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RESUMEN

En busca de microorganismos capaces de degradar hidrocarburos, se aislé una cepa identificada como
Pseudomonas putida ML2 con capacidad de crecer en naftaleno a velocidades similares a las de glucosa. Entre
las pruebas de seleccion se utilizaron dos indices de emulsificacion que mostraron la produccion y liberacion al
medio de un emulsificante. Se estudiaron las diferentes condiciones de produccidn asi como diferentes propie-
dades fisicoquimicas del emulsificante. Se caracteriz6 el producto extracelular producido en medio mineral con
glucosa como fuente de carbono, como un polisacarido formado por unidades repetidas de un hexasacérido, no
descripto anteriormente. En medio complejo el microorganismo produjo también un emulsificante que tiene
caracteristicas fisicoquimicas diferentes al producido en medio minimo-glucosa. En todas las condiciones
ensayadas se produjo el emulsificante. Por el método de la sobrecapa se pudo demostrar la solubilizacion de
fenantreno que no es utilizado como sustrato de crecimiento, lo cual sugiere que la produccion del exopolisacarido
es una adaptacion al crecimiento en ambientes contaminados con hidrocarburos.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas putida, exopolisacérido, naftaleno, bioemulsificador, indice de
emulsificacion.

SUMMARY
RESPONSE OF MICROORGANISMS TO ENVIRONMENTAL

CONTAMINANTS. Pseudomonas putida ML2 AS AN EXAMPLE

Searching for microorganisms with the ability to degrade hydrocarbons we isolated a strain of Pseudomonas
putida named ML2 which has a high growth rate on naphtalene. Different indexes were employed to determine
the emulsification properties of cell free supernatants produced under different culture conditions.
Physicochemical properties of the crude supernatant were determined. The extracelular emulsifier produced in
mineral medium with glucose as the only carbon source was characterized as a polysaccharide formed by
hexasaccharide repeating units, not reported previously. In complex medium the produced emulsifier has
physicochemical properties different from the emulsifier produced when growing on glucose.

KEY WORDS: Pseudomonas putida, exopolysaccharide, naphtalene, bioemulsifier, emulsification index.

RESPUESTA DE MICROORGANISMOS A LOS CONTAMINANTES
AMBIENTALES. EL EJEMPLO DE LA Pseudomonas putida ML2

INTRODUCCION

Los surfactantes y los emulsionantes son productos
que permiten frenar o enlentecer la tendencia natural a
separarse que presentan las fases de un sistema hetero-
géneo termodinamicamente inestable. Son de naturaleza
anfifilica.

Muchos procesos bioldgicos necesitan de la presencia
de compuestos anfifilicos. No es de extrafiar entonces que
una enorme variedad de seres vivos sintetice compuestos
con actividad superficial, a los que se considera

surfactantes naturales (Holmberg, 2001). Estos son pro-
ducidos tanto por las plantas (ej. saponinas, lecitinas),
como por los microorganismos (ej. glicolipidos), e incluso
por animales y el hombre (gj. sales biliares), para llevar a
cabo actividades tanto a nivel intracelular como extracelular
como la emulsificacion de los alimentos, el transporte de
material a través de las paredes celulares, o el reconoci-
miento celular (Bognolo, 1999).

Los compuestos de origen microbiano que exhiben ac-
tividad superficial elevada, es decir, disminuyen la ten-
sion superficial y poseen alta capacidad emulsionante, son
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denominados biosurfactantes (Georgiou et al., 1992) y
constituyen uno de los principales grupos de surfactantes
naturales (Kitamoto et al., 2002; Nitschke & Pastore, 2002).
De acuerdo a su peso molecular, los biosurfactantes son
divididos en tres grandes grupos: biosurfactantes de bajo
peso molecular, biosurfactantes de alto peso molecular o
poliméricos, y biosurfactantes particulados (Desai & Banat,
1997). Los biosurfactantes de bajo peso molecular son
glicolipidos, lipopéptidos, fosfolipidos, acidos grasos o
lipidos neutros. En términos generales, la estructura qui-
mica de los biosurfactantes poliméricos involucra
polisacaridos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas
0 mezclas complejas de estos biopolimeros (Rosenberg &
Ron, 1999). Dentro de los biosurfactantes particulados se
incluyen, por un lado, vesiculas extracelulares de membra-
na con actividad surfactante producidas por ciertos
microorganismos, y por otro, algunas células microbianas que
presentan una elevada hidrofobicidad o una actividad super-
ficial considerable, y que son por esto consideradas en si
mismas como una forma especial de biosurfactantes (Bognolo,
1999; Desai & Banat, 1997; Nitschke & Pastore, 2002).

