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Resumen

La contaminacion con hidrocarburos representa un serio riesgo para el medioambiente y una
amenaza a la salud publica. Ante este problema la biorremediacion surge como una tecnologia que
brinda una solucion alternativa. Dicha tecnologia se fundamenta en la degradacion bioldgica de estos
contaminantes, sin embargo, esta es mas que los tratamientos quimicos y fisicos. Una forma de
acelerar este proceso es mediante el uso de biosurfactantes, los cuales intensifican la emulsificacion
de hidrocarburos e incrementan su biodisponibilidad para la degradacion microbiana. Los
biosurfactantes son compuestos constituidos por un grupo de moléculas bioquimicas estructuralmente
diversas, con propiedades tensoactivas, producidos por microorganismos. La principal dificultad que
se tiene al trabajar con estos compuestos es poder detectar a través de métodos rapidos, sencillos
efectivos y econdmicos, microorganismos con potencial para producirlos. En este trabajo, enmarcado
dentro del proyecto Mision Ciencia “Desarrollo y validacion de nuevas tecnologias para el
saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad petrolera”. Se ensayé el potencial de
produccién de biosurfactante de 23 cepas bacterianas aisladas del pozo petrolero LG-276-F1, del
blogue Junin de la Faja Petrolifera del Orinoco (FPO). Dichas cepas fueron seleccionadas bajo un
criterio fenotipico, que incluy6 caracterizacion de respuesta positiva frente a los sustratos Lignina,
Celulosa y Crudo. Luego se procedio a la produccion del biosurfactante, comparando dos factores
relevantes: el tipo de fuente de carbono utilizada, (glucosa, acetato de sodio, gasoil y aceite de oliva),
y el tiempo de incubacién, (3 dias y 7 dias). Se determind la presencia del biosurfactante a nivel
extracelular liberado por las cepas bacterianas durante el tiempo de incubacion, al recuperar el
sobrenadante y el pellet. Para la deteccidn de biosurfactante se utilizaron y compararon las pruebas:
Actividad Hemolitica, Agar Azul y Produccion de Lipasa, medicién de actividad emulsificante (Eo),
dispersion de aceite (OSM), prueba de la adhesion bacteriana a un hidrocarburo (BATH), método de
la gota colapsada (DC), método del Parafilm y medicion de la tension superficial (SFT). Finalmente
se caracterizd el biosurfactante producido al estudiar su capacidad antimicrobiana, tanto para
bacterias como para hongos, la taxonomia de las bacterias que lo producen y la carga i6nica del
compuesto tensoactivo. Los resultados obtenidos indican la presencia de 14 aislados bacterianos con
potencial de produccién de biosurfactantes, los cuales tras la identificacion del género bacteriano, la
caracterizacion de la actividad antimicrobiana y el tipo de carga idnica del compuesto tensoactivo,
llevé a la identificacion de 4 cepas productoras de biosurfactantes y 10 cepas productoras de
bioemulsificacntes, asi como la verificacion del uso de distintas fuentes de carbono afecta la
produccién de biosurfactantes, indicando que los mejores resultados en actividad tensoactiva se

observan en glucosa, mientras que mejores niveles de produccién se encontraron en presencia de
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aceite de oliva. En cuanto al efecto del tiempo de incubacion, solo se pudo observar un efecto sobre
la produccion de biosurfactantes, al estudiar su relacion con la fuente de carbono y las cepas de
produccidn, indicando que la presencia de cepas productoras de biosurfactantes requieren de tiempos
cortos para la produccién de los mismos , mientras que los bioemulsificantes requieren de periodos
largos en presencia de fuentes de carbono solubles en agua, y para fuentes de carbono hidrofébicas
requieren de periodos cortos. Los resultados de la relacion de las pruebas de deteccion cualitativa de
los biosurfactantes, mostraron que las pruebas de Parafilm, DC y OSM tienen una buena correlacion
con la SFT, con valores de (rs= 0,70 y ¢= -0,6) para los indices de Pearson y Spearman
respectivamente, mientras que actividad hemolitica y produccion de lipasa mostraron una relacion
intermedia (rs= 0,3 y o= -0,32). El indice de Pearson, para las pruebas de E% muestra una baja
correlacion (rs= -0,15), mientras que muestra una correlacion intermedia en el indice de Spearman (Q
= -,036), caso contrario ocurre en la prueba de BATH, bajo el indice de Spearman la correlacion es
baja (r=0,16) y la correlacion es intermedia (rs= 0,47) en el indice de Pearson. Finalmente las pruebas
de Agar Azul y Produccion de Espuma mostraron la menor correlacion con SFT bajo ambos indices
(r= 0,027, 0= 0,14 y r= 0,17, o= 0,091, respectivamente). Este comportamiento es tipico de suelos

ricos en cepas productoras de bioemulsificantes.

Palabras clave: Bioemulsificantes,  Biorremediacion,  Biosurfactantes,  Hidrocarburos,

Microorganismos, Tensoactivos
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l. Introduccidn

En las ultimas décadas, los ecosistemas terrestres se han visto severamente afectados para la
presencia de agentes contaminantes de origen orgéanico, sobre todo por la presencia de hidrocarburos.
La problematica que tiene este tipo de contaminantes es su alta afinidad por las particulas de suelo y
su baja solubilidad de agua, lo cual complica los procedimientos de limpieza. La presencia de estos
agentes contaminantes no pone en riesgo solo la microfauna debido a la privacion de elementos
nutricionales y esenciales, como el oxigeno y el agua, sino también a toda la biota y al ser humano
por las propiedades peligrosas de estos contaminantes sobre la salud y la calidad de vida de todos los

organismos.

Ante esta problematica, se ha buscado el uso de sustancias capaces de mejorar la solubilidad
y la movilizacién de los agentes contaminantes para mejorar su remocién del ambiente. Una de las
soluciones es el uso de surfactantes sintéticos, los cuales por sus propiedades pueden cambiar la
tension superficial e interfacial, mejorando asi la capacidad de extraccién de estos agentes organicos
(Saenz-Marta y col., 2015). Sin embargo, estos agentes son altamente toxicos, dificiles de remover
una vez cumplieron su funcion de agentes de limpieza y presentan propiedades fisicoquimicas
altamente inestables. (Cha, 2000; Batista y col., 2006; Tambekar y Gadakh 2013). En busca de una
solucidn a esta nueva problematica se planted sustituir los susfactantes por unos compuestos llamados
biosurfacantes, que, como su nombre lo indica, son moléculas con las mismas propiedades que los
surfactantes, con la diferencia de que son de origen bioldgico (Cameotra y Makkar, 1998;

Lakshimapathy y col., 2010; Yafiez-Ocampo, 2013; Liang y col., 2014).

Los biosurfactantes presentan una amplia variedad de ventajas sobre los surfactantes
sintéticos, como lo son biodegradabilidad, baja toxicidad, biocompatibilidad, produccién econdmica,
espeficidad, eficacia en condiciones extremas. (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998;

Kosaric, 2001). Ademas, los micoorganismos que producen biosurfactantes son aislados



normalmente de zonas que son o fueron impactadas o con derivados del petroleo: suelos
contaminados, efluentes, aguas negras. Esta propiedad de los biosurfactantes de poder ser producidos

in situ es otra de las ventajas que presentan los biosurfactantes respecto a los surfactantes sintéticos.

Bajo este contexto, en la Gltima década, los biosurfactantes han adquirido un rol importante
en las tecnologias implementadas para la biorremediacion y recuperacion mejora de crudo con
microorganiasmos (MEOR). Sin embargo, hoy en dia no se conocen muchos trabajos publicados
sobre el uso de biosufactantes in situ. Situacién que pudiera ser atribuida a la limitacion e
inconsistencia de los métodos de deteccion y comportamientos de los biosurfactes durante su

produccién (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998; Ron y Rosenberg, 2002).

Ante esta problematica, los investigadores han venido realizando estudios orientados al
desarrollo de métodos rapidos, precisos y capaces de detectar de manera simultanea un gran namero
de microorganismos con el potencial de produccion, basandose en las propiedades de los
biosurfactanes bajo distintas condiciones de crecimiento. Asi, hoy en dia existen numerosos trabajos
gue emplean diferentes métodos de deteccidn y determinacidn de microorganismos productores de
biosurfactantes (Al-Mallah y col., 1990; Youssef y col., 2004; Plaza y col., 2006; Techaoei y col.,
2007; Afshar y col., 2008; Satpute y col., 2008; Anandaraj y Thivakaran 2010; Viramontes-Ramos y
col., 2010; Thavasi y col., 2011; Saimmai y col., 2012a; Hamzah y col., 2013; Liu y col, 2013;
Mariashobana y col., 2014; Panjiar y col., 2014; Saminathan y Rajendran, 2014; Deepa y col., 2015).
Sin embargo, la mayoria de las metodologias utilizadas para la deteccion estan basadas en las
mediciones indirectas de las propiedades fisico-quimicas de los surfactantes, y esto requiere que los
microorganismos con el potencial de produccion, sean sometidos a una inoculacion preliminar, la
cual a su vez genera resultados impredecibles considerando que la produccion de biosurfactantes esta
influenciada por diversos factores, tales como las fuentes de carbono, las condiciones externas, asi
como las concentraciones de diferentes elementos utilizados en la incubacion, para obtener el

producto de interés (Perfumo y col., 2010).



Otro aspecto a considerar incluyen las limtaciones correspondientes a los equipos especiales
requeridos para la deteccion y cuantififaccion de los biosurfactantes, que no todos los laboratorios
poseen, a esto se adiciona el nimero de organismos con potencial productor de biosurfactatnes a ser
evaluados, lo cual constituye un obstaculo a enfrentar en esta linea de investigacion. Por otra parte,
el acercamiento a nivel molecular para la deteccion de cepas productoras de biosurfactantes ain se
encuentra en etapas tempranas, debido a que las rutas de biosintesis y los genes relacionados en las
mismas estan altamente conservados a nivel de especies y el conocimiento en este aspecto esta

restringido a unos pocos microorganismos (Perfumo y col., 2010).

En Venezuela, los pasivos ambientales generados por la industria petrolera se originan por la
acumulacion y disposicion no adecuada de materiales en desuso y desechos provenientes de las
actividades de exploracidn, produccion, refinacion y comercializacion del petréleo y gas; las cuales
degradan el entorno fisico, natural y social causando riesgos a la salud y al ambiente en general. Entre
estos pasivos ambientales tenemos las llamadas fosas petroleras, las cuales de acuerdo a Arellano,
(2008) cita que existe un nimero de 12.367 fosas de hidrocarburos sin sanear, con unas 96% ubicadas
en el oriente oriente del pais y un 2% en el occidente. Entre estas fosas, se incluyen las que
corresponden a fosas de desechos inactivas las cuales podrian ser facilmente saneadas por procesos

de biorremediacion.

En Venezuela existe una gran numero de trabajos relacionados con procesos de
biorremediacion (Gaspar 2002; Ledn y col. 2009; Windevoxhel y col., 2009a,b; Chirinos y col., 2010;
Barrios, 2011; Windevoxhel y col., 2011) y estudios de biosurfacantes (Rocha y col., 1992,
Hernandez, 1999; Sulbaran 2002; Leodn 2008; Gaspar 2009; Kumar y col., 2006ab, 2007, 2008;
Araujo y col., 2008 y Bozo y col., 2012; Barrios 2011; Zamora y col., 2012). Sin embargo, gran parte
de estos estudios no cuenta con métodos de deteccion actualizados, o no incluyen la deteccion de
microorganismos productores de biosurfactantes utilizando distintos métodos de deteccién y la

posterior identificacion de los biosurfactantes encontrados.Otro aspecto es el no considerar, la



distincion entre biosurfactantes y bioemulsificantes, lo cual es importante al momento de desarrollar
los mecanismos de biorremediacion que se deseen implementar (Pacwa-Plociniczak y col., 2011;

Banat y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015b; Saenz-Marta y col., 2015).

En este trabajo se realizo un estudio de biosurfacantes y bioemulsificantes producidos por
aislados bacterianos del proyecto Mision Ciencias “Desarrollo y validacién de nuevas tecnologias
para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad petrolera.”, bajo la consideracion
de dos parametros distintos (fuente de carbono y tiempo de produccion), ademas de la deteccién y
diferenciacion de dichos productos mediante métodos basados en las propiedades de las moléculas
surfactantes y una posterior identificacion del producto por la identificacion del género bacteriano y
la capacidad antimicrobiana del biosurfactante, que si bien estd ampliamente reportada para
biosurfactantes y bioemulsficantes especificos, no ha sido reportada como método de identificacién

de los mismos.

II. Marco Tebrico

1. Surfactantes

Los surfactantes son moléculas anfipaticas formadas por una region hidrofébica (no polar) y
una region hidrofilica (polar), que generan una separacion entre la interface de sustancias que
presentan distintos niveles de polaridad y puentes de hidrogeno, como es el caso de la mezcla de
agua-aceite, o la interface entre aire/agua. Usualmente, la region hidrofébica es un hidrocarburo, y la
region hidrofilica puede ser no i6nica (surfactante no ionico), cargada positiva (surfactante catiénico)
0 negativamente (surfactante anionico) (Georgiou y col., 1992; Desai y Banat, 1997). Cuando se
juntan varias moléculas con estas caracteristicas, generan una biocapa entre ambas interfaces,
disminuyendo la tension interfacial, y esto se traduce en una disminucion de la tension superficial,
siendo esta la caracteristica mas importante de este grupo de sustancias (Gautam y Tyagi, 2006;

Cameotra y col., 2010).
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Figura 1. Estructura de las moleculas de los surfactante. (Imagen modificada a partir de la publicada en Pacwa-
Ptociniczak y col., 2011).

Una de las propiedades importantes que poseen los surfactantes, se muestra al incrementar su
concentracion en sistema de aceite/agua o agua/aire, genera una disminucion de la tensién superficial
a un punto critico donde el surfactante, que en principio se encontraba en forma de monémeros, puede
formar estructuras como micelas, bicapas o vesiculas. Esta concentracion se define como
concentracién micelar critica (CMC) y es el punto donde los mondémeros libres comienzan a
agruparse, y disponen la region hidrofébica de los surfactantes en el centro rodeando el compuesto
hidrofdbico y la regién hidrofilica en contacto con el agua para luego concentrarse en la interface
aceite/agua, logrando asi la méaxima reduccion de la tensién superficial/interfacial (Saenz-Marta y
col., 2015). Hay moléculas surfactantes que son capaces de reducir la tension superficial del agua de

72 a 27 nMm™, siendo esta medida indicadora para la escogencia de un buen surfactnte.

Otra de las propiedades que poseen los surfactantes es que, cuando se encuentran mezclados
con agua Y aceite, éste se ubica en la interface agua/aceite; dependiendo de su estabilidad a estos
sistemas se les llama emulsiones o microemulsiones. Estas caracteristicas les confieren excelentes
cualidades como detergentes y emulsificantes, agentes espumosos y capacidades de dispersion, con
lo cual se constituye en uno de los compuestos quimicos mas versatiles del mercado (Saenz-Marta y

col., 2015).
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Figura 2. Curva de formacion de la CMC. (Imagen modificada a partir de la publicada en Pacwa-Ptociniczak y col., 2011)

2. Aplicaciones en ambientes contaminados por la industria petrolera

Durante la actividad de la industria petrolera y por accidentes o manejo inadecuado del crudo,
grandes cantidades de hidrocarburos son liberados a sistemas acuaticos o terrestres. De esta manera,
solo un 10% del total de contaminacion en el ambiente marino es derivado de los derrames petroleros
que resultan también en contaminacién de las costas (Saenz-Marta y col., 2015). Las moléculas de
estos contaminantes se unen a las del suelo mediante enlaces formados por afinidad con las particulas
del mismo, haciendo dificil su eliminacion debido a la baja ssolubilidad que tienen estos compuestos
organicos Yy los altos niveles de tension interfacial con el agua, ademas pueden ser arrastrados hacia
las aguas superficiales. (Ron y Rosenberg, 2002; Saenz-Marta y col., 2015). Los desechos generados
por los pozos petroleros presentan una problematica similar. Por otro lado, los componentes de
hidrocarburos livianos, generalmente toxicos, tienden a ser altamente volatiles en la atmdsfera,

reduciendo la calidad del aire y poniendo en riesgo la salud de la biota y las personas.

