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En el presente trabajo se muestra la cinética de produc-
cién de biosurfactantes, que son moléculas anfifilicas
que tienen propiedades tensoactivas y emulsificantes con
Pseudomonas aeruginosa en un cultivo lote, utilizando
suetro de leche previamente desproteinizado como fuente
de carbono teniendo como mdxima produccion 18.6 g/L
de biosurfactante crudo. También se midieron indices de
emulsificacion en aceite, diésel y gasolina después de 24
horas para comprobar la utilidad del biosurfactante ob-
tenido. © 2017 Universidad Politécnica de Puebla
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. INTRODUCCION

Un biosurfactante bdsicamente es una molécula anfifilica pro-
ducida por algtn tipo de microorganismo, que posee tanto una
region hidrofébica como una hidrofilica, cuya principal pro-
piedad es la de disminuir la tensién superficial entre liquidos
inmiscibles con el agua, reduciendo por lo tanto la energia re-
querida para la formacién de emulsiones e incrementando en el
proceso la solubilidad de las mismas [1].

Actualmente casi todos los tensoactivos que se utilizan son
derivados quimicamente a partir del petréleo y las tres princi-
pales razones por las cudles estos surfactantes sintéticos siguen
siendo producidos en mayor cantidad son: la capacidad y cos-
tos de produccién, aunados a la funcionalidad del tensoactivo,
pero los biosurfactantes tienen varias ventajas sobre los surfac-
tantes quimicos ya que son menos téxicos, son biodegradables
y por lo tanto tienen una mejor compatibilidad con el medio
ambiente, tienen mayor capacidad de formacién de espumas
[2] v la caracteristica mds importante desde el punto de vista
biotecnolégico, radica en que pueden ser sintetizados a partir
de materias primas renovables y con el fin de economizar la
produccién se busca utilizar diferentes fuentes de carbono de
fécil acceso y de bajo costo, tales como melaza, suero de leche,
glicerina, cdscaras de naranja, aceites vegetales y desechos de la
industria alimentaria [3].

Debido a sus miltiples propiedades, las aplicaciones de los
biosurfactantes estan tomando importancia en diversos campos,
pueden ser utilizados como emulsificantes, agentes humectantes
y espumantes, ingredientes de alimentos y bebidas, lubricantes,

detergentes, agroquimicos, cosméticos, productos farmacéuticos
y en la industria minera y metalirgica, pero también juegan
un papel importante los procesos de recuperacién de petréleo
mediante el aumento de la solubilidad aparente de componentes
de este hidrocarburo y la reduccién efectiva de las tensiones
interfaciales de aceite y agua [4].

Es por eso que en los dltimos afios, se ha buscado desarro-
llar e implementar el uso de biosurfactantes como tecnologias
innovadoras enfocadas en biorremediacién para limpiar zonas
contaminadas por metales pesados, hidrocarburos y sus deriva-
dos, elevando los indices de degradacién de estos y recuperando
las zonas afectadas.

Tomando en cuenta los antecedentes de produccién de bio-
surfactantes, se ha encontrado que las especies de Pseudomonas
son buenas en la sintesis de los mismos y que en diferentes
sustratos producen un tensoactivo de tipo ramnolipido [5].

Un ramnolipido es un compuesto formado por una molécu-
la de dcido £-hidroxidecanoil-f-hidroxidecanoico y una o dos
moléculas de ramnosa (figura 1), de ahi la diferencia entre mo-
norramnolipidos y dirramnolipidos [6].
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Fig. 1. Estructura de mono y di-ramnolipidos.

Finalmente, en este trabajo se propone utilizar el residuo de la
industria quesera (suero de leche) como fuente de carbono, junto
con la bacteria Pseudomonas aeruginosa para sintetizar biosurfac-
tantes en un cultivo lote y analizar la cinética de crecimiento de
biomasa y de produccién.

2. METODOLOGIA

A. Materia Prima

El suero de leche utilizado en los experimentos fue recolec-
tado de un establo en el Municipio de Puebla en el Estado de
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Puebla. La principal actividad del lugar es la maquila de produc-
tos derivados de la leche.