La produccion a escala comercial de estos productos
ha sido fundamentalmente para producir estabilizadores
de emulsiones, tanto para la industria alimentaria como
para aplicaciones medioambientales como la
biorremediacion, o la sustitucién de solventes clorados en
el mantenimiento de cafierias de petroleo.

Una de las propiedades mas novedosas y singulares de
los biosurfactantes en comparacion con los surfactantes
sintéticos es que presentan actividad bioldgica (Cameotra
& Makkar, 2004; Kitamoto et al., 2002; Singh & Cameotra,
2004). Se han descrito productos de este tipo capaces de
actuar como agentes antibacterianos, antifingicos y
antivirales a la vez que otros muestran usos potenciales
como agentes inmunoreguladores, agentes adhesivos e
incluso en vacunas y en terapia génica (Cameotra & MakKar,
2004). Por lo tanto, los biosurfactantes han captado con el
tiempo un interés creciente en varios campos (Bonilla et
al., 2005) como materiales multifuncionales para el nuevo
siglo.

ARos atras se llevo a cabo una bisqueda de microorga-
nismos utilizadores aerobios de petréleo en sedimentos
de la bahia de Montevideo. De las multiples caracteriza-
ciones fenotipicas clasicas se selecciond y estudié un mi-
croorganismo perteneciente en principio a la especie Pseu-
domonas putida, pero atipico en cuanto a la produccién
de pigmentos (no los produce) que producia un agente
emulsificante. En este trabajo se describen diferentes pro-
piedades del microorganismo y del emulsificante, y algu-
nos factores que influyen en la produccién en pequefia
escala de este.

MATERIALESY METODOS

Fuente del microorganismo

La cepa ML2 se aislé de un sedimento de la Bahia de
Montevideo.

Las cepas de Pseudomonas putida DSM 291 y DSM
50222 fueron adquiridas en la coleccion alemana de
microorganismos DSMZ.

Medios de cultivo y condiciones de
incubacion

Bushnell-Haas (BH) (Laboratorios Difco) Base mineral,
composicion por litro: MgSO,.7H,0 0,2 g; CaCl,.2H,0 0,026
g, KH,PO, 1g; K.HPO, 1g; NH,NO, 1 g; FeCl,.6H,00,05g.
Para preparar medio sdlido se agrega agar 15 g.

Base Minima Mineral (BMM), modificada de (Navon-
Veneziaetal., 1995). Composicion por litro: KH,PO, 7,26 g;
Na,HPO, 13,7 g; MgSO,.7H,0 0,4 g; CaCl,.2H,0 0,001 g;
FeCl,.6H,0 0,0135 g. Para preparar medio solido se agrega
agar 15g.

Agar Tripticasa Soja (TSA): (Laboratorios Difco) Com-
posicién por litro: Triptona 15 g; soytona 5 g, NaCl 5 g;
agar 15g.

Caldo Tripticasa Soja (TSB) (Laboratorios Difco) Com-
posicion por litro: Triptona 17 g; soytona 3 g; dextrosa 2,5
g; NaCl59; K,HPO, 2,5¢.

El pH de estos medios fue inicialmente ajustado a 7,0.

Salvo que se indiquen especificamente otras condicio-
nes el crecimiento de la cepa fue llevado a cabo en matraces
tipo erlenmeyer conteniendo un volumen de medio de cul-
tivo equivalente a la quinta parte de su volumen total. El
medio de cultivo fue inoculado con 0,2 ml de una suspen-
sion al 1-2 de la escala Mac Farland preparada a partir de
un cultivo fresco de la cepa en TSA por cada 100 ml de
medio. Los erlenmeyer fueron luego incubados a 28° C y
bajo agitacion orbital 100 rpm.

