estudiadas generado mediante Neighbor-joining. Las relaciones
filogenéticas de las secuencias nucleotidicas fueron hechas alinedndolas con ClustalW desde ar-
chivos Multifasta utilizando BioEdit y con analisis Neighbor-joining a través de Mega 4.0. El ar-
bol fue generado utilizando el modelo p-distance con 500 bootstrap. Las cepas sefialadas con los
diamantes negros corresponden a las estudiadas en el presente trabajo. Serratia marcenscens Ro,
cepa control. Los valores sefialados encima de las ramas representan los obtenidos del bootstrap
y los sefialados en la parte inferior corresponden a las distancias filogenéticas.

procesos de remocion y emulsificacién. Evi-
dentemente, se necesitan estudios posterio-
res en este sentido para determinar la causa.
Durante el proceso de remocién los ramnoli-
pidos quedan adsorbidos sobre la grava por
lo que se produce un desplazamiento de los
hidrocarburos adsorbidos. Los resultados
de los estudios realizados con UV y IRTF
nos muestran que las soluciones de ramno-

lipidos crudos son capaces de remover las
fracciones aromaticas adsorbidas en la gra-
va. Las soluciones de ramnolipidos crudos
presentaron propiedades tanto tensoactivas
como esmulsionantes. Dado que, las solucio-
nes mantienen su pH y sus propiedades ten-
soactivas a temperaturas de, por lo menos,
121°C y presiones de 15 libras, podrian ser
muy utiles también en los procesos de esti-
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mulacién de pozos durante la recuperacién
terciaria del petréleo. El ahorro en los pro-
cesos costosos de purificaciéon de los ramno-
lipidos hace econémicamente viable la pro-
duccién de estas soluciones de ramnolipidos
crudos.
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