Otro impacto lo constituyen los altos niveles de compuestos sulfurados emitidos en los
desechos de la industria petrolera, lo cual requiere de tratamiento adicional a la remediacion de los
suelos (Van Hamme y col, 2003). Por otra parte los lodos petrolizados formados por la separacion de
sistemas de agua/crudo en los tanques de almacenamiento de los campos petroleros, tienen muchos

de sus componentes son toxicos cancerigenos y mutagénicos, por lo tanto su manejo inadecuado



puede causar enfermedades, contaminar el suelo y representa una amenaza para las aguas subterraneas

(Liuy col., 2010; Sharma y col., 2015a).

Una solucion a estos problemas generados por la industria petrolera ha sido la utilizacion de
surfactantes para limpiar el suelo y aguas contaminadas, funamentandos en que dichos compuestos
mejoran las interacciones superficie-superficie, mediante la formacion de micelas, o actuando como
agentes emulsificantes. Sin embargo, si bien los surfactantes son los elementos de mayor uso y con
mejores resultados en los trabajos de recuperacion de petréleo, generalmente son téxicos, lo cual
genera una adicion de contaminante al medio, con baja especificidad por el sustrato y en ocasiones el
nivel de respuesta requerido es muy bajo y pueden llevar a la formacion de metabolitos intermediarios
toxicos (Cha, 2000; Batista y col., 2006; Tambekar y Gadakh 2013). Una posible solucion a este
problema es la sustitucidn de los surfactantes por moléculas con propiedades tensoactivas similares

y de origen bioldgico, llamadas biosurfactatnes.

3. Biosurfactantes

Los biosurfactantes, son un grupo estructuralmente diverso de moléculas superficie-activas
gue son sintetizadas por microorganismos. Cominmente, estan compuestos por un componente
hidrofilico, que pueden ser catidnico o anionico, y un componente hidrofébico (Banat y Desai 1997:
Banat y col.,, 2000; Makkar y col., 2011). Actuan como metabolitos secundarios de los
microorganismos durante la fase estacionaria de crecimiento bacteriano y presentan gran variedad de
roles fisioldgicos involucrados en la accesibilidad de los microorganismos a nutrientes limitantes y
tolerancia a substratos hidrofébicos. Tambien estan involucrados en el crecimiento sobre sustancias
hidrofdbicas y la motilidad celular junto con la formacion de biopeliculas al reducir la tension
superficial. Otra funcién que cumplen los biosurfactantes es como agentes antimicrobianos. (Van

Hamme y co., 2006, Saenz-Marta y col., 2015).



Entre las propiedades mas importantes que presentan los biosurfactantes en su similitud con

los surfactantes sintéticos se destacan:

La capacidad de reducir la tension superficial e interfacial mediante el rompimiento de las
interfaces entre aire/agua y agua/aceite (Cooper y Goldenberg, 1987; Desai y Banat, 1997;
Ron y Rosenberg, 1999; Thaniyavarn y col., 2003; Satpute y col., 2010; Pacwa-Plociniczak
y col., 2011);

La capacidad de producir emulsiones, dispersando un liquido en otro, en forma de
microgotas, asi como el proceso inverso en el cual se rompe las emulsiones mediante la
ruptura de la estabilidad entre las microgotas y la superficie en la interface (Satpute y col.,
2010; Mnif y Ghribi, 2015a);

La adsorcidon del compuesto lo cual ayuda a las bacterias a la retencion de moléculas
hidrofobicas, facilitando las interacciones en la superficie de moléculas activas en el
sedimento. La reduccidn de la viscosidad o mojabilidad, lo cual permite una mayor movilidad
y transporte de compuestos insolubles (Satpute y col., 2010);

La capacidad de actuar como agente dispersante, la cual consiste en reducir las fuerzas de
atraccién entre particulas de naturaleza similar logrando asi mantener particulas insolubles
en suspension (Satpute y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015a);

La capacidad de actuar como agente “espumoso”, es decir, las moléculas de biosurfactante
se acumulan en la interface gas-liquido llevando a la formacion de burbujas en el liquido y
en la interface, lo que conlleva a la formacion de espuma (Satpute y col., 2010);

La solubilizacion de elementos insolubles, mediante la formacién de micelas que encapsulan
las moléculas insolubles, permitiendo asi la dilucidn de las mismas (Ron y Ronsenberg, 2002;
Youssef y col., 2005; Banat y col., 2010; Satpute y col., 2010; Liang y col., 2014; Saenz-

Marta y col., 2015).



Estas propiedades hacen a los biosurfactantes excelentes agentes desde el punto de vista
fisicoquimico y bioldgico para la biorremediacion de contaminantes organicos y metales pesados.
Estos compuestos incrementan la biodisponibilidad de los hidrocarburos, estimulando el crecimiento
bacteriano que a su vez se traduce en la degradacion de los contaminantes por la accién de las

bacterias hidrocarbonoclasticas presentes en el suelo contaminado (Pacwa-Plociniczak y col., 2011).

Comparadado con los surfactantes quimicos, los biosurfactantes tienen amplias ventajas, tales
como una baja toxicidad, alto nivel de biodegradacion, mejor compatibilidad con el ambiente, alta
productividad de emulsiones, alto nivel de selectividad y actividad especifica a temperaturas, pH y
salinidad extremos, asi como la habilidad de sintetizar sistemas de retroalimentacién renovables en

el ambiente. (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998).
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Figura 3. Estructuras de biosurfacactantes de los microorganismos hidrocarburoclésticos mas estudiados. (a) Monoramnolipido (C10-C1o)
de P. aeruginosa; (b) Trehalosa-tetraester de Rhodococcus sp.; (c) Surfactina de Bacillus sp.; (d) Emulsan de Acinetobacter RAG-1.
(Imagen modificada a la publicada por de Perfumo y col., 2010)

3.1. Tipos de biosurfactantes

Los biosurfactantes estan categorizados segun su composicién quimica, peso molecular,
propiedades fisico-quimicas, disociacion en el agua, y origen microbiano. Puede dividirse en dos
grandes grupos basados en su peso molecular: los de bajo peso molecular, incluyen glucolipidos,
fosfolipidos y lipopeptidos; y los de alto peso molecular incluyen biosurfactantes/bioemulsificantes,

en los cuales se encuentran los polisacaridos anfilicos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas o



mezclas complejas de biopolimeros, y debido a sus estructuras quimicas Unicas, presentan una gran

variedad de propiedades las cuales pueden ser explotadas comercialmente (Banat y col., 2002;

Guatam y Tyagi, 2006; Martinez-Checa y col., 2007; Pacwa-Plociniczak y col., 2011; Saenz-Marta y

col., 2015).

Por su composicién guimica

En general, la estructura quimica de los biosurfactantes incluye un grupo hidrofilico

consistente de aminoacidos, péptidos anidnicos o catidnicos; mono-, di-, 0 polisacaridos; y un grupo

hidrofébico constituido por acidos grasos saturados o insaturados. La mayor parte de los

biosurfactantes incluye glucolipidos, lipopéptidos, lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos (Desai

y Banat, 1997; Mondragon, 2011)

Glucolipidos: Es uno de los grupos mas conocidos entre los biosurfactantes. Son
carbohidratos en combinacién con una larga cadena alifatica de acidos y &cidos hidroxilicos.
Generalmente son compuestos de carga anidnica, excelentes agentes tensoactivos y tienen la
capacidad de generar cambios en la hidrofobicidad de la membrana bacteriana. Entre los
glucolipidos conocidos, los mas estudiados son los ramnolipidos, trehalolipidos, vy
soforolidpidos (Desai y Banat, 1997; Guatam y Tyagi, 2006).

Lipopéptidos y lipoproteinas: Es el segundo grupo de biosurfactantes microbiano mas
estudiado, representado por gran numero de lipopeptidos, que son simples moléculas
organizadas en un compuesto cuyo esqueleto esta conformado por un péptido ciclico unido a
una cola de acido graso, sin embargo, existen numerosas variantes en su estructura que
generan cambios en su comportamiento como agente tensoactivo. Son sintetizados por un
amplio grupo de géneros bacterianos, los cuales incluyen desde Pseudomonas fluorescentes
hasta bacilos (Desai y Banat, 1997; Perfumo y col., 2010; Mondragon, 2011), siendo la

surfactina el biosurfactante mas conocido de este grupo.
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e Acidos grasos, fosfolipidos y acidos neutros: Este tipo de biosurfactante es producido por una
gran variedad de especies bacterianas y levaduras durante su crecimiento sobre n-alcanos. El
balance hidrofilico o lipofilico de los acido grasos esta relacionado con la longitud de la
cadena de hidrocarburo. Los &cidos grasos que disminuyen considerablemente la tension
superficial e interfacial, son aquellos que en su molécula presentan entre 12 y 14 atomos de

carbono (Desai y Banat, 1997; Guatam y Tyagi, 2006; Mondragon, 2011).

Mayores detalles sobre estos aspectos se resumen en la la tabla 1.

Por su peso molecular y mecanismo de accién-biosurfactante y bioemulsificante

En relacion a su tamafio, los compuestos pueden ser de bajo peso molecular, (biosurfactantes), y
alto peso molecular (bioemulsificantes) (Ronsenberg y Ron 1997; Banat y col., 2010; Saenz-Marta y
col., 2015). Las propiedades fisicoquimicas de los biosurfactantes de bajo peso molecular estan
influenciadas por los residuos de acidos grasos que contienen, los cuales a su vez dependen de la cepa
bacteriana utilizada y también en las condiciones de crecimiento y nutrientes presentes. Los
biosurfactantes de alto peso molecular son usualmente una compleja mezcla de macromoléculas que
estan constituidas por proteinas, polisacaridos y residuos de lipidos (Velioglu y Urek 2014; Saenz-

Marta y col., 2015).

En relacién al mecanismo de accion, algunos compuestos son mejores disminuyendo la tension
superficial (biosurfactantes), y otros son capaces de producir emulsiones estables en el tiempo

(bioemulsificantes) (Karnat y col, 1999; Batista y col., 2006; Saenz-Marta y col., 2015).

En la literatura los términos de biosurfactante y bioemulsificadores son considerados como
intercambiables, sin embargo ese no deberia ser el caso, si consideramos las diferencias significativas
tanto en la estructura quimica como en la funcion bioldgica que cumplen ambos compuestos en las

bacterias (Uzoigwe y col., 2015). Aunque todos los bioemulsificadores son considerados
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biosurfactantes, no todos los biosurfactantes son capaces de producir emulsiones estables en el tiempo

(Desai y Banat, 1997; Ron y Rosenberg, 1997; Ron y Rosenberg 2002).

Tabla 1. Tipos de biosurfactantes junto con el microorganismo que lo produce y su actividad bioldgica. (Tabla
modificada tomada a partir de la publicada por Pacwa-Plociniczak y col., 2011)

: - Valores de la tension L S
Biosurfactante Organismo sueprficial (mN/m) Actividad biologica
P. aeruginosa 29 Buenos agentes tensoactiVOS y
Ramnolipidos emulsificantes. Aumentan la
P Pseudomonas sp. 25-30 hidrofobicidad de la membrana
bacteriana
R. erythropolis 32-36 Excelentes agentes tensoactivos.
Trehalolipidos N. erythropolis 30 Aumento en la biodisponibilidad
Glucolipidos Mycobacterium sp. 38 de los hidrocarburos
T.bombicola 33 Excelentes agentes tensoactivos y
Soforolipidos T. apicola 30 con _ampl la tolerancia a
condiciones extremas. Malos
T. petrophilum - agentes emulsificantes
Cellobiolipidos | U. zeae, U. maydis
Serrawettina S. marcescens 28-33 muy activos en la interface,
— debido a sus grandes propiedades
y Surfactina B. subtilis 27,32 niveles de tension interfacial a
lipoproteinas — — bajas concentraciones. Modulan la
Subtilisina B. subtilis - hidrofobicidad de la membrana
Gramicidinas B. brevis - bacteriana.
Polymyxinas B. polymyxa -
. Proteina-lipida- L
Acidos manoproteina C. tropicalis -
grasos, ina-lipi P. fluorescens 27
lipidos Proteina-lipida- i Excelentes agentes tensoactivos
neutros, carbohidrato D. polymorphis -
fosfolipidos Proteina PA P. aeruginosa -

3.2. Bioemulsificantes

Los compuestos de alto peso molecular, también llamados bioemulsificantes (BE), son
mucho mas eficientes en la formacion de espuma y en la estabilizacion de aceite en agua o la
estabilizacion de agua en emulsiones formadas por aceites, pero no necesariamente reduce la tension
superficial o interfacial (Bonilla y col., 2004; Lopez y col., 2014; Gudifia y col., 2015). Usualmente
los bioemulsificantes consisten en estructuras poliméricas, en algunos casos Illamados biosurfactantes
poliméricos. Son anfipaticos por naturaleza y similares a los biosurfactantes de bajo peso molecular,

como los glucolipidos y los lipopeptidos (Perfumo y col., 2010). Aunque no han sido estudiados
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ampliamente como los biosurfactantes, se sabe que varias especies de bacterias, levaduras, y hongos

filamentosos son capaces de producirlos (Gudifia y col., 2015).

Su capacidad emulsificante se debe al alto nimero de grupos reactivos expuestos a lo largo
de las cadenas que conforman estas moléculas, pueden unirse intrinsecamente con los hidrocarburos
y aceites, asi como formar una barrera que previene el colapso de dicha unidn. Por estas propiedades,
estos compuestos han mostrado tener la habilidad de estabilizar emulsiones, destacando el hecho que
a menudo son referidos como bioemulsificantes (Perfumo y col., 2010). Los bioemulsificantes
producidos por microorganismos, ademas de su capacidad emulsificante, pueden utilizarse para

separar emulsiones de aceite/agua, debido a su alta actividad desemulsificante (Hou y col., 2013).

Sus propiedades de emulsificacion/desemulsificacion, espumosidad, dispersion,
solubilizacion de hidrocarburos, los convierten en potenciales candidatos para la biorremediacion de

hidrocarburos en zonas impactadas (Mnif y Ghribi, 2015b).

Adicionalmente de sus capacidades emulsificantes, los bioemulsificantes juegan un papel
muy importante en la regulacién de la union-separacion de los microorganismos, de y hacia las
superficies, ya que se adhieren a la pared celular de la bacteria de manera extracelular. (Lopez y col.,
2014). Muchas bacterias y hongos que utilizan hidrocarburos como fuente de carbono poseen
actividad emulsificante, debido a la presencia de compuestos extracelulares los cuales actan como
sustancias superficialmente activas e incluso haciendo que la misma célula actue como un agente
bioemulsificante (Saimmai, y col., 2012a) incrementa la solubilidad de los hidrocarburos , al mismo
tiempo, la emulsificacion hace que los compuestos insolubles se dispersen en el agua, haciéndolos
asi disponibles no solo para los microorganismos hidrocarburoclasticos, sino también para otros
organismos presentes en el ambiente y mejorando asi la biodisponibilidad en el sustrato (Thavasi y

Jayalakshmi 2003).
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3.3. Tipos de Bioemulsificantes

Numerosos microorganismos han sido caracterizados por la sintesis de una amplia variedad de
bioemulsificantes desde bajo hasta alto peso molecular. Generalmente los bioemulsificantes de alto
peso molecular son proteinas, polisacaridos, lipopolisacaridos, lipoproteinas o un compuesto surtido
de varios de estos biopolimeros. También algunas de las estructuras dentro de las células bacterianas,
como vesiculas, y fimbrias o pelos (apéndices filamentosos rectos y rigidos, mas cortos y mas finos
(3-10 nm de diametro) que los flagelos, y que aparecen en muchas bacterias, sobre todo Gram-
negativas), actian como agentes emulsificantes Los bioemulsificante poliméricos mas estudiados
son: emulsan, alasan, liposan, manoproteinas y otros complejos de proteinas de polisacaridos (Mnif

y Ghribi, 2015b).

e Familia de emulsan: EI emulsan es un compuesto de polisacaridos acilado de carécter
extracelular, producido en su mayoria por bacterias gram negativas, en especial especies de
Acinetobacter, y es uno de los bioemulsificantes poliméricos mas populares en el campo de
investigacion (Mnif y Ghribi, 2015b), por ser un agente enulsificante muy efectivo sobre
hidrocarburos en agua a muy bajas concentraciones, con valores que van de 0,001-0,01%
(Desai y Banat 1997; Guatam y Tyagi, 2006; Perfumo y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015b).
Entre los miembros de esta familia, los mas estudiados son: emulsan, alasan y manoproteinas.

e Acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutrales: esta familia de bioemulsificantes, puede ser
producida por diversos microorganismos cuando se inoculan en presencia de n-alcanos (Mnif
y Ghribi, 2015b). Resaltan entre los bioemulsificantes porque algunos tienen la capacidad de
disminuir la tension superficial e interfacial. Entre los mas estudiados tenemos:
biosurfactantes derivados de acidos grasos; fosfolipidos y lipidos neutrales.

e Bioemulsificantes exopolisacaridos: son carbohidratos polimericos de alto peso molecular
activos a nivel extracelular. Pueden ser producidos por varios microorganismos marinos

mediante una capa que rodea a las células, permitiéndoles resistir condiciones adversas y
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extremas del medio ambiente, al ofrecer una alta diversidad estructural (Saptute y col., 2010;

Mnif y Ghribi, 2015b). Algunos ejemplos de polisacéridos son: xanthan dextran y gellan, los

cuales son ampliamente utilizados en biotecnologia (Bonilla y col., 2004)

e Biosurfactante en particulas y/o en toda la célula bacteriana: Numerosas cepas bacterianas

liberan vesiculas de la membrana a nivel extracelular, las cuales son conocidas como

biosurfactantes en particulas, que son responsables de la separacién de las moléculas de

hidrocarburo en forma de microemulsiones que tiene un papel fundamental en la toma de

alcanos como sustrato por los microorganismos. Mas aun, algunas particulas de

biosurfactante pueden ser sintetizadas y mantenerse adheridas a la superficie de las células,

haciendo que la célula bacteriana actue como bioemulsificante (Mnif y Ghribi, 2015b).