Condiciones de enriguecimiento y
caracterizacion iniciales

Se sembraron 10 mL de sedimento en medio BH, con el
agregado de crudo de petréleo como Unica fuente de car-
bono y energia e incubaron en bafio con agitacion (Stuart
Scientific, Shaker bath SBS 30), a una temperatura entre 24
y28°C.

Como blanco se utiliz6 un matraz con medio BH estéril y
1 ml de crudo autoclavado.

Cada 20 dias se tomaron 10 ml del enriquecimiento y se
subcultivaron en nuevos matraces con 90 ml de BHy 1 ml
de crudo autoclavado.
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El procedimiento se repitié 5 veces. Luego de los 5
subcultivos se aislaron los microorganismos presentes por
método de estrias en placa de medio TSA, con temperatu-
rade incubacion de 24 ° C. Laidentificacién preliminar se
llevé a cabo por métodos convencionales (Gram, oxidasa,
catalasa) y ademas se realizaron caracterizaciones de pro-
piedades consideradas de interés tales como: capacidad
de crecer en BH hexadecano (0,5mL/tubo), BH aceite de
oliva (0,5mL/tubo), capacidad emulsificante y crecimiento
en naftaleno, fenantreno y etanol como Unicas fuentes de
carbono.

Determinacion de los parametros 6ptimos
de crecimiento

Latemperaturay pH dptimos de crecimiento de la cepa
fueron determinados a partir de los valores de tiempos de
duplicacion (t,) de la misma para diferentes temperaturas
de incubacién y valores de pH inicial. Dichos valores fue-
ron calculados a partir de las curvas de crecimiento (Ln
A, Vs. tiempo) de la cepa obtenidas en las diferentes

condiciones (Brock & Madigan, 1993).

Preparacion del sobrenadante libre de
células

El sobrenadante libre de células (SLC) se obtuvo por
centrifugacion del cultivo a 10.000g durante 15 minutos a
4°C y posterior filtracion a través de un filtro de membrana
de 0.45m (Millipore Corp., Bedford, Massachussets). To-
dos los SLCs fueron ensayados dentro de las cuatro horas
siguientes al muestreo.

Para su preservacion los SLCs fueron liofilizados y al-
macenados a 4°C. Se prepararon luego, en oportunidad de
cada analisis, soluciones stock de trabajo (20mg/mL) a partir
del polvo liofilizado con agua destilada.

Test de emulsificacion

Se usaron dos técnicas diferentes:

a) La determinacién del indice de emulsificacion con
kerosene E,, (Cooper & Goldenberg, 1987) que con-
siste en agitar en vortex por 45 segundos en tubos
de vidrio de 45mm volimenes iguales de muestra y
kerosene. Se deja en reposo por 24 hsy se mide el %
del volumen total ocupado por emulsion (se utiliza
como blanco un volumen igual de medio de cultivo
sin sembrar);

b) La actividad emulsificante de hexadecano E,_por
micrométodo modificado (Toren et al., 2001) en el
que 0,5mL de muestra se colocan en tubos tipo
Eppendorf de 1,5 mL que contienen 1,0mL de solu-
cion tampdn TM (20 mmol/L tamp6n Tris-HCl y

0,20 mmol /L MgS04) y 0,02 ml of hexadecano (Sigma
Chemical Co., Poole, UK). Los tubos se agitaron en
vortex a temperatura ambiente por 30 minutos a 300
rpm. Se midio la absorbancia a 600 nm (A, ) luego
de 30 segundos de reposo contra un blanco prepara-
do con 0,5mL de TM en vez de muestra. Se reporta el
promedio de tres ensayos de cada muestracomo E, .

