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RESUMEN
Editor  Introduccién: Los ramnolipidos, surfactantes microbianos glicolipidicos, poseen excelentes
Lisset Gonzalez Navarro propiedades superficiales, son biodegradables, con baja toxicidad y alta efectividad en con-
Academia de Ciencias de Cuba. diciones extremas de pH, temperatura y salinidad. Exhiben actividad antimicrobiana frente a

La Habana, Cuba bacterias y hongos. Su empleo en biorremediacion y biodegradacion de hidrocarburos y la

Traductor  remocion de metales pesados en ambientes contaminados son las aplicaciones mas estu-
Darwin A. Arduengo Garcia diadas. Objetivo: Evaluar el proceso de biorrestauracion de suelos contaminados por la in-
Academia de Ciencias de Cuba. dustria petrolera nacional aplicando un crudo de ramnolipidos. Métodos: Se empled el crudo
La Habana, Cuba de ramnolipido del cultivo de Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A en medio mineral con glice-
rol como fuente de carbono. La concentracién de vanadio se determind por espectroscopia
de absorcion atomica con plasma inductivamente acoplado, mientras que la efectividad de
los biosurfactantes y el seguimiento analitico de la biodegradacion se evalud gravimétrica-
mente. Resultados: Se logré 85,4 % de remocion de vanadio. La utilizacion del crudo de bio-
surfactante Y3-BTA estimuld en un 62 % la biodegradacion de los hidrocarburos presentes
en suelos. La aplicacion del crudo Y3-BT1A en suelos impactados en la refinerfa Nico Lopez
de La Habana, utilizando la técnica de bioestimulacion en parcelas; permitio alcanzar un 34 %
de la biodegradacion para hidrocarburos totales y aromaticos, en tanto que para la fraccion
de grasas y aceites fue del 86 %. Conclusiones: La biorrestauracion de ecosistemas con
ramnolipidos demostrd ser una alternativa respetuosa con el medio ambiente y con ventajas
economicas. Los resultados obtenidos condicionaron la aplicacién del crudo en la biorrecu-
peracion de suelos contaminados en la base de supertanqueros de Matanzas y se introdu-
jeron en la docencia de pregrado y postgrado en las universidades de Oriente y La Habana.
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Microbial surfactants for biorestoration of ecosystems impac-
ted with hydrocarbons and heavy metals

ABSTRACT

Introduction: Rhamnolipids, microbial glycolipidic surfactants, possess excellent surface pro-
perties, are biodegradable, with low toxicity and high effectiveness under extreme conditions
of pH, temperature and salinity. They exhibit antimicrobial activity against bacteria and fungi.
Their use in bioremediation and biodegradation of hydrocarbons and the removal of heavy
metals in contaminated environments are the most studied applications. Objective: To eva-
luate the biorestoration process of soils contaminated by the national oil industry by applying
a rhamnolipid crude oil. Methods: It was used rhamnolipid crude from Pseudomonas aeru-
ginosa Y3-B1A culture in mineral medium with glycerol as carbon source. It was determined
the vanadium concentration by inductively coupled plasma atomic absorption spectroscopy,
while biosurfactant effectiveness and analytical monitoring of biodegradation was evaluated
gravimetrically. Results: It was achieved 85.4% vanadium removal. The use of biosurfactant
crude Y3-BTA stimulated the biodegradation of hydrocarbons present in soils by 62%. The
application of Y3-B1A crude oil in impacted soils in the Nico Lopez refinery in Havana, using
the bio stimulation technique in plots; allowed reaching 34% of biodegradation for total and
aromatic hydrocarbons, while it was 86% for the fraction of fats and oils. Conclusions: Biores-
toration of ecosystems with rhamnolipids proved to be an environmentally friendly alternative
with economic advantages. The obtained results conditioned the application of crude oil in
the bioremediation of contaminated soils in the supertanker base of Matanzas and were intro-
duced in undergraduate and graduate teaching in the universities of Oriente and La Habana.

Keywords: rhamnolipids; bioremediation; biorestoration; hydrocarbons; heavy metals

INTRODUCCION

Los ramnolipidos (RL) son biosurfactantes glicolipidi-
cos caracteristicos de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
Comunmente se describen como una mezcla de homolo-
gos de variada composicion. @ Estructuralmente el enlace
éster (COOR) y el enlace glicosidico (COC) (figural) son los
responsables de las propiedades quimicas y fisico-quimi-
cas de los ramnolipidos. % Estas moléculas son estables a
temperaturas elevadas, muy solubles en alcalis y solventes
polares, muy poco solubles en agua e insolubles en acidos
minerales y hexano. @ En la molécula el B-hidroxidcido aporta
las propiedades hidrofobicas mientras que, el anillo de a-L-
ramnopiranosa (C6H1205) y el grupo carboxilo (COOH) las
propiedades hidrofilicas. El carboxilo ademas, determina el
caracter aniénico del biosurfactante y es el responsable de
las reacciones de esterificacion.