En la tabla 2 se pueden observar algunos ejemplos de cepas productoras de bioemulsificantes y

las funciones bioldgicas de los mismos dentro del microorganismo.

Tabla 2. Tipos de biosemulsificantes junto con los microorganismos que los producen y su actividad bioldgica (Tabla modificada a partir
de la publicada en Mnify Ghribi, 2015b)

Tipos de bioemulsificantes

Cepa productora

Actividad biol6gica

Emulsan: complejo de
polisacaridos acilados

Acinetobacter venetianus RAG-1

Actividad emulsificante y aumentan la hibrofobicidad de la
membrana bacteriana

A. calcoaceticus (PTCC13-18)

Actividad emulsificante

Alcaligenes faecalis

Candidata para MEOR

Alasan: complejo anionico
hetepolisacarido y proteinas

A. radioresistens KA53

Agente emulsificante

A. venetianus RAG-1

Agente de cobertura

Acinetobacter sp.

Actividad emulsificante y aumentan la hibrofobicidad de la
membrana bacteriana

Manoproteina

Kluyveromyces marxianus FIl1 510700

Actividad emulsificante

S. cerevisiae

Actividad antiadhesiva y evita la formacidn de biopelicula

Acidos grasos

Arthrobacter paraffineus

Agente tensoactivo activo

Corynebacterium lepus

Actividad superficial

Candida ingens

Actividad superficial

R. Erythropolis 3C-9

Agente tensoactivo activo, solubilizante y biodegradador

P. citronellolis KHA

Actividad superficial y agente emulsificante

Fosfolipidos

Acinetobacter sp.

Componentes de agentes tensoactivos

Sphingobacterium sp.

Agente tensoactivo

Complejo de polisacéridos y
lipidos

Candida lipolytica (Liposan)

Actividad emulsificante

Burkholderia cepacia

Lipidos complejos adyuvantes

Gordonia sp. JE-1058

Actividad de dispersion y "lavado"
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Complejo de lipidos, proteinas y
polisacéridos

P. marginalis PD-14B

Acitivdad emulsificante y degradadora de hidrocarburos

C. glabrata UCP 1002

Bioemulsificante

C. lipolytica

Bioemulsificante

B. licheniformis K125

Candidata para MEOR

Alcaligenes sp. S-XJ-1

Actividad como bioemulsificante

Biodispersante: (polisacarido
anionico extracelular)

A. calcoaceticus A2

Actividad dispersante

Exopolisacarido

P. putida ML2

Bioemulsificante

Halomonas eurihalina, B. subtilis

Actividad emulsificante

Alcaligens faecalis y Enterobacter sp.

Actividad emulsificante

A. calcoaceticus CBS 962.97

Actividad emulsificante

B. cereus y Brachybacterium sp.

Actividad emulsificante

S. callcoacerius

Actividad emulsificante

Pseudomonas PG-1

Aumento en la tasa de biodegradacion de hidrocarburos

P. aeruginosa S7B1

Actividad emulsificante

Acinetobacter sp. A3

Relacionada en los procesos de biodegradacion de
hidrocarburos

Aeromonas salonicida

Actividad inmunomoduladora

Proteina
Lactobacillus fermentum Actividad antiadhesiva
Brevibacilus breis (Gramicidin S) Actividad antifungica
Staphylococcus aureus Actividad inmunomoduladora
B. mojavensis XH-1 Actividad bioemulsificante
) Ve_smul_as y A calcoaceticus Actividad emulsificante y aumentan _Ia hidrofobicidad de la
Biosurfacatntes fimbrias membrana bacteriana
particulados Toda la - :
célula Variedad de bacterias

El potencial comercial de los bioemusilficantes incluye la biorremediacion de suelos y aguas

contaminadas con petréleo, MEOR, reemplazo de solventes clorados en la limpieza de tuberias de

crudo y la formacion de emulsiones estables de agua/aceite para la comida y la industria de

cosméticos. Sin embargo, como se puede ver en la tabla 2, la aplicacion varia de acuerdo al

microorganismos que produce el biosurfactante (Gudifia y col., 2015; Uzoigwe y col., 2015).

4. Factores que afectan la produccion de biosurfactantes

La produccion del biosurfactante depende en gran medida de la composicién del medio, y como

este afecta la eficiencia de su produccién (Xia y col., 2012; Velioglu y Urek 2014). La mayoria de

estos compuestos son lipidos de alta complejidad, los cuales normalmente se producen bajo
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condiciones aerobias (Saenz-Marta y col., 2015). La composicion quimica de un biosurfactante es
altamente variable y depende de la cepa, el sustrato y las condiciones de incubacion, asi como las
caracteristicas de las fases de crecimiento bacteriano (Al-Mallah y col., 1990). Las propiedades
fisicoquimicas de los biosurfactantes de bajo peso molecular son influenciadas por los residuos de los
acidos grasos que contienen, y estos a su vez se ven afectados por la bacteria que los produce y al
mismo tiempo por las condiciones de crecimiento y los nutrientes presentes (Saenz-Marta y col.,

2015).

En experimentos de laborartorio, el cambio de la fuente de carbono afecta tanto la cantidad de

biomasa producida, como la secrecion de biosurfactante (Xia y col., 2012).

e Fuente de carbono

Uno de los factores importantes a tomar en cuenta en la produccién de biosurfactantes es la
fuente de carbono utilizada, ya que algunos microorganismos producen estos compuestos en
presencia de sustratos insolubles en agua, como aceites minerales y vegetales, mientras que otros
prefieren el uso de carbohidratos, como fuentes de carbono solubles en agua (glucosa, fructosa, entre
otros) (Bognolo, 1999; Krepsky y col.,, 2007; Viramontes y col., 2010). También existen
microorganismos que pueden producir biosurfactantes en presencia de diferentes tipos de sustratos,
incluyendo carbohidratos y otros compuestos insolubles en agua (Cameotra y Makkar 1998; Banat y
col., 2000; Cameotra y Makkar 2004; Van Hamme y col., 2006, Makkar y col., 2011; Saenz-Marta y
col., 2015). El tipo de fuente de carbono utilizado como sustrato influye directamente sobre la calidad
y cantidad del biosurfactante (Mondragon, 2011), por otra parte la fuente de carbono utilizada por el
microorganismo para la produccién de biosurfactantes puede influenciar en la estructura del mismo

(Saenz-Marta y col., 2015).

Adicionalmente, la disponibilidad de un sustrato especifico influye en la biosintesis del

biosurfactante en este sentido, se han propuesto que la disponibilidad de la fuente de carbono puede
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constituir un estimulador o inhibidor de la sintesis del compuesto (Nasrin y col., 2007; Xia y col.,
2012). Es por ello que mucho de los trabajos realizados en este campo estan relacionados con los
factores fisiologicos que regulan la produccidn de biosurfactantes, con el fin de mejorar la eficiencia

en la produccion de los mismos (Xia y col., 2012).

La fuente de carbono también puede afectar la diferenciacién entre biosurfactantes o
bioemulsificantes, ya que en el caso de los bioemulsificantes poliméricos, estds son reconocidos por
sus propiedades emulsificantes. Sin embargo, al ser considerados como biosurfactantes siguen siendo
capaces de generar cambios sobre la tension superficial/interfacial, y el valor que alcanza depende de

la naturaleza de la fuente de carbono (Satpute y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015b).

Otra caracterisitcia que poseen los biosurfactantes y les confiere una ventaja desde el punto
de vista econdmico y competitivo es el hecho de que puedan ser producidos a partir de desechos
industriales agricolas, alimenticios, entre otros (Gautam y Tyagi., 2006; Saenz-Marta y col., 2015).
Ademas son capaces de ser ajustados a las distintas aplicaciones que puedan tener los biosurfactantes.

(Cameotra y Makkar 1998, 2004; Banat y col., 2000; Van Hamme y col., 2006, Makkar y col., 2011).

Wei y col., (2005) y Prats y col., (2008) plantearon que las mejores condiciones de produccion
de biosurfactantes se logran mediante el uso de fuentes de carbono hidrofébicas, como es el caso del
aceite de oliva y el crudo; mientras que Saimmai y col., (2012a,b), reportan que los biosurfactantes
producidos en fuentes de carbono solubles en agua (glucosa y sucrosa) presentan una mayor actividad

como agentes tensoactivos a nivel de tension superficial.

Sin embargo, la seleccion de la fuente de carbono no deberia depender solamente de obtener la
mayor tasa de produccion, o la mejor calidad del biousrfacantes, sino también de los procedimientos
a seguir durante el estudio de estos compuestos activos. Como indica Morita y col., (2007) el aceite
de soya es el mejor sustrato para la produccion de lipidos de manosileritritol (MEL), pero sus procesos

de produccion y recuperacion son complicados, por la remocion de los residuos del sustrato después
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de la incubacion, purificacion y separacion del MEL, ademas se requiere de una segunda purificacion
y separacion de los producctos de degradacion por accién de lipasas, como lo son monogliceridos y
digliceridos y &cidos grasos. Para mejorar la produccién de MEL, el uso de fuentes solubles a agua y
no de aceites vegetales, se presenta como mejor opcion, haciendo de glucosa y glicerol las mejores

fuentes de carbono solubles en agua para la produccion de biosurfactante (Morita y col., 2007).

e Factores ambientales

La produccion de biosurfactantes como muchas otras reacciones quimicas, puede verse afectada
por varios factores ambientales y condiciones de crecimiento, los cuales incrementan o inhiben su
produccién. Acorde a esto, factores ambientales como pH, salinidad, agitacion, oxigeno disuelto y

temperatura afectan la produccion de biosurfactante (Gautam y Tyagi., 2006; Mondragon 2011).

El pH juega un papel clave en la produccién de soforolipidos por T. bombicola. La produccion
de ranmolipidos en Pseudomonas sp., alcanza su punto maximo en rangos de pH entre 6 y 6,5, y
disminuye drasticamente con valores por encima de 7. Adicionalmente, la tension superficial y la
CMC del biosurfactante debe ser capaz de ser estable en amplios rangos de pH, mientras que la

actividad emulsificante esta muy marcada por los rangos de pH (Gautam y Tyagi., 2006).

Una cepa termofila Bacillus sp., crece y produce biosurfactante a temperaturas por encima de los
40 °C. Tratamiento de calor sobre el biosurfactante no generan cambios significativos en las
propiedades del biosurfactante, como lo son cambios en la tensién superficial e interfacial y la
capacidad emulsificante, todas permanecen estables después de haber pasado por un tratamiento de

120 °C por 15 minutos (Gautam y Tyagi., 2006).

Gunther y col.,, (2005) muestran como los cambios de temperatura pueden afectar el
comportamiento de las cepas de Pseudomonas sp., en la produccién de glucolipidos. La produccion
de ramnolipidos alcanz6 su mejor punto a temperatura ambiente, con crecimiento estatico en el medio

minimo. Dichas condiciones de produccion son opuestas a las condiciones éptimas de crecimiento de
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P. aeruginosa, que incluyen una temperatura de 37 °C y una constante agitacion, lo cual deberia
disminuir el costo energético requerido en proceso de produccion de ramnolipidos. El potencial de
este ahorro energético en concordancia con el uso de microorganismos no patégenos, hace mas

atractiva la produccion de ramnolipidos utilizando la cepa en P. chlororaphis, (Gunther y col., 2005).

e Tiempo de produccion

Los microorganismos tienen la habilidad de producir metabolitos tanto primarios como
secundarios durante la curva de crecimiento. Los metabolitos primarios son producidos durante la
fase exponencial, mientras que los metabolitos secundarios son producidos durante la fase
estacionaria. Los metabolitos secundarios son muy importantes y altamente atractivos a nivel

comercial desde el punto de vista de produccion (Kalpana y col., 2012).

Los biosurfactantes son compuestos producidos por reacciones de metabolitos secundarios
relacionados a las funciones de capacidad adhesion de las células y la motilidad, diferenciacion y
accesibilidad al sustrato y a las moléculas de carbono, asi como almacenamiento de energia (Van

Hamme y col., 2006).

En el caso de los ramnolipidos, estos son sintetizados cuando la fuente de carbono estd en
suficiente concentracion para el crecimiento bacteriano, pero en condiciones restrictivas. Los
ramnolipidos, cuya produccidn ocurre constitutivamente a bajo nivel, ya sean en sustratos solubles o
insolubles en agua, son metabolitos secundarios producidos y cuya concentracion incrementa durante
una fase tardia en la fase exponencial, y una fase temprana de la fase estacionaria como consecuencia
del incremento en la densidad celular (Vaslleva-Tonkova y Gesheva 2007; Pantazaki y col., 2010;

Perfumo y col., 2010).

Sin embargo se debe vigilar constantemente la produccion de una vez alcanzadas dichas fases de
crecimiento. Desai y Banat, (1997) reportaron que cuando los nutrientes iniciales presentes en el

medio de cultivo se vuelven deficientes, el biosurfactante puede ser metabolizado como la fuente de
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carbono de los microorganismos, y esto puede llevar a que los mismos sean degradados en periodos

largos de incubacion, disminuyendo asi su concentracion en el medio (Zhou y col., 2015).

Utilizando como fuente de carbono melaza, y un tiempo de incubacién total de 144 horas,
Noparat y col., (2014a) tuvieron el mayor registro en la actividad del biosurfactante (27 mNm™), asi
como la mayor concentracion a las 108 horas de incubacién, cuando las células alcanzaron la mitad
de la fase estacionaria. Los mayores registros de actividad del biosurfactate se encontraron cuando el
crecimiento bacteriano se detuvo, o fue casi constante. La razon de estos resultados es posiblemente
que la liberacion del biosurfactante de la membrana bacteriana, mediante el rompimiento de su union
con esta, durante la fase estacionaria 96 horas, lo que llevo a un incremento en la actividad del

biosurfactante en el medio (Noparat y col., 2014a).

Thavasi y col., (2008) reportaron que la concentracién de biosurfactante producido por Bacillus
megaterium fue mayor al alcanzar una etapa temprana de la fase estacionaria a las 132 horas, lo cual
puede deberse a la liberacion del biosurfactante de su union a la membrana de las bacterias
directamente al medio de cultivo, lo cual conlleva a un aumento en la concentracion de biosurfactante
extracelular. Esto demuestra que existe un patron en las etapas de crecimiento y la produccion de
biosurfactantes. También se observo una disminucion en la concentracion de biosurfactante en el

tiempo (Thavasi y col., 2008).

5. Métodos de deteccion de Biosurfactante

El interés en la produccion de biosurfactantes ha llevado al desarrollo de métodos rapidos y
eficientes, que sean capaces de identificar un gran nimero de microorganismos con potencial de
produccion en cultivos de gran escala, asi como permitir la cuantificaciéon del producto de interés
(Mukherjee y col., 2006; Satpute y col 2008; Thavasi y col., 2011; Varjaniy col., 2014, Mnif y Ghribi,
2015a; Saenz-Marta y col., 2015). Generalmente estos metodos de deteccion se basan en las

propiedades de los surfactantes, sobretodo en la capacidad de disminuir la tension superficial/
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interfacial, generar emulsiones estables en el tiempo, la habilidad de las bacterias de interferir en la

hidrofobicidad de la interface de las soluciones. Adicionalmente tenemos los métodos colorimétricos

como es el caso del Agar Azul, que son idéneos para grupos especificos de biosurfactantes. (Walter

y col, 2000; Mnif y Ghribi, 2015a). En la tabla 3, se describe brevemente algunos de los métodos mas

utilizados en la deteccion de los biosurfactantes.