Determinacion de concentracion de glucosa
y urea

Glucosa y urea se determinaron utilizando kits
enzimaticos (Wiener Laboratorios SAIC, Rosario, Argenti-
na) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Crecimiento en diferentes fuentes de
carbono

Para evaluar el crecimiento de la cepa en diferentes fuen-
tes de carbono se utiliz6 BMM conteniendo segun el caso
500 ppm de naftaleno (agregados en forma sélida después
de autoclavar el medio), 500 ppm de fenantreno (agrega-
dos en forma sélida antes de autoclavar el medio), 200 ppm
de hexadecano (Sigma Chemical Co., Poole, UK) (agrega-
das antes de autoclavar el medio) o etanol al 0,5 % (etanol
filtrado a través de un filtro de membrana de nitrocelulosa
de tamafio de poro 0,22mm y agregado luego de autoclavar
el medio), y urea como fuente de nitrégeno.

Influencia de la fuente de carbono y
nitrogeno en la produccion de surfactante

Se realiz6 en matraces de 200 mL con 50 mL de medio
BMM incubado con agitacion orbital (100 rpm, a 28°C) y
con: a) 30g/L de glucosa o 30 g/L de glicerol como fuente
de carbono, y b) 4,8 g/L de urea 0 6,4g/L de NH,NO,como
fuente de nitrogeno. Se utilizé asimismo peptona (0,29/L)
0 extracto de levadura (0,2 g/L) como factores de creci-
miento.

Produccion de emulsificante en medio
minimo optimizado

Se empled para la produccién de bioemulsionante, BMM
con una concentracién de glucosa de 10 g/L y una con-
centracion de urea de 0,45 g/L. Se realizé el seguimiento de
la concentracion de glucosa y urea por Kits enziméticos asi
como la medida de absorbancia, y las pruebas de
emulsificacién en el SLC durante el transcurso del experi-
mento.

En el caso del naftaleno, se agreg6 directamente al me-
dio como sélido luego de la esterilizacion de la base.
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Caracterizacién fisicoquimica del
bioemulsificante

Modificacién de la tension superficial

La medida de la tension superficial (1) de los
sobrenadantes se realizé con un tensiémetro K6 (Kriss
GmbH, Hamburgo, Alemania), con una resolucién de 0,1
mN/m utilizando el método del anillo de du Nouy, realizan-
do las medidas por triplicado.

Solubilizacién del fenantreno

Se uso la tecnica de sobrecapa de la sobrecapa de
agarosa (Bogardt & Hemmingsen, 1992). Para preparar la
sobrecapa, una solucion al 1,5 % de agarosa de bajo punto
de gelificacion fue fundida y termostatizada a 45° C. Luego
se agregaron por cada 3,5 ml de agarosa fundida 0,2 ml de
una solucion de 8,5 mg/ml de fenantreno en etanol previa-
mente filtrada a través de un filtro de membrana de nitroce-
lulosa de tamafio de poro 0,22 wm. Ambas soluciones fue-
ron mezcladas inmediatamente y la mezcla fue vertida so-
bre una capa solidificada de BMM agar conteniendo
1,8 g/l de urea. Una vez endurecida la sobrecapa las placas
fueron sembradas por estria, incubadas a 28° C y observa-
das periddicamente para evaluar la formacion de zonas de
aclaramiento.

Capacidad de estabilizar emulsiones fuel oil/agua
del emulsionante

Las muestras fueron colocadas en frascos de vidrio de
20 mly se agreg0 a cada una de ellas una gota de fuel oil,
se agito la mezcla durante unos minutos y luego se la dejo
reposar durante el tiempo adecuado. Se observo luego el
aspecto del liquido y la cantidad de fuel-oil que quedo
adherida a las paredes del recipiente.

Determinacion del tipo de emulsién que se forma

Se tifieron alternativamente las fases acuosa y oleosa
mediante el uso de colorantes hidrosolubles y liposolubles,
respectivamente, y se observé la emulsion formada al mi-
croscopio optico.

Caracterizacion quimica

Se realiz6 caracterizacion preliminar por cromatografia
de capa fina (Parra et al., 1989). Los SLC liofilizados se
resuspendieron en agua y ultrafiltraron a través de unidad
ultrafree-20 (Millipore Corporation). Se agregaron 3 volu-
menes de acetona fria al sobrenadante y se almacend de
un dia para el otro a 4°C. El precipitado, se resuspendié en

agua destilada y se extrajo con fenol 90% w/v en agua. Se
determind el coeficiente E,_de todas las fracciones.