A.1. Caracterizacion

La caracterizacién del residuo que se utilizé como materia
prima, se llevé a cabo mediante un analizador ultrasénico (LAC-
TOSCANQ®), que reporta los siguientes pardmetros: grasa (FAT),
s6lidos no-grasos (SNF), proteinas, lactosa y porcentaje de con-
tenido de agua, temperatura (°C), pH, punto de congelacion,
solidos, conductividad asi como densidad de la muestra.

A.2. Microorganismo

Se utilizaron las bacterias de Pseudomonas aeruginosa obteni-
das de la coleccién de microorganismos de la Universidad de
Chilpancingo.

Las bacterias aisladas se sembraron en placas de agar sangre
para observar su capacidad hemolitica y fueron incubadas du-
rante 24 horas a 30°C, después de ese periodo fueron visualmen-
te inspeccionadas y aquellas que presentaron una f-hemdlisis se
consideraron como posibles productoras de biosurfactantes [7].

A.3. Medio de cultivo

En la Tabla 1 se muestra la composicién del medio sintético
empleado para realizar el pre-inéculo en tubos, el inéculo en
matraz y el cultivo en reactor de 1 litro en el cudl se cultivé la
bacteria seleccionada.

Cuadro 1. Composicién del medio sintético para la produc-
cién de biosurfactantes [8].

Reactivo Concentracién(g/L)
NaNO; 2.0
KHPO, 1.0
Ko HPOy 0.5
MgS0O47H,0 0.5
KCL 0.10
FeSO47H,0 0.010
CaClLy 0.001
Fuente de Carbono 20.0

(suero de leche)

A.4. Proceso de fermentacion

El suero fue inicialmente procesado ajustando el pH a 7 por
medio de la adicién de NaOH 1IN y calentado posteriormente
para mejorar la precipitacién de la caseina, después se enfrié a
temperatura ambiente y se centrifugé a 7500 rpm por un periodo
de 12 minutos para remover la caseina, en su totalidad y el pH
del sobrenadante fue nuevamente neutralizado y sometido a
esterilizacién en autoclave (121°C durante 15 min) y finalmente
el suero estéril fue inoculado con Paeruginosa.

El cultivo lote para la produccién de biosurfactantes se llevé a
cabo en un reactor de 1L de capacidad total, con un volumen de
trabajo de 400 ml a 30°C por 110 horas con agitacién constante
(150 rpm y 1 vvm de aireacién). [9].

El 10% v/v del cultivo fue utilizado como inéculo y fue
incubado por un periodo de 48 h.

A.5. Métodos analiticos

En estos experimentos, las variaciones puntuales en las con-
centraciones de biomasa, sustrato y producto se registraron du-
rante un perfodo total de 110 horas, tomando muestras para los
andlisis cada 4 horas. La biomasa se midié por el método de
peso seco, la concentracién de sustrato se calculé como el total
de azticares reductores y el producto, que fue identificado como
glicolipido, que se estimé mediante un método de extraccion
con écido clorhidrico.

A.5.1 Determinacion de biomasa

El crecimiento de biomasa se sigui6 por medio de la lectura
a 600 nm en un espectrofotémetro de la densidad éptica (DO)
de la muestra, cuando fue necesario se realizaron diluciones con
agua destilada para medir DO con valores menores de 1.

La determinacién de la concentracién de biomasa se realizé
por el método gravimétrico. Las muestras se centrifugaron a 8000
rpm durante 15 min en tubos Eppendorf previamente puestos
a peso constante, se separé el paquete celular (biomasa) del
sobrenadante y se hicieron dos lavados de la biomasa ( el pellet
fue resuspendido en agua destilada y recentrifugado.

La cantidad de biomasa fue determinada por diferencia de
peso después de secarla a 90°C por 24 h. El sobrenadante fue
conservado y directamente utilizado para andlisis de azticares
reductores e indice de emulsificacién.

A.5.2 Determinacion de azucares reductores

Como se comentd6 previamente, para este andlisis se utilizé
el sobrenadante obtenido de la centrifugacién de las muestras y
fue utilizado el método DNS (4cido denitrosalicilico) propuesto
por Bernfield en 1951 [10], para su cuantificacién se realizé una
curva estandar de lactosa con concentracién conocida de 0 a 2
g/L, y las muestras fueron leidas en un espectrofotémetro a una
absorbancia de 540 nm

A.5.3 Determinacion de indice de emulsificacion

Para la medicién de indice de emulsificacién, se anadieron
hidrocarburos (diésel, gasolina y aceite vegetal) a la fase acuosa
que contiene el biotensioactivo en una proporcién de 3:2, v/v,
seguido de agitacién vigorosa en un vortex durante 2 minutos.
El aceite, la emulsién y las capas acuosas se midieron en un
intervalo de 24 horas . El indice de emulsificacién se observé
con respecto al tiempo [11] y estd representado como E24 (%) y
fue calculado de acuerdo a la ecuacién 1.