Tabla 3. Comparacién de métodos de deteccidn de biosurfactantes, sus fundamentos, ventajas, desventajas y
aplicabilidad como método de deteccion (Tabla modificada a partir de la publicada en Mnif y Ghribi, 2015?)

Metodq d ® | Fundamentacion Ventajas Desventajas Aplicabilidad T ipo de .
Deteccion métodologia
Registra cambios Puede ser Requiere del uso Utilizado para la
en la tensién utilizado para la de equipos deteccion de
Técnica de la _superfic_ial e m_edi_cic’m especiales y/o cepas productoras )
Forma de la |r_1terfa(:|a| al _ cuantitativa dg !a software que en de BSy puede ser Met_odc_)
gota colgante registrar el perfil tension supe_rflaal su mayoria utlllz_ado para Cuantitativo
de una gota e interfacial. requieren monitorear la
colgada en un Requiere de bajos inversion produccién de BS
soporte. volumenes monetaria en bacterias

Deteccion de las
propiedades
emulsificantes, al
medir la altura'y
estabilidad en el

Facil de ejecutar.

No especifica para
BS.
Depende de la

Utilizada para la

Dispersion de

directamente

de BE

Medicién de p Puede detectar concentracion del deteccion de Método
L tiempo de una .
la actividad d Isi6 tanto BS como biosurfactante. cepas productoras mayormente
emulsificante capg € emut ston BE No esta de biosurfactante cualitativo.
crerﬁoisope;ug se correlaciongga 0 BE.
forma ai agitar con la tension
dos liquidos superficial
q
inmiscibles.
El area de
Medicion dela | deSPlazamiento
tension superficial ng?usigr?rcg?la
or la formacion . . Utilizada para la
cfl)e una dispersion surfactante, es No diferencia BS deteccic')?l de Método

o | e, | oporcion ai res o | smicaniaio
una superficie concentracion. )
acu%sa Sensible a bajas
' concentraciones
de BS
Deteccion por Método sensible y Método
cambios en la facil de producir cualitaivo,
tension para la deteccion No detecta baias aunque puede ser
Método del interfacialal de BS. También concentracio njes Utilizado para la utilizando para
colanso de la estudiar el La estabilidad de de BS v puede deteccion de determinar
P comportamiento la gota esta yp cepas productoras | cuantitativament
gota . generar falsos -
de una gota sobre correlacionada . de biosurfactante. e la
e e negativos. "
una superficie con la tensién concentracion
hidrofébica superficial e del BS.
(aceite). interfacial.
Prueba de Detegc 1on p(l)r Rap;@a ylsenmllla. Depende de la Usada para la Meétodo
Para Film camblos en fa A Igua’ que e concentracion del deteccion de cualitaivo
tension método del
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interfacialal
estudiar el
comportamiento
de una gota sobre
una superficie

colapso de la gota,
la estabilidad de
la gota esta
correlacionada
con la tension

biosurfactante No
detecta BE.

cepas productoras
de BS.

hidrofébica superficial e
(parafilm). interfacial. Puede
agregarse agentes
colorantes para
observar mejor los
resultados.
M?d|plon el Meétodo indirecto
indice de Algunos autores ra la deteccion Aprobado por
Adhesion hidrofobicidad de la recomiendan Pa ada etecclo probado po
Bacteriana a las bacterias por para detectar BE. de ctepas q . v?rlog Métod
un un hidrocarburo No se requiere de productoras de Investigadores elodo
Hidrocarburo | mediante el grado ningln equipo BS', Varios para eva_ll’Jar la cualitaivo
(BATH) de adsorcion de especial para su parametros p_roduccmn de
las cepas por 0s medicion pueden alterar los biosurfactante.
- ’ resultados
mismos.
Puede ser
No es especifica, calificada como
Detecta ya que no ensayo preliminar
microorganismos diferencia entre para la deteccion
con potencial de enzimas liticas o de aislados
Actividad producciérj por la Prueba simple y factores virulentos bacterianos
Hemolitica presencia d_e facil de ejecutar que presentan el | productores de BS Método
(Agar moléculas activas para detectar mismo y debe ser cualitaivo
Sangre) de surfactantes actividad de BS comportamiento complemgntada
mediante la que los BS. por estudios de
ruptura de las Puede estar actividad
células de sangre limitada por la emulsificante y
(lisis hemolitica) mala difusién de medicion de
los surfactantes. tension
superficial.
Detecta
microorganismos
con potencial de Método
roduccién por la . cualitaivo,
F:‘ormacic’)n (Ee un . - Detect,a_grupos Es tilizado aunque también
Agar Azul halo en presencia Slmpl_e y facil de e_specmcos de ampllamer)tle para puede ser
d ejecutar biousrfactantes. la deteccion de L
e un surfactante - calificado como
de carga idnica ramnolipidos método
g
opuesta al semicuantitatvo
biosurfactante
producido
Solo detecta I.EI estudio de la
) Detect{:\ aquellos lipasa, se depe a
microorganismos organismos que estas enzimas
Produccion con potfepmal de capaces de pertenecen al
de Lipasa producu_on porsu Simple y facil de producir lipasas. grupo de las Método
(Placas con capacidad de ejecutar La produccion de hidrolasas se cualiativo
degradar fuentes ) - . encargan de
Tween) lipasas no siempre

lipidicas gracias a
la excrecion de
lipasas

tiene correlacion
con la tensién
superficial

hidrolizar los
triglicéridos para
dar acidos grasos
libres y glicerol.
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a. Métodos basados en la medicion y el comportamiento de la tensién
superficial/interfacial

Fundamentado en las propiedades de los biosurfactantes, se han desarrollado, una avariedad
de metodologias para la deteccion de cepas productoras de estos compuestos, las cuales incluyen tanto
medicidn directa de la tension superficial/interfacial, como determinacion de la actividad interfacial

de dichos compuestos, mas no en su medicion directa (Walter y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015a).

Para la medicion directa del comportamiento de la tension superficial e interfacial, se utilizan
tensiometros, que son equipos especiales capaces de determinar la tension superficial/ interfacial de
un liquido o compuesto en otro. La presencia de surfactantes en las soluciones disminuye
drasticamente la tension superficial, lo cual hace que este método sea el mas confiable para la
deteccion de estos compuestos. Adicionalmente, mediante la medicién de la tensién superficial se
puede determinar el punto de la CMC (Mnif y Ghribi, 2015a). Entre los métodos utilizados, uno de
los mas populares es la técnica de la gota colgante (Van der Vegt y col., 1991; Arashiro y Demarquette
1999), la cual al requerir bajos volumenes de muestra tiene una ventaja sobre otros métodos de
medicion de tension superficial. Sin embargo, este método requiere de equipos especiales, ademas de

consumir mucho tiempo ya gque no permite hacer varias mediciones en forma simultanea.

Otra ventaja de la medicion directa de la tensién superficial/interfacial es que puede ser
considerado como un método cuantitativo, el cual tiene adicionalmente la capacidad de diferenciar

los biosufacantes de los bioemulsificantes.

La tabla 3 incluye ademas métodos cualitativos, los cuales detectan la presencia de
biosurfactantes de manera indirecta por la medicién de los cambios que genera la presencia de
biosurfactantes sobre la tension superficial/interfacial. Entre los métodos presentados estan: la
actividad emulsificante (Cooper y Goldenber, 1987); dispersion de aceite (Youssef y col 2004),
Método de Colapso de la Gota (Bodour y Miller-Maier, 1998), Prueba con Para-Film (Kalyaniy col.

2014) y Adhesion Bacteriana a un Hidrocarburo (BATH) (Thavasi y col., 2011). Estos métodos
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cualitativos tienen la ventaja de no requerir equipos especiales y se pueden medir una gran cantidad
de muestras de manera simultanea. Sin embargo, su principal desventaja es que al ser cualitativos, y
en algunos casos, los resultados de las pruebas no estan relacionados con los cambios en la tension
superficial, situacion que no garantiza plenamente la presencia de los biosurfacantes ('Youssef y col

2004; Plaza y col. 2006; Chen y col, 2007; Mnif y Ghribi, 2015a).

En este contexto el uso de los métodos cualitativos tienen limitaciones, que podrian llevarnos
al siguiente problema, si bien la mayoria se fundamenta en cambios que sufre la tension
superfical/interfacial, se conocen agentes biosurfactantes que no generan cambios significativos en la
tension como es el caso de los bioemulsificantes. Esto ha resultado en la eliminacion de buenos
emulsificantes por presentar resultados negativos en los métodos de deteccion utilizados. En tal
sentido, Maneerat y Dikit (2007); Satpute y col., (2008); Uzoigwe y col., (2015) sugieren el uso de la
medicion de actividad emulsificante y el indice de BATH como métodos orientados hacia la deteccion
de bioemulsificantes con respecto a los biosurfacantes. La actividad emulsificantes mide la capacidad
de emulsificar cualquiera de las superficies de las moléculas activas con diferentes hidrocarburos,
mientras que el indice de BATH se basa en la deteccion de la unién de los agentes emulsificantes a

la membrana celular de los microorganismos.

b. Meétodos de deteccion por comportamiento especifico

Existen otros métodos de deteccidn que no se basan en los cambios generados sobre la tension
superficial/interfacial, sino mas bien se han desarrollado basados en el comportamiento de las
bacterias en medios de crecimiento especificos, (Tabla 3), los mismos se fundamentan en que la
produccion de biosurfactantes genera cambios sobre la membrana de los microorganismos y a nivel
extracelular, la presencia de estos se detectara de acuerdo al comportamiento de las cepas en estos
medio. Entre estos métodos se incluyen a los denominados: actividad hemolitica (Carrillo y col 1996),

agar azul (Siegmund | y Wagner F, 1991) y produccion de lipasa (Vanavil y col., 2013).
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Un aspecto a considerar en los métodos de deteccién, es que, independientemente de ser
métodos cualitativos o cuantitativos, todos estos procedimientos requieren una previa inoculacion, la
cual sin una seleccion preliminar de cepas con potencial de produccion, puede llevar a una gran
cantidad de gasto de material y tiempo innecesarios. Esto le da una gran ventaja a los métodos de
comportamientos especificos, ya que no requieren una inoculacion previa, permitiendo asi el ahorro
de materiales y tiempo al considerar el estudio simultaneo de un gran nimero de organismos de
interés, y en algunos casos, como sucede con el agar azul, pueden indicar que tipo de biosurfactante
se esta produciendo. Sin embargo, como muestra la tabla 3 estas pruebas también presentan sus

limitaciones y desventajas.

En este sentido Satpute y col 2008; Thavasi y col., 2011; Varjani y col., 2014, Mnif y Ghribi,
2015a recomiendan que se utilicen distintos métodos de deteccion, asi como una organizacion en el
esquema de deteccidn, ya que cada prueba presenta sus propias ventajas y desventajas, dando una
caracterizacion primaria, secundaria y terciaria segun el uso de los métodos de deteccion (Youssef y

col., 2004).

6. Mecanismos de extraccion de biosurfactantes/bioemulsificantes

La recuperacion del biosurfactane depende de su carga ionica, su solubilidad en agua y
localizacién en relacion al microorganismo (intracelular, extracelular y/o unido por enlaces con la
membrana celular) (Gautam y Tyagi, 2006). Varios métodos de extraccion han sido ampliamente
reportados en la literatura, incluyendo precipitacion por &cidos, extraccién por solvente,
cristalizacidn, precipitacién con sulfato de amonio y centrifugacion (Youssef y col., 2005; Tonkova
y Gesheva, 2007; Thavasi y col., 2008; Anandaraj y Thivakaran 2010; Qiao y Shao, 2010; Saimmai
y col., 2012a,b; Xiay col., 2012; Aliy col., 2013; Pradhan y col., 2013; Liu y col, 2013; Chakraborty
y col., 2014; Kalyani y col., 2014; Mariashobana y col., 2014; Saminathan y Rajendran, 2014;

Velioglu y Urek, 2014; Pathaka y Nakhate 2015; Sharma y col., 2015).
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Los métodos clasicos de separacion del biosurfactante (extraccion por solventes vy
precipitacion) requieren de grandes volimenes de solventes organicos, como lo son acetona, metanol
y cloroformo son en su mayoria toxicos y dafiinos para el medio ambiente (Witeck-Krowiak y col.,
2011). Ademas, para el aislamiento de una muestra se deben de utilizar varios mecanismos de
separacion de manera simultanea, lo cual consume grandes cantidades de tiempo y dinero en
soluciones. Ante esta desventaja se utilizan los métodos continuos para la separacion los cuales
ayudan en la reduccién de costos y permiten la extraccion del biosurfactante de varias muestras a la
vez en menos tiempo ((Desai y Banat, 1997; Banat, Makkar y Cameotra, 2000; Makkar y Cameotra,
1997; Satpute y col., 2010; Witeck-Krowiak y col., 2011), sin embargo estos no permiten una
separacion total del biosurfactante de otros elementos presentes en la solucién que puedan afectar sus
capacidades tensoactivas. Otra medida tomada es la sustituticion de estos solventes por otros mucho
mas econdmicos y menos tdxicos como el metil terciario butil éter ha sido utilizado con buenos
resultados recientemente en Rhodococcus. Este tipos de solventes son de bajo costo, menos tdxicos y
muy accesibles, pueden utilizase y reducir el costo de forma sustancial y minimizar el dafio ambiental
(Gandhimathi y col., 2009). Sin embargo, el proceso de purificacion aun requiere de grandes
cantidades de gastos y se corre el riesgo de contaminacion por con elementos indeseados de la

fermentacion y/o del mismo mecanismo de purificacion (Satpute y col., 2010).

Los procesos mas utilizados en el sistema Batch son la extraccion con cloroformo:metanol,
diclorometano:metanol, butanol, acetato de etilo, pentano, hexano, acido acético, éter, entre otros.
Por su parte el método mas utilizado en el sistema continuo es la centrifugacién. En la tabla 4, se
mencionan los procesos de extracccidn continuos y Batch mas comunes para la recuperacién de

biosurfactantes
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Tabla 4. Procesos de recuperacion y mecanismo de extraccion del biosurfactante (Tabla modificada a partir
de la publicada en Gautam y Tyagi, 2006)

Proceso
Sistema BATCH Sistema continuo
Amm, precipitacion con sulfato de amonio Centrifugacion
Precipitacion por acetona Adosrcion
Precipitacion 4cida Separacion por formacion de espuma y precipitacion
Extraccion por uso de solventes Filtracion de flujo tangencial
Cristalizacion Diafiltracion y precipitacion
Ultrafiltracion

7. ldentificacidon de los biosurfactantes

La identificacion del biosurfacatnte usualmente se realiza a partir de una muestra purificada
partiendo de los métodos de extraccion y mediante la caracterizacion quimica de la estructura
molecular del mismo, a partir de los componentes de su seccion hidrofilica e hidrofébica.
Normalmente entre los mecanismos utilizados para esta caracterizacion tenemos: cromatogria de
gases y HPLC, analisis de infrarojo (FTIR), espectroscopia de masas (NMR), analisis de la resonancia
magnética de la estructura nuclear de los componentes del biosurfacatante, entre otros
(Pornsunthorntawee y col., 2008; Bharali y Konwar, 2011; Pradhan y col., 2013; Chakraborty y col.,
2014; Noparat y col., 2014b; Gudifia y col., 2015; Sharma y col., 2015a). Sin embargo, los equipos
utilizados para estos procesos ocupan grandes espacios y tienen alto costos, por lo que no se
encuentran en todos los laboratorios. Otra desventaja es gque no permiten la caracterizacion de varias
muestras de manera simultanea y relacionado con la caracterizacién quimica, debido al uso de
solventes polares para la extraccién en ocasiones tanto los biosurfactantes como los bioemulsificantes
al ser purificados pueden perder parte del componente que les da la capacidad tensoactiva (Maneerat

y Dikit, 2007; Zhang y col., 2008; Olteanu y col., 2011).