Se realiz purificacion de la fraccion polisacaridica por
cromatografia de gel-filtracion (Sephacryl 200-S,
Pharmacia).

Analisis de los azUcares

Se llevo a cabo la hidrolisis acida con CF,CO,H 2M a
120°C 1 hora. Se neutralizé con NaHCO, y liofilizo. El polvo
obtenido se utilizé para el andlisis de azUlcares por reduc-
cion (Solucion acuosa saturada de NaBH4 en NH,OH 1M
1 hora) y acetilacion (Ac,O/piridina 1.1, 80°C, 30 min) se-
guida de cromatografia gaseosa (GC) y GC masa (GC-MS).
La desacilacion se hizo con NH,OH 1M a 25°C por 24 hs.

RESULTADOS

Caracterizacion de la cepa ML2

Identificacién de la cepa

A través de pruebas convencionales y de los sistemas
comerciales APIGN32 (Calleros, 1999) y VITEKGN+, lacepa
ML2 se identificd como perteneciente al grupo fluorescens-
putida, y en particular posiblemente como Pseudomonas
putida. La informacién complementaria se obtuvo con la
secuenciacion del gen del ARNr 16S. El analisis por BLAST
de esta secuencia, depositada en GenBank con el nimero
de acceso AF378011, indic6 una homologia del 99% con
cepa de referencia de P. plecoglossicida y otras
Pseudomonas spp. Por ser este valor de homologia supe-
rior al 97%, se realizaron estudios de hibridacion ADN-
ADN con la cepa de P. putida (DSM291). Los analisis de
hibridacion ADN-ADN entre la cepa ML2 y la cepa de
referencia arrojaron un 96% de homologia entre ambas,
concluyéndose por tanto que ambas pertenecen a la mis-
ma especie y que la cepa ML2 es una nueva cepa de
Pseudomonas putida con fenotipo diferente a las hasta
ahora descriptas.

Produccién de emulsificantes por cepas de
referencia

Se compard la capacidad de producir bioemulsionante
de la cepa ML2 con la de dos Pseudomonas putida perte-
necientes a las biovariedades 1y 2. Seglin se muestraen la
Figura 1, laemulsificacion de kerosene es un rasgo singu-
lar de la cepa ML2. Al cabo de 48 horas de incubacién, no
se detect6 produccion de bioemulsionantes en los caldos de
cultivo correspondientes a las otras cepas de referencia, ya
que laactividad emulsionante mostrada por estas fue equiva-
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Figura 1. Comparacion de la produccién de emulsionante
por distintas cepas de Pseudomonas putida. Se realizo la
prueba del kerosene sobre una alicuota del cultivo obteni-
da a las 48 hs de incubacién en medio TSB. 1. Blanco de
medio TSB 2. Pseudomonas putida DSM 291 3.
Pseudomonas putida DSM 50222 4. Pseudomonas ML2.
Los valores de los porcentajes de emulsificacién son 1,5
%, 1,5 %, 1,5 %y 66%, respectivamente

lente a la registrada para el blanco de medio TSB sin inocular.
Por lo tanto la capacidad de producir bioemulsionantes no es
un rasgo comun dentro de la especie.

Crecimiento en diversas fuentes de carbono

La cepa fue capaz de crecer utilizando glucosa, naftaleno,
etanol y glicerol como Unica fuente de carbono. Con res-

pecto al fenantreno el comportamiento fue muy diferente.
Cuando se emple6 fenantreno como Unica fuente de car-
bono en medio minimo liquido no se registré crecimiento
de la cepa. Si bien se observo la aparicion de un producto
hidrosoluble de color amarillo en el medio, no hubo evi-
dencias macroscdpicas de crecimiento.

En todos los casos en que hubo crecimiento, se detectd
actividad emulsificante por alguno de los dos métodos
tanto en el cultivo como en el SLC. No hubo crecimiento
en hexadecano.

Determinaciéon de los parametros 6ptimos
de crecimiento

Segun se muestra en el Cuadro 1, las condiciones de
incubacion mas convenientes para el crecimiento de la cepa
son un pH inicial 7,0 tanto en medio TSB como en medio
minimo, y 28°C de temperatura. Este Gltimo valor esta den-
tro del rango de temperaturas éptimas de crecimiento re-
portado para la especie (Palleroni, 1984).