5 Altura de Emmulsién
e Altura Total n

A.5.4 Recuperacion de biosurfactante crudo

El tensoactivo se aislé de caldo libre de células por precipi-
tacién ajustando el pH del sobrenadante a 2.0 usando HCl y
manteniéndolo a 4°C durante la noche.

El precipitado obtenido de este modo se centrifugé a 8000
rpm durante 20 minutos, se secé en la estufa hasta peso constante

[12].

3. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Seleccion de cepa

Enla figura 2 se muestra el cultivo de Pseudomonas aerugi-
nosa en una placa de agar sangre, en donde se puede observar
el halo blanco (correspondiente a la f-hemélisis) que rodea a
las colonias, por lo que se confirmé que la cepa era productora
de biosurfactantes, ya que la hemélisis es considerada como un



indicativo de la lisis celular debido a la ruptura de la membrana,
causada por la presencia de sustancias de superficie activas. [13]

Fig. 2. Cultivo de P. aeruginosa en agar sangre.

A.1. Andlisis proximal

En la Tabla 2. Se muestran los resultados en porcentaje del
andlisis proximal realizado al suero de leche que se utilizé como
materia prima.

Cuadro 2. Andlisis proximal de suero de leche.

Pardmetro (%)

Grasas 0.874

Cenizas 0.480

Solidos no grasos 6.568
Proteina 3.107

Lactosa 2.964
Agua anadida 33.563
Temperatura °C 23.733
Temperatura de congelacion °C ~ -0.345
Densidad 24.457

A.2. Cinética del cultivo lote

El comportamiento de la fermentacion se presenta en la figura
3, donde podemos notar que en las primeras 50 horas de cultivo
no hubo una reduccién notable de lactosa, ni un incremento
acelerado en la produccién de biomasa, fue hasta la hora 64
donde se dio la maxima produccién de biosurfactante (18.6 g/L).

A.3. Indice de emulsificacion

La actividad emulsionante estd determinada por su fuerza en
la retencién de la emulsién de hidrocarburos o aceites en agua.
El biotensioactivo extraido emulsioné eficazmente con el aceite,
ya que la formacién de la emulsién estable se observé con ella
con alto indice de emulsificacién con un valor de 68 % después
de 24 horas.

El presente estudio también revel6 que los indices de emul-
si6n y estabilidad de emulsién del biosurfactante obtenido en

60

50

40

30

X,P (g/L)

120

Fig. 3. Cinética de cultivo lote (Asustrato) (eproducto) (bioma-
sa).

aceite y diésel no fue tan eficaz, ya que se obtuvieron porcenta-
jes de indices de emulsificacién de 10.6 y 8.3 respectivamente.
En el gréfico siguiente (Figura 4), se muestran los indices de
emulsificaciéon obtenidos a diferentes tiempos de fermentacion.
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Fig. 4. Indices de emulsificacién (A gasolina) (caceite) (diésel).

4. CONCLUSIONES

Debido a la 8-hemolisis presentada en la incubacién en placas
de agar sangre, la cepa de Pseudomonas aeruginosa resulté ser
una bacteria productora de biosurfactantes.

La buena transferencia de oxigeno dentro del reactor es un
pardmetro imprescindible para la produccién de biosurfactantes.

La mayor concentracién de biosurfactante crudo fue de 18.6
g/L y el porcentaje de emulsificacién mds alto fue en aceite con
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un 68 %.

Se necesita hacer la caracterizacion del biosurfactante obteni-
do para poder determinar qué tipo de glicolipido es (ramnolipi-
do o dirramnolipido).

5. NOMENCLATURA

t tiempo, h

X concentracién de biomasa, gx/L

s concentracién de sustrato, gs/L

p  concentracién de producto, gp/L

rpm revoluciones por minuto, 1/min

vvm volumen de aire por volumen de medio minuto,L/Lmin

A volumen,L
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