El segundo método mas utilizado para la caracterizacién de biosurfactantes es la identifiacion
de la especie o en su defecto del género bacteriano, ya que el tipo de biosurfactatne depende en gran
medida del microorganismo que lo produce. Por esta razon, se utilizan técnicas de identificacion a
nivel molecular, que permiten identificar el organismo hasta nivel de especie con un alto grado de

confianza (Bodour y col., 2003; Kermanshahi y Peymanfar, 2012; Sathe y col., 2012; Saimmai y col.,
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2012a,b; Xia y col., 2012; Al-Bahry y col., 2013; Pradhan y col., 2013; Barin y col., 2014;
Chakraborty y col., 2014; Hassan y col., 2014; Kalyani y col., 2014; Mariashobana y col., 2014;
Panjiar y col., 2014; Sharma y Saharan, 2014; Al-Sayegh y col., 2015; Sharma y col., 2015; Silva y

col., 2015; Zhou y col., 2015) Sin embargo no todos los laboratorios cuentan con los implementos
necesarios para una identificacion a nivel molecular y al igual que en la caracterizaciéon quimica, no
se puede utilizar para estudiar varias muestras de manera simultanea. Es por ello que la mayoria de
los investigadores se conforman con llegar al género bacteriano mediante ensayos con pruebas
bioquimicas, lo cual permite identificar el género de varias muestras a la vez y esto es suficiente para
estimar que tipo de biosurfactante se esta produciendo, ademas que tiene la ventaja de ser menos
costosos que otros métodos mencionados y estar disponible su aplicacion en la mayoria de los
laboratorios de microbiologia (Nasriny col., 2007; Vasileva-Tonkova y Gesheva, 2007; Viramontes-
Ramos y col., 2010; Anandaraj y Thivakaran 2010; Thavasi y col., 2011; Sathe y col., 2012; Al-Bahry
y col., 2013; Ali y col., 2013; Pradhan y col., 2013; Chakraborty y col., 2014; Hassan y col., 2014;

Kalyani y col., 2014; Pandey y col., 2014; Panjiar y col., 2014; Sharma y col., 2015).

Sin embargo la desventaja de la identificacion a través de pruebas bioquimicas radica que en
ocasiones una sola especie bacteriana es capaz de producir diferentes tipos de biosurfactantes
(Pradhan y col., 2013). Es asi el caso de P. aeruginosa la cual es una especie bacteriana capaz de
producir tanto biosurfactantes como bioemulsificantes, y la estructura de los mismos varia de acuerdo

a las condiciones de produccion de estos compuestos (Tablal, Tabla 2).

En este contexto, nos propusimos mediante el presente trabajo utilizar la actividad
antimicrobiana de los biosurfactantes producidos para identficarlos, propiedad descubierta
recientmente en estos compuestos y cuyos estudios han sido orientados para la sustitucion de
antibioticos y otros actividades biomedicas (Rodrigues y col., 2006a; Rodrigues y Teixeira, 2008;

Olteanu y col., 2011).
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Por la capacidad de los biosurfactantes para generar variaciones en la hidrofobicidad de la
membrana bacteriana debido a los cambios enla tension superficial; la actividad antimicrobiana se
genera por los cambios en la permeabilidad de la membrana lo cual permite inducir la formacién de
poros y canales ionicos en la bicapa lipidica. Como consecuencia de esto se genera la
desestabilizacion de la membrana, al perturbar la integridad y permeabilidad de la misma. Ademas,
la formacion de poros en la membrana puede llevar a un aumento en el flujo de iones de la
transmembrana, como lo son Na* y K*, que resulta en la disrupcién de la membrana y por lo tanto, la
muerte de la célula. Adicionalmente, al tener la habilidad de alterar la hidrofobicidad de la superficie
de la célula, la adsorcion del biosurfactantes a superficies solidas puede inhibir la bioadhesion de
bacterias, jugando un papel clave en el control de organismos patégenos, previniendo asi la formacion
de biopeliculas. Esta capacidad de los biosurfactantes de inhibir el crecimiento de organismos

patdgenos es aplicada a nivel bacteriano y fungico (Mnif y Ghribi, 2015b).

Lo interesante de la actividad antimicrobiana es que si bien esta descrita en casi todos los
grupos de biosurfactantes y bioemulsificantes, la misma es extremadamente especifica por el
biosurfactante, es decir, que solo un tipo de biosurfactatne dentro de los grupos estudiados presenta
esta capacidad inhibitoria para organismos patogenos especificos. Un ejemplo lo podemos ver
nuevamente en P. aeruginosa, la cual tiene la capaciad de producir distintos tipos de biosurfactantes.
Sin embargo, solo los ramnolipidos son capaces de presentar una respuesta antimicrobiana,
permitiendo asi la identificacion del posible compuestos tensoactivo que se esta produciendo. Otro
ejemplo relacionado a la especificidad por los organismos patdgenos, puede verse en los lipopeptidos
producidos por B. subtilis, los cuales presentan una amplia actividad antimicrobiana en la mayoria de
los agentes tensoactivos que produce, entre ellos destacan surfactina e iturina, sin embargo, a

diferencia de surfactina, iturina no presenta actividad anitmicrobiana contra ciertos agentes flingicos.

Entre las ventajas que ofrece la identificacion de biosurfactantes por su actividad

antimicrobiana es que se pueden estudiar varias muestras de manera simultanea en intervalos de

30



tiempo cortos (para bacterias y levaduras 16-18 horas, para hongos tres dias) para obtener resultados

satisfactorios, y no requiere de equipos y/ 0 metodologias especiales. Todos los materiales necesarios

se encuentran en la mayoria de los laboratorios de microbiologia

En la tabla 5 podemos ver varios de ests agentes tensoactivos que presentan actividad

antimicrobiana.

Tabla 5. Activida antimicrobiana de varios biosurfactantes y los microorganismos que los producen (Tabla
modificada a partir de la publicada en Rodrigues y col., 2006a)

Biosurfactante

Microorganismo

Actividad y Aplicacion en biomedicina

Actividad antimicrobiana alta sobre todo en cepas Gram

Ramnolipidos P. aeruginosa positivas, propiedades antifungicas y antiadhesiva contra
varias bacterias y levaduras
Trehalosa Mycobacterium Actividad antibacteriana

Glucolipidos Soforolipidos Levaduras Actividad antibacteriana
MEL Candida sp. Actividad antibacteriana sobre cepas gram positivas
. Streptococcus Actividad antiadhesiva contra varias bacterias y levaduras
Glucolipido X O
thermophilus de muestras clinicas
Actividad antimicrobiana tanto para cepas gram positivas
Surfactina Bacillus subtilis como para gram negativas y propiedades antifungicas.
Actividad antiadhesiva
Actividad antimicrobiana y propiedades antifungicas, con
Lipopeptidos Iturina Bacillus subtilis la excepcion de especies del género Fusarium. Actividad
Antiadhesiva
. Lactobacillus Actividad antiadhesiva de P. aeruginosa y varias bacterias
Surlactina . ; .
acidophilus entericas
Lichenisina Bacillus subtilis Actividad antibacteriana
Acidos grasos Fosfolipidos P. putida Actividad antiadhesiva de S. aureus y S. epidermis
. - Actividad antiadhesiva de S. aureus, S. epidermisyen C.
Emulsan Manoproteina S. cerevisiae

albicans

Bioemulsificantes

No identificado

Lactococcus latis

Actividad antifungica contra A. flavus, y actividad
antiadhesiva en gran variedad de bacterias y levaduras
aisladas de muestras clinicas

No identificado

Lactobacillus
paracasei spp.

Actividad antimicrobiana contra gran variedad de
bacterias y levaduras

Acido graso

Halomonas sp.

Actividad antimicrobiana y propiedades antifungicas

Antecedentes

1. Antecedentes internacionales

La habilidad de los microorganismos de degradar los hidrocarburos fue descrita por primera

vez en 1895 por Misyoshi, quien reportd la degradacion de parafina por accion microbioldgica y

varios anos despues, Bushnell y Hass (1941) fueron los primeros en demostrar la capacidad de las
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bacterias de producir biosurfactantes, utilizando las cepas de Corynebacterium simplex y
Pseudomonas, haciéndolas crecer en un medio mineral minimo, el cual tenia kerosen, aceite mineral
o parafina (Van Hamme y col., 2006; Saenz-Marta y col., 2015). Desde entonces numerosos estudios
se han centrado en los mecanismos involucrados en la produccién y funcion de los biosurfactantes
(Zobel 1947; Saenz-Marta y col., 2015). Muchos tipos de especies de microorganismos, como
bacterias, levaduras y hongos son capaces de degradar hidrocarburos, y las bacterias han sido
descritas como mejores agentes productores de biosurfactantes. Sin embargo, la razon exacta por la

cual los microorganismos producen biosurfactantes no es del todo clara (Saenz-Marta y col., 2015).

La recuperacion de crudo en zonas impactadas mediante el uso de microorganismos fue
propuesta en 1920 y mayormente aceptada a principios de 1980. Entre las tecnologias conocidas para
la recuperacién de crudo (EOR), tenemos la llamada MEOR, en la cual se usan los mismos
microorganismos presentes en la zona de explotacion petrolera para mejorar la extraccién del crudo

(Van Hamme y col, 2003; Mondrangdn Mora 2011).

Originalmente, los biosurfactantes llamaron la atenciébn como agentes para disolver
hidrocarburos a finales de 1960, siendo considerados como potenciales sustitutos de los surfactantes
sintéticos, especialmente en las areas de desarrollo de la industria de alimentos, farmacéutica e
industrias de aceites. Los surfactantes sintéticos usados en la actualidad usualmente son toxicos y
dificiles de degradar por microorganismos, causando dafios al medio ambiente (Saenz-Marta y col.,
2015). Sin embargo, no es sino hasta finales de 1970, después que se reconoce el impacto de los
surfactantes sintéticos en los procesos de recuperacion de zonas contaminadas con crudo, que se
considera la posibilidad de utilizar los biosurfactantes en los procesos de biorremediacion,
empleandose principalmente en tecnologias de recuperacion de crudo utilizando la accién de los
microorganismos. (Shennan y Levi 1987; Cameotra y Makkar, 1998; Lakshimapathy y col., 2010);

Yarfiez-Ocampo, 2013; Liang y col., 2014;).
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Entre los estudios de biorremediacién mas relevantes que utilizandolos biosurfactantes,
destacan aquellos relacionados con la biodegradacion y el lavado de suelo, mientras que en los
estudios de MEOR, resalta la capacidad de recuperar crudo mediante la produccion in situ de

biosurfactantes.

La habilidad de los biosurfactantes para acelerar la degradacién de los compuestos organicos
mediante los agentes biodegradadores, como microorganismos y plantas, entre otros, ha sido
ampliamente estudiada para diversos contaminantes, sobre todo aquellos derivados del crudo, como
lo son hidrocarburos alifaticos, aromaticos, ramificados y ciclicos. Los trabajos de Barkay y col.,
(1999); Martinez-Checa y col., (2007); Nievas y col., (2008); Franzetti y col., (2009); Obayori y col.,
(2009); Redy y col., (2010); Kang y col., (2010); Saimmai y col. (2012a) y Barin y col., (2014), han
demostrado la capacidad de los biosurfactatnes, ya sea que fuesen producidos por microorganismos
durante la inoculacién o incorporacion directa de los mismos, para degradar gran cantidad de
derivados de hidrocarburos en condiciones de laboratorio, registrando tasas de degradacion de los

hidrocarburos hasta de un 90%.

Ademas de los procesos de biodegradacidn, otros de los usos de los biosurfactantes son las
tecnologias involucradas en los lavados de suelo, y como puede sustituir a los surfactantes sintéticos
usados para estos mecanismos de limpieza. Varios reportes (Urum y col., 2006; Franzetti y col., 2009;
Franzetti y col., 2008; Lai y col., 2009; Kang y col., 2009), han demostrado que, no solo la
combinacion de los biosurfactantes con surfactantes sintético aumenta la tasa de remocion de crudo
de las muestras de suelo contaminado, sino que la presencia de estos compuestos han mostrado una
mayor tasa de remocion con respecto a la encontrada en los surfactantes sintéticos, solos o
combinados con otros surfactantes, mostrando asi su capacidad de poder reemplazar incluso los
surfactatnes més utilizados para este tipo de trabajos, como lo son Tween 80/60/20, t Span 20/80/,

Triton X-100 y SDS.
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La principal ventaja del uso de biosurfactantes, es que estos puede iniciar los procesos de
biorremediacion mediante la inoculacion de los microorganismos productores dentro de las areas
impactadas, sin necesidad de una caracterizacion quimica previa al inicio del proceso de
biorremediacion, como lo demuestran Das y Murkherjee, (2007), quienes al aplicar cultivos de
bacterias productoras de biosurfactantes en muestras de suelo contaminado con hidrocarburos,
reportaron un descenso en la concentracion de crudo inicial presente en el suelo. Mientras que Joseph
y Joseph, (2009) utilizaron directamente cultivos bacterianos sobre lodos petrolizados de tanques para
el almacenamiento del crudo de los procesos de extraccion. En sus resultados no solo reportaron altas
tasas de biodegradacion de los derivados de hidrocarburo, sino que también con el uso solo del cultivo
bacteriano encontraron una alta tasa de remocién de productos que disminuian la calidad del crudo,
facilitando asi los tratamientos posteriores para la recuperacion del crudo deseado en la industria

petrolera.Mostrando asi, otro de los potenciales usos de los biosurfactantes, en las tecnologias MEOR.

Si bien las tecnologias MEOR, no estan totalmente separadas de los procesos de
biorremediacidn, estan mas orientadas a la recuperacion de crudo durante los procesos de extraccion
y almacenamiento de crudo y durante los procesos de refinacion, con el fin de aprovechar al maximo
el material extraido y disminuir la produccién de desperdicios que pueden actuar como
contaminantes. Pornsunthorntawee y col., (2008), Bordoloi y Konwar (2008), en condiciones de
laboratorio demostraron que la tasa recuperacién de crudo no solo es mas eficiente, tanto con la
introduccion de biosurfactatnes, como con la de microorganismos productores, con respecto a la
reportada bajo el uso de surfactantes sintéticos, sino que de acuerdo a Bordoli y Konwar (2008), esta
tasa se mantiene distintas temperaturas y la misma no disminuye. Ventaja que se puede aplicar
dependiendo de los procesos de manufactura utilizados durante la extraccion. Por otra parte, en
relacién a las aplicaciones in situ , ademas del trabajo de Joseph y Joseph (2009), estan los de Jinfeng

y col., (2005) y Haddadin y col., (2009), quienes utilizaron los inoculos bacterianos directamente en
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pozos de recuperacion y pizarras petrolieras para mejorar la recuperacion de crudo, y asi disminuir el

gasto energético requerido, reportando buenos resultados.

Sin embargo en la actualidad, aun con todos los trabajos planteados, y a pesar que es una de
las practicas comunes en MEOR, no hay muchos reportes del uso en esta tecnoca de biosurfactantes
y biopolimeros producidos por microorganismos (Van Hamme y col, 2003; Mondrangén Mora 2011).
La principal razén para ello, es que la produccion de biosurfactantes (ex situ o in situ), siempre se ha
visto en desventaja con respecto a los surfactantes sintéticos, debido a que en la produccion de los
biosuerfactantes se genera un mayor gasto econdmico, requiere un mayor tiempo para su produccion
a gran escala y a las limitaciones en la deteccién de microorganismos capaces de producir
biosurfactantes. Razdnes por las cuales, las principales investigaciones realizadasen los Gltimos
tiempos estan orientadas al mejoramiento en los procesos de produccidn por fermentacién, estudios
genéticos, y aplicaciones a escala comercial. Esto se ha llevado en conjunto al mejoramiento de los
procesos de deteccion de biosurfactantes, desarrollando metodologias mucho més precisas y eficaces

(Desai y Banat, 1997).