Los ramnolipidos reducen la tension superficial del agua
desde 72 mN/m hasta (28-30) mN/m vy la interfacial de 43 a
TmN/m. 68789 a formacién de micelas ocurre en el rango de
10 mg/L a 200 mg/L y estabilizan emulsiones o/w por 60 d y
mas con indices de emulsificacién superiores al 50 %. (1011:1219)
Biolégicamente los ramnolipidos exhiben actividad antitumo-
ral y antimicrobiana. ¢14151617.18)

Debido a sus propiedades fisico-quimicas y biolégicas
estos surfactantes microbianos tienen multiples aplica-
ciones. La mas frecuente es con fines ambientales. Se ha
demostrado que los ramnolipidos pueden emplearse para
remover hidrocarburos (biorremediacién y biodegradacion)
y metales pesados lo que permite la biorrestauracion de
ecosistemas impactados. La capacidad de los ramnolipi-
dos de combinarse con iones metalicos especificos ha es-
timulado el uso de estos surfactantes en su remocion de
ecosistemas diversos, sin embargo, las investigaciones en
matrices de suelos, sedimentos y aguas son limitadas. (1929
Los metales mdas estudiados son cadmio, zinc, mercurio,
cobre, hierro, niquel, plomo y cromo. ¢?1 Recientemente se
ha evaluado la aplicacion de ramnolipidos en la eliminacion
de vanadio de lodos petrolizados. ??

Las primeras aplicaciones de los surfactantes microbia-
nos en la remediacion de suelos contaminados con hidrocar-
buros estaban dirigidas a su empleo en la bioestimulacion de
microorganismos degradadores y posteriormente; se fueron
aplicando en la extraccién directa de hidrocarburos. @324 La
estabilidad y eficiencia de los ramnolipidos en la extraccion de
hidrocarburos en suelos, asi como los porcentajes de elimina-
cion alcanzados en la remediacion de ecosistemas impacta-
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b. Di-ramnolipido

Fig. 1. Estructura general de los mono (a) y di (b) ramnolipidos. Con linea de puntos se identifican los enlaces éster (1) y glicosidico (2) Fuente:

Elaboracion propia

dos, facilita su aplicacion en la recuperacion asistida de crudo
en los pozos petroleros. #9

El empleo de ramnolipidos y otros surfactantes microbia-
nos es una tecnologia ecoamigable muy difundida en los ul-
timos afios para recuperar sitios contaminados por el efecto
positivo en la biodegradacion de hidrocarburos y remocion de
metales pesados. (202627.282930) E| objetivo del trabajo es evaluar
el proceso de biorrestauracién de suelos contaminados por la
industria petrolera nacional aplicando un crudo de ramnolipi-
dos de la cepa Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A.

METODOS

La obtencion del crudo de ramnolipidos Y3-B1A se realizo
en el laboratorio, mientras que la evaluacion de la aplicacion
del surfactante ramnolipidico Y3BTA se efectudé en suelos
contaminados por metales pesados e hidrocarburos del pe-
tréleo de la refineria Nico Lopez por un periodo de 6 meses.

Produccion y obtencion del crudo de ramnolipidos
Y3-B1A

La produccion de ramnolipidos por la cepa autéctona Pseu-
domonas aeruginosa Y3-B1A se llevo a cabo en reactor de 1L,
utilizando medio minimo mineral (MMM) y glicerol (4 % m/v)
como fuente de carbono. Se afiadié una concentracion de bio-
masa inicial de 2,1 g/L y1,25 % de inductor (caldo libre de célu-
las de un cultivo de 96 h con la misma fuente de carbono) en
4] ciclos de 60 h de cultivo semicontinuo. El cultivo se mantuvo
a 130 r/min con un flujo de aire de 1 vwm, pH=7gy 0,5gde
antiespumante. Al finalizar el cultivo se determind la producti-
vidad volumétrica y la concentracién de ramnolipidos. La pro-
ductividad volumétrica (PV) se determind segun la ecuacion 1,
en tanto que la cuantificacion de los ramnolipidos se realizéd
espectrofotométricamente utilizando ramnosa como patrén y
curva de calibrado para el célculo. @V Se utilizoé un factor de 3
para la conversion ramnosa/ramnolipido. ©

pr=%2 O
dt

donde: P = concentracion de ramnolipidos, t = tiempo

El crudo de ramnolipidos Y3-B1A (figura 2) para la bio-
rrestauracion de sitios contaminados con hidrocarburos
y metales pesados, se obtuvo del caldo agotado libre de
células obtenido por centrifugacion (5000 rpm, 15 min)
del cultivo de Pseudomonas aeruginosa Y3-BTA. La inacti-
vacion de la viabilidad celular se realizé con calor himedo
(121 °C; 15 min).