Influencia de las fuentes de carbono y
nitrégeno sobre la produccion de
bioemulsionante

Como alternativas a la glucosa y la urea del medio origi-
nal se ensayaron el glicerol y el nitrato de amonio, respec-
tivamente. Ademas se usaron peptona y/o extracto de le-
vadura en bajas concentraciones y en todas las combina-
ciones posibles con las distintas fuentes de carbono y
nitrégeno.

Cuadro 1. Determinacion de la temperatura y pH 6ptimos de crecimiento. Valores
de tiempos de duplicacion (t) de la cepa ML2 para diferentes temperaturas de incubacion
y valores de pH inicial, en los medios de cultivo que se indican. Medio minimo: medio
BMM conteniendo 30 g/l de glucosa y 1,8 g/L de urea.

35,0

MEDIO
Medio minimo 28,0
pH inicial: 7,0
MEDIO pH
6,0
Medio minimo 7,0
8,0
6,0
TSB 7,0
8,0

Temperatura de incubacion: 28°C

T (°C)
24,0

tD (min)
117
43
93

tD (min)
78
43
145
73
50
78



264 Corona, M.; Bonilla, M.; Soubes, M.

AGROCIENCIA

Se considerd que la cepa era capaz de reducir el nitrato
en forma asimilativa, segln datos obtenidos anteriormen-
te por nuestro grupo (Calleros, 1999).

Como se muestra en la Figura 2, el uso de distintas
fuentes de nitrégeno y carbono influye sobre la produc-
cion de emulsionante. Con respecto a la fuente de nitrége-
no, cuando se utiliz6 urea, y por tanto todo el nitrégeno
fue suministrado al nivel de oxidacién del amonio, la acti-
vidad emulsionante que se obtuvo fue siempre superior
que cuando se utilizé nitrato de amonio, caso en el que
parte del nitrégeno fue aportado en el estado de oxidacion
del amonio y parte en el estado de oxidacién del nitrato.
Para la fuente de carbono, las actividades registradas fue-
ron mayores con glucosa que con glicerol en casi todos
los casos cuando se emple6 nitrato de amonio, mientras
que con urea como fuente de nitrégeno, las actividades
fueron levemente superiores para el medio con glicerol que

40
35
30

25

Nitrate & Nitrate & Yeast
peptone extract

Urea & Yeast Urea

extract

Urea &

peptone
8,0

Figura 3. Seguimiento de la produccion de
bioemulsionante en medio minimo glucosa.
La cepa fue crecida en medio base MM2 con
10 g/l de glucosay 0,45 g/l de urea. Se siguie-
ron cuatro fermentaciones idénticas en para-
lelo. Los valores de Ln A,  mostrados corres- 20
ponden al Ln de laA,,, promedio de alicuotas
tomadas de cada uno de los cuatro cultivos
cada dia. Los valores de [Glucosa], [Urea], E,,
y E ., corresponden a alicuotas que fueron
tomadas cada uno de los dias de un cultivo 20
diferente

Nitrate

N, ——

A

para el medio con glucosa. Cuando se aportaron peptona
y/o extracto de levadura como factores de crecimiento se
registré un aumento pequefio de la actividad emulsionan-
te en algln caso. No existe por tanto un efecto de
estimulacion de la produccion de bioemulsionante por parte
de estos componentes del medio, por lo que se excluyeron
en el proceso de optimizacion del medio mineral.

Produccion de emulsificante en medio
minimo optimizado

Durante el crecimiento en medio mineral con glucosa
(Figura 3), la actividad emulsificante del SLC aumentd jun-
to con el nimero de células. No se obtuvieron cambios
significativos en E,, ni E,_luego de las 72 horas.

En TSB el E,, alcanzado fue mayor que en MMB gluco-
sa con un maximo de 55% al cuarto dia. En contraposicion
el E, fue siempre menor en TSB (max 1,2) que en glucosa.

Figura 2. Influencia de la fuente de C y N sobre la
produccion de emulsificante E,, .