2. Antecedentes nacionales

Como pais petrolero, Venezuela no esta libre de los efectos generados por la contaminacién
de hidrocarburos, asi como tampoco se desconoce el potencial de la biorremediacidn para recuperar
dichas zonas contaminadas. En este sentido, se ha generado una extensa bibliografia que esta solo
orientada a procesos de biorremediacién y la caracterizacion de la las comunidades microbianas que
pueden utilizarse con este fin (Gaspar 2002; Le6n y col. 2009; Windevoxhel y col., 2009ab; Chirinos
y col.,, 2010; Barrios, 2011; Windevoxhel y col., 2011; Zamora y col.,, 2012). Dentro de la
caracterizacion de las comunidades microbianas, se destaca la capacidad hidrocarburoclastica de
estos agentes microbianos, asi como la capacidad de hidrolizar compuestos aromaticos, también el

potencial para ser utilizada con el fin de promover la produccién de biosurfactantes.
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Entre los primeros trabajos que podemos encontrar relacionado a la produccion de
biosurfactantes en Venezuela es el de Rocha y col., (1992), en el cual, se estudio la capacidad de
produccién de biosurfactantes de cepas aisladas de distintas fuentes de extraccion de crudo.
Encontraron que 8 aislados bacterinos eran capaces de producir biosurfactantes y que generaban
cambios significativos al crudo utilizado como fuente de carbono, entre los cuales destacan la
capacidad de romper la capa de crudo en pequefias esferas, cambios de coloracion, dispersion de
crudo, entre otros. Con estos 8 aislados bacterianos, se concentraron en el estudio de dos, los cuales
presentaron los mejores resultados en los cambios ocurridos en el crudo. Asi, ambas cepas fueron
identificadas como Pseudomonas aeruginosa (MEOR 171y MEOR 172) y se procedid a estudiar las
condiciones de produccion, asi como las capacidades tensoactivas de dichos biosurfactantes
producidos, los cuales fueron identificado como ramnolipidos, y presentaban la hablidad de reducir
la tension superficial de 72 mN/m a 29 y 27,5 mN/m respectivamente. Llegando a la conclusion que
son excelentes agentes para procesos de recuperacion de crudo (EOR), como lo son el transporte,
limpieza de tanques de almacenamiento, descontaminacidn de areas impactadas y tecnologias MEOR.
Este trabajo podria considerarse como pionero en los estudios de produccion y caracterizacion de

cepas productoras de biosurfacantes aisladas directamente de zonas impactadas con hidrocarburos.

A partir de este trabajo, se presenta una gran cantidad de reportes en relacién a los estudios
de produccién de biosurfactantes. Bastardo y col., (1996) estudio la cinética de crecimiento de
bacterias aisladas de las aguas de formacién provenientes de una fosa de desecho de crudos pesados
ubicada en la Faja Petrolifera del Orinoco (FPO), y los resultados mostraron la capacidad de degradar
algunas fracciones de crudo, asi como la capacidad de reducir la tension superficial de 59,0 mN/m a

40,5 mN/m a las 120h y la formacion de emulsiones estables en las interface agua-crudo.

Seguidamente, Hernandez (1999), evalu6 la produccion de surfactantes a partir de distintos
sustratos, tales como: sacarosa, aceite de soya, y mezcla de ambos, utilizando un grupo de bacterias

aisladas de fosas de reaccion de la compafiia petrolera Corpoven. Estas bacterias fueron seleccionadas
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luego de una serie de pruebas bioquimicas de actividad enzimética que permitieron conocer a su
capacidad para degradar y metabolizar ciertos sustratos. Determind la cinética de crecimiento bajo
estos tres sustratos y determiné la presencia del biosurfactante mediante la medicion de la tension
superficial. Finalmente, incliyé la determinacion de la estructura del mismo mediante la
caracterizacion quimica. El trabajo de Herndndez implic6 una preseleccién de las cepas de acuerdoa
su perfil fenotipico especifico, ademas, también determind en este consorcio bacteriano, que la fuente

de carbono id6nea para la produccion de biosurfactante era la sacarosa.

Trabajos posteriores relacionados al estudio en la produccién de biosurfactantes a partir de
cepas previamente seleccionadas, bajo condiciones limitantes de crecimiento (Araujo y col., 2008;

Sulbaran y col., 2002; Angulo y col., 2015).

Otros trabajos (Sulbaran 2002; Ledn 2008; y Gaspar 2009), reportaron la deteccion de cepas
con potencial de produccién de biosurfactantes mediante el estudio de la actividad emulsificante,
medicion de la tensidn superficial, la caracterizacidn de la actividad hemolitica, capacidad de utilizar

crudo y acetato como fuente de carbono.

Mas recientemente, Barrios (2011) incorporé otro tipo de actividad caracteristica en
potenciales cepas productoras de biosurfactantes, como lo es la produccidn de emulsiones estables en
el tiempo de produccidn del biosurfactante. Sin embargo, el uso de un bajo nimero de pruebas para
la deteccion de cepas con potencial productor de biosurfactantes, plantea el problema de descartar
excelentes compuestos tenso-activos, los cuales podrian ser de utilidad para la industria. Otro aspecto
a tomar en consideracion es la complejidad de los biosurfactantes, que podrian generar diferentes
tipos de respuestas en las pruebas realizadas para su deteccion, llevando a posibles falsos negativos,
donde la prueba no es capaz de detectar la cepa productora de biosurfactante o falsos positivos, en la

prueba indica la presencia de cepas con potencial, pero esta no es capaz de producir biosurfactantes.
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Entre los trabajos realizados en la investigacion de biosurfactantes, encontramos que Kumar
y col., (2006a) lograron la produccién de biosurfactantes por la cepa Pseudomona putida,
degradadora de hidrocarburos aromaticos poli ciclico, mediante la medicion de la tension superficial,
dispersion de aceite (OSM), colapso de la gota (DC) e indice de emulsificacion (E24). Ese mismo afio,
Kumar y col., (2006b) utilizaron los mismos métodos, esta vez para medir la produccién de
biosurfactantes nuevamente con Pseudomona putida, con el fin de estudiar el nivel de biodegradacion

de crudo en presencia de una cepa tanto degradadora como productora de biosurfactante.

Continuanco con sus investigaciones, Kumar y col., (2007), utilizaron nuevamente estos
métodos junto con la adicion de la medicion de la actividad hemolitica y el estudio de la adherencia
bacteriana a un hidrocarburo (BATH), en el estudio de la produccién del biosurfactante producido
por la cepa termdfila Bacillus sp. DHT, aislada de un suelo contaminado con hidrocarburo.
Finalmente Kumar y col., (2008) reportan nuevamente el estudio la produccién de biosurfactante de
la cepa Pseudomonas aeruginosa DHT 2, aislada también de un suelo contaminado con hidrocarburos,
con todos los métodos mencionados anteriormente e incluyendo en esta ocasion el Agar Azul
suplementado con CTAB, esto con el fin de poder caracterizar la presencia de ramnolipidos

producidos por esta cepa.

En todos sus trabajos, Kumar y col., (2006a, 2006b, 2007, 2008) no solo utilizé varios
métodos de detaccion, sino que también trabajo bajo condiciones de crecimiento limitante con fuentes
de carbono solubles (Kumar y col., 2006b) e insolubes en agua (Kumar y col., 2006a, Kumar y col.,
2007; Kumar y col., 2008), asi como periodos de tiempo muy cortos (24 horas; Kumar y col., 2006b)
0 medianamente largos (4 dias; Kumar y col., 2006a, Kumar y col., 2007; Kumar y col., 2008), de
acuerdo a la fuente de carbono utilizada. Sin embargo, todos estos trabajos estaban orientados al
estudio de cepas especificas, mas no a el uso de dichos métodos para la deteccion de cepas con el

potencial de produccidon de biosurfactantes y/o bioemulsificantes sin una previa identificacion.
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Por otro lado, Bozo y col., (2012), si utilizaron los métodos de deteccién para la seleccion de
cepas con potencial de produccién de biosurfactante sin previa identificacion de las mismas. De igual
manera, sometieron las cepas bacterianas a condiciones idoneas para la produccion de biosurfacates.
Sin embargo para este trabajo solo se utilizaron los métodos de deteccion de medicion de la actividad

emulsificante y tension superficial.

Si bien hay una gran variedad de trabajos, no podemos encontrar alguno en el cual se haga
una deteccion de la comunidad bacteriana capaz de producir biosurfactantes, mediante una gran
cantidad de métodos que aseguren la presencia de dichos compuestos y adicionalmente, el estudio en
los cambios de produccion por distintos parametros como lo son factores ambientales o tipos de
sustrato a utilizar, y finalmente también incluyan una ifentificacion de aquellos compuestos que
presenten caracteristicas tensoactivas. Mas aun el termino bioemulsificante que sabemos es de gran
importancia en la identificacion de estos agentes no ha sido utilizado. Este tipo de estudios es muy
importante pues requiere de una caracterizacion correcta del tipo de compuesto que se esta
produciendo para poder desarrollar la tecnologia adecuada en la produccion de dichos compuestos,

sobre si el proceso de biorremediacion es in situ.

Es importante destacar que Venezuela como pais petrolero, se requeriria actualizar las
metodologias implementadas en relacion a la deteccion de cepas productoras de biosurfactante y su
utilizacién en diferentes ambientes, tomando en cuenta gque algunos de estos productos son mas
eficientes en ambientes acuaticos. Mientras que otros son mas apropiados para la remocion de
metales, y otros en la recuperacion mejorada de crudo MEOR, lo que implica que, dependiendo de

los objetivos de la investigacion, habria que considerar el tipo de biosurfactante a utilizar.
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3. Hipdtesis
El ensayar métodos cuantitativos, cualitativos y de actividad especifica para seleccionar cepas
productoras de biosurfactante y/o bioemulsificante, permitira obtener una metodologia alternativa

eficiente para la seleccién de cepas bacterianas con esta capacidad.

V. Objetivos

1. Objetivo General

Utilizar métodos cuantitativos, cualitativos y de actividad especifica asi como condiciones de
produccidn, para seleccionar e identificar cepas potenciales productoras de biosurfactantes y/o
bioemulsificantes, a fin de proponer una metodologia que recopile aspectos relevantes que permita

de forma eficiente la seleccidn de cepas con esta capacidad.
2. Objetivos especificos

1. Determinar si el tiempo de incubacién y diferentes fuentes de carbono afectan la produccion

de biosurfactanes y/o bioemulsificantes.

2. Evaluar la eficiencia de distintos métodos utilizados para la deteccion de biosurfactantes y/o

bioemulsificantes.

3. Utilizar como criterio para la identificacién de los biosurfactantes y/o bioemulsifciantes
producidos: la taxonomia de las cepas bacterianas productoras, su actividad antimicrobiana

y la caracterizacion quimica de dichos compuestos.
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V. Metodologia

1. Seleccidén de las cepas bacterianas con potencial de produccion de

biosurfactante

1.1 Seleccién de las cepas

Se seleccionaron aislados bacterianos del cepario del proyecto Misién Ciencia, "Desarrollo y
validacién de nuevas tecnologias para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad
petrolera.”, provenientes de la fosa petrolera LG-276-F1, (o Fosa Meteorizada) del bloque Junin FPO,
localizada a 8°55°7,3”” N. y 63° 48” 9.4 W, abierta hace unos 30 afios. Segun la informacion
suministra por PDVSA respecto al proyecto, actualmente la fosa se encuentra inactiva y presenta un

proceso de meteorizacion, y el tipo de crudo ahi depositado es mediano-liviano.

En total se seleccionaron 23 cepas bacterianas que presentaron un perfil fenotipico especifico, es
decir, se caracterizaron por presentar una respuesta positiva al crecimiento en caldo de petréleo (Cu+),
indicador de la tolerancia de las cepas a este medio, y en lignina (Lig+) y celulosa (Cel+), indicadores
de crecimiento ante moléculas de alta complejidad, lo cual las hace posibles productoras de

biosurfactantes (Barrios 2011).

Figura 4. Vista de la fosa LG-276-F1.
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1.2 Construccion de cepario

Las cepas seleccionadas fueron activadas en viales con 3 ml de Caldo Nutritivo (CN), y se
incubaron a 37 °C por 24-48 horas. Luego se sembraron por agotamiento en placas de AN, para
verificar el estado de pureza de las cepas. Tras comprobar que las muestras seleccionadas solo
presentaran un morfotipo bacteriano, se procedi6 a constituir el cepario a ensayar, tomando una
muestra de la placa y sembrandola por agotamiento en tubos con AN en forma de pico de flauta e

incubados a 37 °C por 24-48 horas, para asegurar el crecimiento de las mismas en los tubos.

Cuando las bacterias presentaron un crecimiento positivo en los tubos con medio se almacenaron

a temperatura ambiente hasta su préximo uso.

2. Obtencidn del biosurfactante

2.1 Produccion del biosurfactante

Las cepas seleccionadas se activaron en 15 ml de CN, y se incubaron a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente se uso una concentracién bacteriana utilizando solucioén salina al 0,85% v la turbidez
de la solucion Mcfarland N°2 como patrén para la concentracion de las bacterias () (Hassan y col.,

2014).

Una vez preparada la muestra, se tomo una alicuota de 4 ml de la cepa y se mezcl6 en fiolas de
125ml de capacidad, con 36 ml de Medio Minimo Salino (MMS) (Barrios, 2011). Se estudié el efecto
de distintas fuentes de carbono sobre la produccién de biosurfactante al comparar: Glucosa, Acetato
de sodio, Gasoil y Aceite de Oliva (Pradnya y Dhiraj, 2014; Hassam y col., 2014) Todas las fuentes
de carbono se agregaron hasta alcanzar una concentracion final del 2% v/v (Pradnya y Dhiraj, 2014;
Hassamy col., 2014). Las mismas fueron incubadas a temperatura ambiente (Pradnya y Dhiraj, 2014)

en un agitador orbital a 50 rpm, por siete dias (Kalyani y col, 2014) y por duplicado.
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Durante los siete dias de incubacidn, se hicieron observaciones referentes al crecimiento y la
presencia 0 ausencia de biopeliculas. Adicionalmente, se clasificaron de manera cualitativa los
niveles de crecimiento encontrados de la siguiente manera: (-) no se observd turbidez en el medio;
(+) turbidez desde muy leve hasta intermedia; (++), turbidez densa; (+++), turbidez densa y con

presencia de materia en suspension.

2.2 Extraccion del biosurfactante

Cumplido el tiempo de incubacion, tres y siete dias respectivamente, todas las cepas fueron
centrifugadas a 4500 r.p.m durante 30 minutos (Hassam y col., 2014). El sobrenadante de las cepas
para los métodos cualitativos y cuantitativos, y el pellet que contiene el material biol6gico para la
prueba de BATH. Ambos fueron almacenados a 4 °C (Anandaraj y Thivakaran, 2010; Thavasi y col.,

2011).

3. Metodologia para detectar cepas Productoras de Biosurfactante

Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Se utilizo Pseudomona aeroginosa, proviente de
la muestra B9I9, del mismo proyecto Misién Ciencia como control positivo para las pruebas de
deteccidn por actividad especifica. Para los métodos de deteccidn de biosurfactantes basados en los
cambios de tension superficial/interfacial, directa e indirecta se utilizé Lauril Sulfato de Sodio (SDS)

al 2% como control positivo y como control negativo agua destilada.

3.1 Estudio de Produccion de Espuma

Durante el periodo de incubacion sefialado en el punto 2.1, se hizo seguimiento a las cepas a los
4,5, 6y 7 dias de iniciada la incubacion en blsqueda de agentes espumosos, como un indicadores de
la produccidn de biosurfactante (Barrios, 2011). Las cepas fueron clasificadas segln su capacidad de
producir espuma en: (-) no productoras; (+) formacion de microgotas; (++) formacion de ligera capa

de espuma estable; (+++) formacién de altas cantidades de espuma.
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3.2 Actividad Hemolitica

La actividad hemolitica se midié al inocular por puncion una colonia de las cepas en AN, en
placas de Agar Sangre suplementadas con sangre desfibrilada de conejo (50gr/l), e incubadas a 37 °C
por 48-72 horas. Al momento en que se realizé la prueba, con ayuda de una varilla de aluminio, se
procedio a calentar la punta y a abrir unos pocillos en las placas de agar, con una profundidad de 5
mm (Gunther y col., 2005). Se consideraran positivas aquellas cepas que presentaron una zona clara

alrededor de las colonias (Anandaraj y Thivakaran 2010).