Remocioén de vanadio

La remocion de vanadio se realizo tratando 1g de suelo
contaminado con 10 mL del crudo Y3-B1A (240 mg/L) por
72 h en agitacion. La determinacion analitica se realizé por
espectroscopia de emision atémica de plasma inductiva-
mente acoplado (ICP-AES). Se utilizaron soluciones patro-
nes certificadas de vanadio. El porcentaje de metal extraido
(% extraido) se calculd segun la ecuacion (2), teniendo en
cuenta la concentracion de metal en la solucién inicial (con-
trol) y la concentracion de metal en la muestra, luego del
tratamiento con el surfactante Y3-B1A (C remanente).

o= Ceantrel — Cramanente ¥ l[l[} (2)

Ccnntror

0
Yo M extraide

Remocioén de hidrocarburos aplicando el crudo Y3-
B1A

Los ramnolipidos Y3-B1A se aplicaron en parcelas (fi-
gura 3) de suelos contaminados con hidrocarburos utili-
zando la variante de biorremediacion por bioestimulacion.
Las parcelas se ubicaron en terrenos de la refineria Nico
Lopez, empleando 50 L de crudo Y3-B1A.

Este articulo es distribuido en acceso abierto segun los términos de la Licencia Creative Commons Atribucion—NoComercial 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es

An Acad Cienc Cuba. 2024;14(4)

Fig. 2. Crudo ramnolipidico Y3-B1A obtenido del cultivo de Pseudomonas aeruginosa Y3-B1A en MMM con glicerol como fuente de carbono

Cuantificacion de la remocion de hidrocarburos
aplicando los crudos ORA9 y Y3-B1A

Se realizé mediante la determinacion gravimétrica de los hi-
drocarburos totales, previa extraccién con solvente. €2 En todos
los casos se corrigen las muestras respecto a un control y se
determina el porcentaje de biodegradacion segun la ecuacion 3.

Hsgn ol suslo

Analisis estadistico

Los resultados, promedio de 3 mediciones independien-
tes, se procesaron con el programa estadistico Statgraphics
Centurién XV 15.2.14 con un nivel de significacion (a = 0,05).

RESULTADOS

Produccion y obtencion del crudo de ramnolipidos Y3-
B1A: Se obtuvieron 180,78 g/L de ramnolipidos con una pro-
ductividad volumétrica a 0,753 g/ Lh en 60 h de cultivo.

Remocidn de vanadio: Con el crudo de biosurfactante Y3-B1A
se alcanzé un 85,5 % de eliminacion de vanadio. La concentracion
del crudo utilizada fue de 240 mg/L, equivalente a 2,0 x CMC.

Remocion de hidrocarburos: La bioestimulacion de la po-
blacion degradadora de hidrocarburos utilizando el crudo de
ramnolipidos Y3-B1A (0,1 L/m2) permiti¢ la biodegradacion del
36,7 % de hidrocarburos totales y un 63,7 % de la fraccion aro-

HS —Hs ; i . 2 i i
a _ en el suelo no extraidos matica (tabla 1); lograndose un incremento de degradacion su-
"'fu Hsgxrraidus — x 100 [3) ( )

perior al 30 % respecto a otras estrategias de biorremediacion.

DISCUSION

Produccion y obtencion del crudo de ramnolipidos
Y3-B1A

La combinacion de concentracion de biomasa inicial 6pti-
ma con la adicién de inductor en 4 ciclos de cultivo discontinuo
incrementd la productividad volumétrica y la produccion de
ramnolipidos, aspecto novedoso en la investigacién. Se plan-
tea que la concentracion de inductores endégenos favorece la

Fig. 3. Biorremediacion de suelos contaminados con petroleo en la refineria Nico Lépez aplicando bioestimulacion con ramnolipidos Y3-B1A.