[l olucosa [Jglicerol

—&— Glucosa

20 {—®—Urea
— B -Ep )
i =YY

—— Absorbancia
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Cuando se llevd a cabo el cultivo en BMM, con ureay
naftaleno como fuente de carbono (Figura 4) se obtuvie-
ron elevados indices de emulsificacion tanto con kerose-
ne como con hexadecano que acompafiaron el crecimien-
to celular. Las emulsiones producidas con kerosene fue-
ron estables por varios dias.

25 r 60
—m- AB00
/‘/\ —A— Ehex
) % —e—E24
L 40
\
15
° £
e tso 2
g g
s g
o 1
<
F20
0,5
F10

0 16 2‘0 3:0 4‘0 .‘-';0 (;0 7‘0 1;0 9‘0
tiempo (hs)

Figura 4. Cultivo en medio mineral con naftaleno como

Unica fuente de carbono.

Propiedades fisicoquimicas del emulsificante

Modificacién de la tension superficial

Después de 96 hs de incubacion, el SLC del cultivo en
TSB mostré una tensién superficial de 35mN/my el cultivo
en medio optimizado con glucosa y urea 56,2 mN/m. Estos
valores se corresponden con E,, de 68%y 42% Yy E,_ del
y 2,3 respectivamente.

Solubilizacién del fenantreno

Cuando se ensay0 el comportamiento de la cepa res-
pecto al fenantreno en medio s6lido mediante la técnica de
la sobrecapa de agarosa, se visualizaron zonas de desapa-
ricion de las particulas de fenantreno alrededor de la estria
(ver Figura 5). No puede afirmarse por esto que la cepa sea
capaz de crecer en fenantreno como Unica fuente de carbo-
no dado que la cepa fue capaz de crecer en placas que
solamente contenian la capa inferior de agar mineral utili-
zando impurezas del agar como fuente de carbono proba-
blemente. Por lo tanto la aparicién de zonas de aclaramien-
to en la sobrecapa podria interpretarse, en forma similar a
como lo han hecho en su caso los autores que proponen

este método (Bogardt and Hemmingsen, 1992): se debe a
la solubilizacion del fenantreno. Esta solubilizacion podria
deberse al emulsionante liberado al medio.

Figura5. Solubilizacion del fenantreno por la cepa
ML-2. La imagen se obtuvo tras dos semanas de
incubacion de las placas.

Determinacion del tipo de emulsion

Cuando se utilizaron colorantes liposolubles, fueron
las gotas en la emulsion quienes se tifieron, mientras que
con colorantes hidrosolubles el color aparecio por fuera
de las gotas, es decir, en el resto de la emulsidn. Por lo
tanto, las emulsiones formadas por el bioemulsionante
son del tipo aceite-en-agua.

Estabilizacién de emulsiones de fuel-oil en agua

Para evaluar la capacidad del compuesto de emulsio-
nar fuel-oil se recurri6 a un ensayo de emulsificacion sen-
cillo, cuyos resultados se muestran en la Figura 6. Como
puede verse alli, en aquellas muestras en las que el emul-
sionante estaba presente (muestras 2 y 3) la fase acuosa
se ennegrecio, en comparacion con el blanco de medio
TSB (muestra 1), y ademas una cantidad menor de fuel oil
permanecid adherida a las paredes del frasco. Esto indica
que el fuel oil se encuentra emulsionado en la fase acuosa
por efecto del bioemulsionante. Por otra parte, estas mez-
clas mantuvieron este mismo aspecto durante varios me-
ses. Asi, el bioemulsionante seria capaz de estabilizar
emulsiones fuel-oil en agua por largos periodos de tiempo.
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Figura 6. Ensayo cualitativo paraevaluar la capaci-
dad del emulsionante de estabilizar emulsiones fuel
oil/agua.

1. Blanco de medio TSB;

2. SLC de un cultivo de 48 hs en medio TSB;

3. Liofilizado de un SLC de cultivo de 48 hs en me-
dio TSB resuspendido en agua a concentracién
desconocida.

Caracteristicas quimicas

El analisis por TLC, y el fraccionamiento seguido por
ensayo de emulsificacion descarté que el emulsificante
fuera de los siguientes tipos de compuestos de bajo peso
molecular: péptidos, lipopéptidos, ramnolipidos,
glicolipidos, y fosfolipidos. También se descarté que se
tratara de una proteina. Se concluy6 finalmente que se
trataba de un polisacarido.