Las cepas se clasificaron utilizando como criterio el diametro del halo observado alrededor de las
cepas: (-) no presenta hemolisis; (+) hemdlisis completa con un halo de diametro <1 cm; (++)
hemdlisis completa con un halo de diametro >1 cm pero < 3 cm; (+++) hemélisis completa con halo
de diametro > 3 cm, (Youssef y col, 2004). Adicionalmente, se clasificaron de acuerdo al tipo de
comportamiento del halo, donde a-hemolisis se presenta cuando la colonia esta rodeada por una zona
difusa de color verde, B-hemdlisis, cuando la colonia esta rodeada por una zona clara, y y-hemdlisis,
cuando no se presenta ningun cambio alrededor de la colonia, (Carrillo y col., 1996; Saravanan y

Vijayakumar, 2012)

3.3 Agar Azul

La presencia de un biosurfactante/bioemulsificante, se determind mediante su naturaleza iénica
a través del método del Agar Azul. Para ello, se prepararon placas de agar medio minimo mineral
(Barrios, 2011), suplementado con 20 gr/l glucosa como fuente de carbono y 0,005 gr/l de azul de
metileno (Siegmund | y Wagner F, 1991). Para la naturaleza anidnica y cationica del biosurfatante,
se utilizaron 0,5 gr/l de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como agente catidnico y 0,5
gr/l de sodio dodecil sulfato (SDS) como agente anionico (Saranya y col., 2015). Al momento en que
se realizd la prueba, con ayuda de una varilla de aluminio, se procedio a calentar la punta y a abrir

unos pocillos en las placas de agar, con una profundidad de 5 mm (Gunther y col., 2005).
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En cada pocillo del agar, utilizando un asa de platino, se agregd una muestra de los aislados
bacterianos activados en CN. Las placas incubaron a 37 °C por 48-72h (Saranya y col., 2015), siendo
revisadas periodicamente. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se almacenaron a 4°C durante
24 horas, con la finalidad de oscurecer los halos formados en el medio, permitiendo asi una mejor
observacion de aquellas cepas que presentasen bajas concentraciones de biosurfactantes (Gunther y

col., 2005).

Las cepas se clasificaron utilizando el siguiente criterio: (-) ausencia de algun tipo de
pigmentacion; (+) pigmentos visibles en el pocillo; (++) pigmentos alrededor del pocillo; (+++)

pigmentos alejados del pocillo (Pinzon y Ju, 2009).

3.4 Produccion de Lipasa

La capacidad de producir compuestos degradadores de lipidos (lipasa), se realiz6 al estudiar el
comportamiento de las cepas bacterianas al crecer en medio cuya composicion serd de: 1 gr de
peptona, 0,5 gr de NaCl, 0,001 gr de CaCl2, 1.5 gr de Agar y 1 gr de Tween 80 en 100 ml de agua
destilada (Vanavil y col., 2013). La produccion de lipasa se medi6 al sembrar por agotamiento una
colonia de las cepas sembradas en AN, a las placas del medio mencionado, y que luego se incubaran
durante 7 dias a 28 °C (Lakshmipathy y col., 2010). La hidrélisis del Tween 80 se observo al encontrar
un halo alrededor de las colonias, siendo esta la evidencia de la produccion de enzimas lipoliticas

(Vanavil y col., 2013).

Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuesta encontrados en esta prueba:
(-) ausencia de cambios en el medio; (+), ligera opacidad alrededor de la colonia; (++) halo opaco

rodeando la colonia; (+++) niveles muy altos de opacidad en los alrededores de la colonia.

3.5 Actividad Emulsificante

La actividad emulsificante se determind mediante el indice de emulsion (E%) al mezclar 2 ml de
kerosén con 2 ml del sobrenadante que se obtuvo en la seccion (2.2) (Techaoei y col., 2007; Shaik y
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col., 2013; Mariashobana y col., 2014). Se considera como respuesta positiva la formacion de espuma
estable entre las dos fases (orgénica con kerosene y acuosa con el sobrenadante), tras 2 minutos de
agitacion en vortex (Cooper y Goldenberg, 1987). Se tomarén las medidas de la altura de la capa de
emulsion (cm) y la altura total de la solucién (cm) evaluada a las 24, 48, 72 y 96 horas (Suresh y col.,
2007; Lopes y col, 2014).

El indice de emulsion (E24) es la altura de la capa de emulsion (E), dividido por la altura total
(T) y multiplicado por 100.
A Figura 5. Esquema del ensayo de
actividad emulsificante, utilizando

kerosene, junto con la formula a
utilizar para el calculo del indice. Se

< Kerosene — emulsion % 0 destacan los parametros para

| | > E24 1 OO A) calcular el indice E24; laaltura de la

T } E  Espuma total capa de emulsion (E) y laaltura total
™.

«— Sobrenadante

J

Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuesta encontrados en esta prueba:
(-) no productora de espuma, (+) formacion de emulsion, indice de > 40% a las 48 horas, (++)
formacién de emulsion, indice de > 40% a las 72 horas, (+++) formacion de emulsion, indice de >

40% a las 96 horas.

3.6 Adhesion Bacteriana a un Hidrocarburo (BATH)

Utilizando la biomasa recuperada en la seccion (2.2), la cual fue lavada dos veces utilizando

solucién salina al 0,85%, para evitar la presencia de biosurfactantes que pudiesen afectar los

resultados de la prueba (Xia y col., 2012).

Una vez lavado el material biol6gico, este se midid en un espectofotometro, bajo 600 nm, y se
ajusto la concentracion bacteriana, a un rango de lectura de 0,4-0,6 de D.O., mediante dilucién seriada
con solucién salina al 0,85% (Van der Mei y col., 1995). Luego, se tomaron 3 ml de esta solucion
bacteriana y se mezclaron con 150 pl de crudo (Van der Mei y col., 1995; Thavasi y col., 2011), por
triplicado. La mezcla se agit6 por vortex durante 3 minutos, formado dos fases, la fase orgéanica que
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contiene el crudo, y la fase acuosa que contiene el material bioldgico. Tras la agitacion, se permitio
la separacion del hidrocarburo y la fase acuosa durante 1 hora (Thavasi y col., 2008; Thavasi y col.,
2011). Finalmente, se recuperd la fase acuosa del medio con ayuda de una micropipeta, y se midio la
densidad éptica de la misma (Thavasi y col., 2008; Thavasi y col., 2011). Para la estimacion de la

hidrofobicidad de las células, se utilizo la siguiente férmula:

Figura 6. Formula utilizada para el calculo del porcentaje de

H = (1 _ i) X 100% bacterias que adsorbieron el hidrocarburo. Ao=lectura
Ao

obtenida antes de la agitacion con hidrocarburo. A= lectura
obtenida tras la agitacion con hidrocarburo

Donde Ao representa la lectura de la fase acuosa original, y A representa la lectura de la fase

acuosa tras ser agitado con el hidrocarburo (Walter y col., 2010).

Las cepas se clasificaron de acuerdo a los resultados al porcentaje de adsorcion de las células
de la siguiente manera: (-) 0-39% porcentaje de adsorcién de las células; (+) 40-59% porcentaje de
adsorcion de las células; (++) 60-89% porcentaje de adsorcion de las células; (+++) >90% de

porcentaje de adsorcion de las células (Thavasi y col., 2011).

3.7 Prueba con Para Film-M

A 2 ml de sobrenadante se les agregd una gota de azul de metileno. Luego se tomaron 10 ul de
esta mezcla y se colocaron sobre un fragmento de Para Film-M, asegurandose de dejar una gota sin
perturbar sobre este. La forma de la gota fue examinada 1 minuto después de ser colocada sobre el
Para Film-M. Si la gota mantuvo su forma entonces, se considerd como negativo, mientras que si la
gota toma una forma plana o “colapsa”, se considera positivo (Kalyani y col., 2014).

Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuesta encontrados en esta prueba:
(-) no cambia su forma; (+) la gota colapsa tras 1 minuto; (++) la gota colapsa a los 30 segundos,

(+++) la gota colapsa inmediatamente.
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3.8 Método del colapso de la gota, modificado (DC)

Esta metodologia se realiz6 en un kit de poliestireno de 96 pocillos (12,7 x 8,5 cm). Antes de su
uso en la prueba, dicho kit debe ser lavado tres veces en agua caliente, seguido de etanol al 95% y
finalmente en agua destilada (Bodour y Miller-Maier, 1998; Pemmaraju y col., 2012). Tras esta
preparacion, cada pocillo del kit se cubri6 con 2 pl de aceite para motor 10W-30 marca Castrol,
asegurandose de que todo el pocillo quede cubierto de aceite. La capa de aceite en los pocillos se
dejara reposar durante 1 hora en un cuarto a temperatura ambiente, para asegurarse de que esta sea
uniforme en todo el pocillo. Finalmente, se agregaron 5 ul de alicuota del sobrenadante recuperado
en la seccién 2.2, en un angulo de 45° sobre el pocillo. Los resultados se observarédn tras 1 minuto de
haber agregado la alicuota. Si la gota de alicuota se mantuvo intacta, entonces se considera negativo.

Si la forma de la gota se dispersé en el pocillo, se considera positivo (Bodour y Miller-Maier, 1998).

Las cepas se clasificaron de acuerdo a la capacidad de dispersion de la gota sobre la capa de aceite
de la siguiente manera: (-) sin dispersion de la gota; (+) dispersién pequefia de la gota; (++) gota

medianamente dispersa; (+++) amplia dispersion de la gota (Al-Mulla., 2010).

3.9 Dispersion de aceite (OSM)

El método de dispersion de aceite, (OSM en inglés), se llevé a cabo utilizando la metodologia de

Morikawa y col. (2000), la cual fue modificada de acuerdo a los objetivos del trabajo.

Para determinar las cepas capaces de producir biosurfactantes, 5 ml de agua destilada se
agregaron a una Placa de Petri pequefia (3,5 cm). Luego se colocaron 40 ul de aceite de motor (para
vehiculos) usado sobre la superficie del agua, formando una capa homogénea sobre la misma.
Inmediatamente se agregaron 40 ul del sobrenadante de la seccion 2.2, al centro de la capa de crudo.
Se considerd una respuesta positiva la dispersion de aceite en agua, al observarse una zona clara sobre

la capa de aceite, con forma de halo y que se mantenga durante un minuto.
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Las cepas se clasificaron de acuerdo al tamafio del halo formado sobre la capa de aceite de la
siguiente manera: (-) sin dispersion del aceite; (+) dispersion de aceite con un halo entre 0,5 cmy 0,9
cm; (++) dispersion de aceite con un halo entre 1 cmy 1,5 cm; (+++) dispersién de aceite con un halo
entre 1,5 cm < X < 2,1 cm; (++++) dispersion de aceite con halo entre 2,1 < X < 3 cm (Youssef y

col., 2004).
3.10 Medicion de la tension superficial

Se determind la tensién superficial (SFT) de las muestras por medio del método de la forma
asimétrica de una gota colgante (Van der Vegt y col, 1999), utilizando el Tensiémetro de gota del
laboratorio de Espectroscopia Laser de la escuela de quimica de la UCV.

Previo a la medicion de la SFT, se tom6 1 ml de todas las muestras, el cual fue centrifugado
nuevamente en una microcentrifuga por 5°, con el fin de eliminar cualquier que altere los resultados.
Una vez cumplido este paso se recuperd el sobrenadante y se almacend en viales previamente
esterilizados y se procedié con la medicion. Para ello, se tomaron 100 pl de sobrenadante y se dejo
caer en forma de gotas frente a una cdmara. Al momento de caer la gota, se tomaba una fotografia de
este y con ayuda de un programa computarizado se determinaba la tension que presentaba la gota al
momento de caer, la cual, dependiendo de la tension superficial varia (Van der Vegt y col., 1991;

Asahiro y Demarquette 1999).
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Figura 7. (A) Representacion esquematica del equipo utilizado para la medicion de la tensién superficial a partir de la forma de
la gota de una solucion. (B) Evaluacion del radio de curvatura del apéndice de la gota con la formula de Laplace y como se
registran los cambios en la tensién superfial. Cuanto la tension superficial disminuye, el radio R1 (en este caso a) disminuye en
relacion al radio Rz (en este caso R). Estos cambios afectan directamente los resultados en la ecuacion Laplace y se registran como
un descenso dentro de los valores iniciales de la tension interfacial. (Imagen modificada a partir de la publicada en Arashiro y
Demarquette 1999)
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Las cepas se clasificaron de acuerdo al nivel de la SFT de la siguiente manera: (-) no hay actividad
surfactante; (+) tension superficial entre 51-70 mN/m; (++) tension superficial entre 41-50 mN/m;

(+++) tension superficial <40 mN/m (Thavasi y col., 2011).
4. Seleccion de cepas productoras de Biosurfactantes y Bioemulsificantes

Se seleccionaron aquellas cepas que presentasen como minimo una categoria de respuesta nivel
2 en la mayoria de las pruebas y cuyo rango de respuesta en la medicion de la tensién superficial
estuviera entre (++) para los bioemulsificantes y (+++) para los biosurfactantes, al menos en dos de

las fuentes de carbono utilizadas.
5. Extraccion del Biosufactante.

Para la extraccion del biosurfactante, se utilizé el método de cloroformo:metanol (2:1) (Qiao y
Shao 2010; Chakraborty y col., 2014). Las cepas seleccionadas y crecidas en glucosa, para evitar
alguna reaccidn de los solventes con las otras fuentes de carbono, y se volvieron a centrifugar para
garantizar una mayor pureza del compuesto (Qiao y Shao 2010). Posteriormente se tomé una alicuota
de 10 ml de sobrenadante y se le agregd acido sulfurico (H2SO4) al 96% hasta ajustar el pH a 2.
Seguidamente se agregd en igual volumen la mezcla cloroformo:metanol (2:1) y se agitd
vigorosamente por unos minutos hasta lograr una mezcla total de los componentes. La aparicién de
un precipitado blanco sera el indicador de la presencia del biosurfactante (Chakraborty y col., 2014).

Luego se dejaron las muestras evaporar durante la noche en la estufa a 45 °C (Qiao y Shao 2010).

6. Caracterizacion del biosurfactante

6.1 Identificacion de los géneros bacterianos

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas a través del comportamiento microbiol6gicoy los
resultados de pruebas bioquimicas, como lo son: Tincion Gram, Fermentacion de Carbohidratos
(Glucosa, Latosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, Manitol, Inositol y Xylosa), Produccion de H-S,

Prueba de Indol, Rojo Metilo, Uso de citrato, Prueba de Urea, Prueba de Catalasa, Prueba de Oxidasa,
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Hidrolisis del Almidon, Licuefaccion de Gelatina, Reduccion de Nitratos, Hidrolisis de Esculina,
Pruebas de descarboxilasa (Lisina, Arginina y Ornitina), y/o el uso de medios especificos, como el

Agar Cetrimide (Viramontes-Ramos y col., 2010; Ali y col., 2013).

Los resultados de las pruebas bioquimicas fueron usados para hallar la mayor similitud entre los

géneros bacterianos de acuerdo al Manual de Bergey (Ali y col., 2013).

6.2 Medicion de la actividad antibacteriana

Para la medicion de la actividad antibacteriana se utilizara el método de difusién por discos,
también conocido como método de Kirby-Bauer, en el cual, placas de Agar Mueller Hinton, se

sembraran para formar un césped de distintos géneros bacterianos (Lotfabad y col, 2013).

Las bacterias patogenas seleccionadas para este trabajo fueron: Pseudomona aeruginosa;
Staphylococcus epidermis; Staphylococcus aureus; Bacillus subtilis; Escherichia coli; Salmonella
enteridis; Klebsiella sp.; Proteus vulgaris; Enterobater aerogenes y Enterococcus sp (Al-Mulla,
2010; Lotfabad y col, 2013; Ramachandran y col., 2014), las cuales son provenientes del cepario de

referencia del Laboratorio de Ecologia Microbiana del Centro de Ecologia Aplicada del IZET.

Dichas bacterias fueron incubadas en 3 ml de caldo cerebro-corazén a 37 °C por 24h, para
garantizar su rapido y optimo crecimiento. Posteriormente se sembraron en las placas de Agar
Mueller-Hinton 0,2 ml de la cepa y se sembré por rastrilleo (Saimmai y col., 2012b). Una vez
dispersado uniformemente el in6culo, se agregaron 50 pl de sobrenadante a discos de 1 cm
(previamente esterilizados a 121°C por 5 minutos), que luego fueron colocados directamente sobre el

medio. Las placas se incubaron por 16-18 horas a 37 °C (Lotfabad y col, 2013).

La formacion de un halo alrededor de los discos y que en este no se pueda observar crecimiento
bacteriano serd indicador de que el biosurfactante presenta caracteristicas antibacterianas. Como

control positivo, se utilizaron discos de antibi6ticos comerciales (Lotfabad y col, 2013).
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6.3 Medicion de la actividad antimicotica

La determinacion de la actividad antimicética que pueden presentar los biosurfactantes, se realizo
en base al método de la concentracion minima para la inhibicion (MIC), la cual fue modificada para

ajustarse a los objetivos del trabajo.