Fuente: Barrios Y y Toledo H
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Tabla 1. Biodegradacion de hidrocarburos en parcelas de |a refineria Nico Lépez aplicando ramnolipidos Y3-B1A durante 30 d. Le-

tras iguales no presentan diferencias significativas (a = 0,05)

Fraccion

Hidrocarburos totales del petréleo (TPH)
Grasas y aceites

Saturados

Aromaticos

Resinas

Asfaltenos

Fuente: Elaboracién propia

excrecion de la enzima ramnosiltransferasa, que es clave en la
sintesis de los ramnolipidos. ¥ La obtencién del crudo por cen-
trifugacion y posterior inactivacion de la viabilidad celular por
calor humedo permitié disponer de un producto apto para apli-
caciones ambientales de biorrestauracion de ecosistemas sin
altos costos por concepto de recuperacion y purificacion res-
pecto a otros métodos como la extraccion con solventes. (1339)

Remocioén de vanadio

El caracter ionico de los ramnolipidos determina su em-
pleo en la remocion de metales pesados debido a la afinidad
de los cationes por los surfactantes de cargas negativas. ¢
Aplicando el biosurfactante de Candida sphaerica se observd
una remocion similar a la alcanzada con el crudo Y3-B1A, al
tratar contaminacion por cadmio y plomo. Chen y colaborado-
res, aplicando soluciones de ramnolipidos al 0,8 % a sedimen-
tos contaminados con metales pesados, obtuvieron valores
de remocion de Cd y Cu superiores al 80 %, mientras que la
remocién de Pby Cr fue de 63,54 % y 47,85 %, respectivamen-
te. El tiempo de contacto fue de 12 h. ©539)

La investigacion demostrd que existe una relacion directa
entre la extraccion y la concentracion de metal. No obstan-
te, el tiempo de contacto y la relacion ramnolipido/agua son
factores de gran influencia en la remocion del metal. €9 La in-
teraccién metal-biosurfactante es un campo poco estudiado.
Los mecanismos por los cuales ocurre la union metal-surfac-
tante incluyen el intercambio idnico, asociacion idn-contraion
e interaccion electrostética. ¢” Sin embargo, la capacidad de
los biosurfactantes para formar complejos con los metales
es la principal razon por la cual se utilizan en la remediacion
de ambientes contaminados con metales pesados. Especifi-
camente los biosurfactantes anidnicos, que es el caso de los
ramnolipidos (ver figura 1), forman enlaces iénicos con los
metales, generando complejos no idnicos o compuestos de
coordinacion de gran estabilidad. 9

% biodegradacion
36,7a*3,3
37,1a+3,3
0,1a+0,1
63,7a+5,3
28,3b+1,5
22,7b+7,5

Remocion de hidrocarburos

Se plantea que la adicion de ramnolipidos incrementa la
biodegradacion de hexadecano, octadecano, n-parafinas y
otras mezclas de hidrocarburos y mejora, ademas, el proceso
de biorremediacion de lodos y suelos petrolizados. Experien-
cias previas en el lavado de suelos contaminados con petro-
leo aplicando el crudo ramnolipidico ORA9, donde se obtuvo
el 57 % de remocion de hidrocarburos de arena contaminada,
establecieron las premisas del empleo del crudo Y3-BT1A en
condiciones de bioestimulacion de una poblacién degradado-
ra de hidrocarburos. ¢9

La biodisponibilidad del contaminante es un factor limi-
tante para el éxito del proceso de biodegradacion. “9 El meca-
nismo por el cual los surfactantes microbianos son capaces
de remover hidrocarburos del suelo ocurre en 2 pasos: a) la
movilizacion (concentraciones menores que la CMC) asocia-
da con la reduccién de las tensiones superficial e interfacial,
reduccion de la fuerza capilar y el angulo de contacto y b) la
solubilizacion (concentraciones mayores que la CMC) debido
a la formacion de las micelas.

Las investigaciones sobre el tema no coinciden en la mane-
ra de presentar los mecanismos de eliminacién de hidrocarbu-
ros en suelos impactados aplicando ramnolipidos o biosurfac-
tantes en general, no obstante, el mecanismo propuesto para la
remocién y biodegradacion de los hidrocarburos coincide en: a)
incremento de la biodisponibilidad del sustrato para los microor-
ganismos y b) interaccién del ramnolipido con la superficie celu-
lar ya sea por emulsificacion, micelizacién o solubilizacion. “142
Estas propuestas implican la reduccion de la tensién superficial
y cambios en la membrana celular para aumentar la hidrofobici-
dad, facilitando la asociacién de sustratos hidrofébicos con las
células bacterianas. @”) Esta asociacion se debe a reacciones qui-
micas del grupo carboxilo con grupos amino, fosfatos, hidroxilos
de los diferentes componentes de la membrana celular. “® Se
demostré, ademas, que la bioestimulacion con el crudo Y3-B1A
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no causa toxicidad al suelo, al detectarse una tasa de mortalidad
del 5 % en el modelo bioldgico (Eisenia andrei) evaluado. ¥

Conclusiones

La aplicacion del surfactante microbiano ramnolipidi-
coY3-B1A es una opcion valida y segura para la eliminacion
de vanadio de sedimentos contaminados y favorece la bio-
degradacion de hidrocarburos; constituyendo una alternativa
prometedora para la biorrestauracion de ecosistemas impac-
tados por procesos del petroleo.
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