En particular se trata de una estructura en que se repite
un hexasacarido consistente en unidades de ramnosa, glu-
cosa y glucosamina en relacion molar 3:2:1, con residuos
N-acetil y O-piruvil (Bonillaetal., 2005).

DISCUSION

La mayor parte de la investigacion sobre biosurfactantes
de Pseudomonas se ha enfocado en los ramnolipidos de
Pseudomonas aeruginosa (Holden et al., 2002; Reiling et
al., 1986; Sandrin et al., 2000) y recientemente se reporto
una cepa de Pseudomonas putida que produce
ramnolipidos (Tulevaet al., 2002).

En cuanto a exopolisacaridos (EPS), alginatos, levanos
y el galactoglucano marginalan (Osman & Fett, 1989; Royan
et al., 1999) han sido descriptos como los mas frecuente-
mente producidos por Pseudomonas spp. (Cescultti et al.,
1999; Royan et al., 1999).

Con respecto a los polisacaridos segregados por P.
putida se ha descripto un alginato (Govan et al., 1981), y
otro similar al marginalan (Read and Costerton, 1987). Este
EPS esta constituido por cantidades equimoleculares de
glucosa y galactosa combinadas con acetato y piruvato.
Finalmente, recientemente se describié otro EPS de P.
putida (Kachlany et al., 2001) pero con una estructura
completamente diferente del descripto en este trabajo.

A diferencia de otros reportes, la cepa ML2, produce el
EPS cuando crece en sustratos como glicerol, naftaleno y
etanol, ademas de glucosa, en medios minerales simples, y
también en medios complejos como el TSB donde ademas
de azlcares hay peptonas.

Los valores bajos de Ehex en TSB comparados con el
medio minimo glucosa, asi como los valores elevados de
E24 que se obtienen siempre en TSB sugieren que el pro-
ducto en los medios que contienen peptonas podria ser
diferentes, tal vez similar al emulsan (mezcla de
carbohidratos y proteinas) producido por Acinetobacter
(Torenetal., 2002).

Como el emulsificante se produce también cuando cre-
ce en naftaleno, podria cumplir un rol en la solubilizacién
de hidrocarburos como se demuestra por el método de
sobrecapa de fenantreno (Figura 5), propiedad que se ha
atribuido también al EPS de Rhodococcus rhodochrous S-
2 (Ilwabuchi et al., 2002).

El nuevo compuesto descripto parcialmente en este tra-
bajo confirma la alta versatilidad de una cepa pertenecien-
te a una especie conocida desde hace mucho tiempo.

La propiedad de emulsificar se mantuvo sin presion ex-
terior, por lo cual se considera que se trata de una caracte-
ristica constitutiva que al igual que la posibilidad de crecer
en naftaleno no puede asignarse a plasmidos (resultados
nuestros no mostrados).

En el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la Ca-
tedra de Microbiologia de la Facultad de Quimica hemos
aislado y caracterizado otros microorganismos no
descriptos hasta el presente como Caloramator
proteoclasticus (Tarlera et al., 1997), Coprotermobacter
platensis (Etchebehere et al., 1998), Comanomonas
nitrativorans (Etchebehere et al., 2001), Anaerobaculum
mobile (Menes & Muxi, 2002), y Sterolibacterium
denitrificans (Tarlera & Denner, 2003), en todos los casos
vinculados a procesos de interés medioambiental por lo
cual estamos convencidos de que la biodiversidad
bacteriana atn dentro de los microorganismos cultivables
al presente continda sin ser descubierta totalmente. Tanto
métodos clasicos como moleculares deben continuar sien-
do aplicados para visualizar fenotipos de interés.

En cuanto al presente trabajo continuamos con la ca-
racterizacién quimica del producto producido en diferen-
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tes condiciones de cultivo. También trabajamos en la utili-
zacién de desechos como sustratos para su produccién
con miras a su utilizacion sin purificar en procesos de
biorremediacion.
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