Las cepas fungicas utilizadas en este trabajo fueron: Candida sp; Cryptococcus sp; Geotricum
sp; Aspergillus niger, Fusarium sp.; Penicillium sp (Al-Mulla, 2010; Olteanu y col., 2011; Lotfabad
y col, 2013; Ramachandran y col., 2014). Estas cepas son provenientes del cepario de referencia del

Laboratorio de Ecologia Microbiana del Centro de Ecologia Aplicada del IZET.

Este método consiste en la siembra de las cepas de distintas géneros flngicos, en placas de Agar
Papa Dextrosa (PDA), al mismo tiempo, en las mismas placas se colocé una gota de sobrenadante
(10-15 ul) directamente sobre el agar, a 2,5 cm del sitio de siembra de la cepa fungica (Olteanu y
col., 2011). Dichas placas se incubaran a 25°C (temperatura ambiente) durante 10 dias, con revision
alos 3, 5, 7y 10 dias. La actividad antimicotica consiste en la disminucion visual del crecimiento del

hongo a lo largo de su desarrollo en la placa (Olteanu y col., 2011; Lotfabad y col, 2013).

6.4 Determinacion de la carga idnica del Biosurfactante/Bioemulsificante

La carga ionica fue determinada utilizando el método de la doble difusién con agar (ADD), el
cual consiste en utilizar una placa de agar agar con un 1% de dureza, y en el mismo se abrieron dos
pocillos (Saranya y col., 2015), utilizando la boca de un tubo de ensayo de diametro, se procedié a
calentar la misma y a perforar el agar. Posteriormente se retir6 la seccién perforada con ayuda de unas

pinzas estériles (Arashiro y Demarquette 1999).

En uno de los pocillos se agregaron 100 pl del biosurfactante/bioemulsificante, mientras que en
el otro se agregaron 100 pl de surfactantes de carga idnica conocida, los cuales fueron el SDS (0,5g/1)

y el CTAB (0,5 g/l) (Saranya y col., 2015). La carga idnica se determin al observar un precipitado
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entre el pocillo de la muestra y el surfactante sembrado, lo cual se debe a la naturaleza ionica del

biosurfactante en presencia de su ion contrario (Saranya y col., 2015).

7. Efecto del tiempo en la produccion de biosurfactantes

Para el estudio del efecto del tiempo sobre la produccién se tomaron las cepas seleccionadas
anteriormente y fueron incubadas por un periodo de 3 dias bajos las mismas condiciones e idénticas
fuentes de carbono y se hicieron las mismas observaciones utilizadas en los 7 dias (a los pardmetros
de produccidn de espuma; crecimiento y biopelicula).

Transcurrido el tiempo de incubacion se procedi6 a la extraccion del biosurfactante siguiendo
lametodologia planteada en la seccion (2.2). Conservando tanto el sobrenadante como el material

bioldgico. Luego se procedio a realizar todas las pruebas: OSM; DC; BATH; E%, Parafilm y SFT.
8. Analisis estadistico

Mediante la aplicacion de un ANOVA de una via se estudio el efecto de las fuentes de carbono
sobre la produccidn de los biosurfactatnes, y un ANOVA factorial para el efecto del tiempo sobre la
produccion de biosurfactantes. Para estudiar la relacion entre las pruebas utilizadas se realizara un
analisis de correlacion linear con un nivel de significancia (p<0,05), y el indice de Pearson y
Spearman. Se utilizaron los paquetes estadisticos: STATISCAL 3.02, MVSP y Excel para el

desarrollo y graficacion de dichos analisis.
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VI.

A continuacion se presentan los resultados de los ensayos realizados para la seleccion e

Resultados y Discusion

identificacion de las cepas productoras de biosurfactantes.

1. Produccion de Biosurfactante

de incubacion de siete dias de las 23 cepas.

Tabla 6. Observaciones realizadas durante la incubacion a lo largo de los 7 dias

En la Tabla 6, se muestran los resultados de las observaciones realizadas durante el periodo

Fuente de Carbono

Observaciones Glucosa Acetato de Sodio Gasoil Aceite de Oliva
Nivel de | Nimerode | Nivel de | Nimerode | Nivel de | Numerode | Nivel de Numero
respuesta cepas respuesta cepas respuesta cepas respuesta | de cepas

+ 0 + 5 (22%) + 18 (78%) + 4 (17%)
Crecimiento ++ 16 (70%) ++ 13 (56%) ++ 5 (22%) ++ 8 (35%)
+++ 7 (30%) +++ 5 (22%) +++ 0 (%) +++ 11 (48%)
+ 0 + 0 + 13 (56%) + 0
Espuma ++ 1 (4%) ++ 0 ++ 0 ++ 1 (4%)
+++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 (4%)
Biopelicula 4 cepas (17%) 3 cepas (13%) 2 cepas (9%) 2 cepas (9%)

De acuerdo a los resultados expresados en la tabla 6, los 23 aislados seleccionados se observé

cierto nivel de crecimiento en las 4 fuentes de carbono. 15 cepas (65%) mostraron la capacidad de

generar algun tipo de emulsion, al menos en una de las fuentes de carbono, y 6 cepas (26%)

presentaron formacion de biopelicula en alguna de las cuatro fuentes de carbono. Se decidid estudiar

la presencia de la biopelicula ya que varios de los microorganismos productores de bisurfactantes a

menudo forman una densa biopelicula en la interface agua aceite y consumen el hidrocarburo

emulsificado (Krepsky vy col., 2007)

Al estudiar la turbidez observada en las cuatro fuentes de carbono, podemos decir que los

resultados més altos, se dieron en los medios con glucosa y aceite de oliva. Las cepas crecidas en

glucosa mostraron un medio turbio y de aspecto espumoso, mientras que las crecidas en aceite de
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oliva mostraroun un aspecto lechoso alrededor a las gotas del aceite. Esto concuerda con lo reportado

con Viramontes y col., (2010).

Por otra parte, al estudiar la capacidad de emulsionar, llama la atencién que de las 15 cepas, hubo
13 que fueron capaces de producir emulsiones de nivel “+” en presencia de gasoil, de las cuales
unicamente 2 fueron capaces de producir emulsiones también en oliva, pero de nivel “++”, y en
presencia de glucosa, solamente 1 cepa fue capaz de producir emulsiones de nivel “++”. Finalmente,
una sola cepa produjo un nivel de emulsion de nivel “+++”, utilizando como fuente de carbono el

aceite de oliva. Dicha cepa también fue la Unica en producir algun tipo de emulsion en glucosa.

2. Determinacion de las cepas productoras de biosurfactantes

En la tabla 7 se presentan los resultados de los métodos dedeteccion de biosurfactantes de

acuerdo al comportamiento especifico para la seleccion de las cepas productoras de biosurfacantes

Tabla 7. Métodos de deteccidn por actividad especifica

Nivel de respuesta Iﬁ:e Crtwlgll?t?ga CTAB Agar Azul DS Produccion de Lipasa
- 4 (17%) 18 (78%) 18 (78%) 13 (57%)
+ 5 (22%) 4 (17%) 1 (4%) 1 (4%)
++ 13 (57%) 0 0 7 (30%)
+++ 1 (4%) 1 (4%) 4 (17%) 2 (9%)

Los resultados obtenidos de las pruebas de actividad especifica de biosurfactantes se
muestran en la tabla 7: de las 23 cepas bacterianas, un 83% present6 al menos un nivel de respuesta
positiva en actividad hemolitica, mientras que el 17%, mostrd respuesta negativa, y segun estos
resultados, podriamos suponer que este 83% de las cepas presenta el potencial de produccién de
biosurfactantes, ya que su presencia propicia la ruptura de la moléculas hemoliticas, dando como
resultado la formacién del halo transparente alrededor de la bacteria y, en tal sentido (Carrillo y col.,
1996; Youssef y col., 2004; Plaza y col., 2006; Thavasi y col., 2008) plantea que, a mayor didmetro
del halo, mayor serd la concentracion del biosurfactante producido. Contrario a este planteamiento,

Youssef y col. (2004), seguido de muchos otros investigadores, determinaron que el tamafio del halo
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es irrelevante en la cantidad de biosurfactante producido, y no existe una correlacién directa de esta
prueba con la produccidon de biosurfacantes, resultando poco fiable para detectar biosurfactantes por
la complejidad del medio (Mulligan y col., 1984: Makkar y Cameotra, 1997; Youssef y col., 2004:
Satpute y col., 2004, 2010). Sin embargo, actualmente dicha prueba sigue siendo uno de los
principales criterios para la seleccién preliminar de cepas con potencial de produccion de
biosurfactantes (Mulligan y col., 1984; Makkar y Cameotra, 1997; Kosaric, 2000; Thavasi y col.,

2008; Satpute y col., 2008, 2010).

Con respecto a los resultados obtenidos en las placas de agar azul, la respuesta fue totalmente
opuesta a la encontrada en la actividad hemolitica: de las 23 cepas ensayadas, un 78%, presento
respuesta negativa, mientras que de las 5 restantes, el 22% mostré al menos un nivel de respuesta
positiva. Se destaca en la tabla 7, que los valores se invierten al utilizar distintos surfactantes, porque
las mismas 5 cepas presentaron una respuesta positiva tanto en CTAB como en SDS. En presencia de
CTAB, solo 1 formo6 un halo uniforme con nivel de respuesta ‘+++’, mientras las otras 4 cepas
mostraron un halo difuso en el medio, correspondiendo a una respuesta de nivel ‘+’. Sin embargo,
utilizando el surfactante SDS, con carga opuesta al CTAB, las 4 cepas anteriores mostraron un nivel
de respuesta ‘+++’, mientras que, la cepa con mayor nivel de respuesta en CTAB presentd el menor

nivel de respuesta con SDS.

Considerando que la prueba de agar azul tiene la funcion de detectar biosurfacntes segun su
naturaleza ionica (Saranya y col., 2015), si la cepa bacteriana tiene la capacidad de producir
biosurfactantes con carga ionica, y se encuentran en presencia de un surfactante con carga opuesta,
ya sea negativamente como el SDS, o positivamente como el CTAB, las bacterias con potencial
generaran un biosurfactante con un ion insoluble que precipitard y sera catiénico en el medio con

SDS, o anidnico en el medio con CTAB.

Entonces, la respuesta positiva se visualizara alrededor del punto de siembra con formacion

de un halo azul, que serd& méas definido y de mayor diametro a una concentracion mayor del
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biosurfactante, (Pinzon y Ju, 2009). Algo que no se menciona en la bibliografia consultada, es la
posible respuesta del biosurfactante en presencia de un surfactante con la misma carga iénica. En el
presente trabajo encontramos ese tipo de respuesta, lo cual nos lleva a plantear que en presencia de
un surfactante con la misma carga ionica, las condiciones del medio son las indicadas para que las
bacterias puedan producir el biosurfactante en cuestion, y que como consecuencia de ello, se observe
un halo difuso alrededor de la cepa, que se debera considerar como una respuesta al menos de nivel
‘+’. Es importante destacar que esta prueba, a pesar de su potencial, esta limitada solo a los

biosurfactantes ionicos (Siegmund | y Wagner F, 1991; Satpute y col., 2010).

Los resultados del estudio de produccion de lipasa reportados en la tabla 7 muestran que el
57% de las cepas seleccionadas presentaron una respuesta negativa, mientras que el 43% presentd
algun tipo de respuesta positiva. Este 43%, que equivale a 10 de las cepas estudiadas, son capaces de
hidrolizar compuestos grasos, tales como el Tween 80, mediante la produccién de lipasas, siendo este
un potencial indicador de la produccion de biosurfacantes. La sintesis de lipasa ocurre posiblemente
debido a la necesidad de los microorganismos de metabolizar compuestos insolubles en agua, proceso
gue también ocurre en la produccion de biosurfactantes (Colla y col., 2010). Ademas, sabemos que
los biosurfactantes pueden ser producidos por sintesis organica mediante el uso de lipasas, haciendo
a estas, potenciales indicadores de las cepas productoras de biosurfactantes. Sin embargo, debido a
gue no existe una clara correlacién entre la produccidn de lipasas y la produccién de biosurfactantes,

no puede considerarse como una prueba definitiva (Colla y col., 2010).

En las figuras 8, 9, 10 y 11 se presetan los resultados de los métodos cualitativos/cuantitavos

utilizados para la seleccion de las cepas productoras de biosurfacantes.
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Figura 8. Comportamiento de las cepas en las pruebas de deteccion utilizando como
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En la figura 8 se detaca el hecho de que los métodos cualitativos (E%; BATH; Parafilm; DC
y OSM), se encontrd que el 90% de los ensayos realizados presentd una respuesta negativa ‘- en
todas las pruebas, mientras que en el método cuantitativo, (SFT), no se encontraron cambios
significativos en la tension superficial, mostrando que bajo estas condiciones de produccion el gasoil
no parece ser una fuente eficiente en la produccién de biosurfactantes o bioemulsificantes, pues no se
observo un porcentaje de la poblacién que presentase algiin comportamiento similar al de agentes

tensoactivos o emulsificantes.

El acetato de sodio mostro resultados similares a los de gasoil (Figura 9), con la excepcién
de las pruebas: de E%, donde el 43% de las cepas tuvo respuesta negativa ‘-> y un 44% con el nivel
de respuesta ‘+++’. La prueba OSM tuvo un 70% de respuesta negativa, el 30% restante presento al
menos un nivel de respuesta positivo. Por otro lado, los resultados de la tensidn superficial indican

3

que, mas del 80% mostr6 un nivel de respuesta ‘+’ y 13% mostraron un nivel de respuesta ‘++’
(Anexo 1V). Estos resultados son indicadores de la presencia de moléculas surfactantes, que
presentaron mejores facultades como agentes emulsificantes, que como agentes reductores de la

tension superficial indicando que el acetato es idoneo para la produccion de bioemulsificantes.

Resultados similares fueron reportados por Ron y Rosenberg, (1985).

En cuanto a la glucosa (Figura 10) como fuente de carbono, se observé una gran variabilidad
en las respuestas en todas las pruebas. En la prueba de E%, podemos ver que en presencia de esta
fuente de carbono de las veintitrés cepas, solamente tres mostraron una respuesta negativa ‘-,
mientras que diecinueve arrojaron respuestas de nivel mas alto ‘+++’, destacando lo idoneo de esta

fuente de carbono para la produccién de agentes con capacidad emulsificante.

Caso contrario es lo que ocurre con la prueba de BATH, en la cual solo una cepa fue capaz
de mostrar algo de adherencia al hidrocarburo (Anexo V). Esto contradice lo reportado por Neu y
Poralla, (1990) y Putri y Cameotra (1997), quienes en experimentos similares al de este trabajo, con

la excepcion del tiempo de incubacién que fue mucho més corto, encontraron altos niveles de
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hidrofobicidad bajo la misma fuente de carbono. Adicionalmente, por las observaciones hechas por
Ron y Rosenberg (1985), indican que la fase de crecimiento bacteriano afecta los resultados que se
puedan obtener en esta prueba, es posible pensar que el factor del tiempo juega un papel en los

resultados obtenidos en esta prueba.

En las pruebas de OSM, Parafilm y DC, se obtuvieron resultados bastante similares, con una
variaciones poco significativa en los porcentajes reportados, como se puede ver en la figura 10. La
prueba OSM estudia los cambios de la tensién superficial al estudiar la presencia de agentes
dispersantes, mientras que las pruebas de Parafilm y DC estudian los cambios de la tension interfacial
mediante el comportamiento de una gota sobre una superficie hidroféfica. Los datos mas similares
los encontramos entre OSM y DC, casi el 50% de los ensayos realizados mostraron una respuesta
negativa ‘-’, y cerca de un 45% mostr0 una respuestas entre los niveles ‘+’ y *++°. Youssef y col.,
(2004) demostraron gue existe una alta correlacion entre estas dos pruebas, siendo la OSM la mas
sensible de las dos, e indica la presencia de cepas medianamente productoras de biosurfactante en
presencia de glucosa. En Parafilm se encontr6 una tendencia similar a DC, con la excepcién se que
existe un mayor porcentaje en los resultados de nivel “+++° (Anexo IV). Finalmente los resultados de
la tension superficial, indican que un 48% de las cepas estudiadas muestra la capacidad de reducir
significativamente la tension superficial con niveles de respuesta entre ‘“++’ y “+++° (Anexo 1V). Por
estos resultados se puede decir que la glucosa parece ser una fuente idénea para la produccién tanto
de biosurfactantes como de bioemulsificantes. Esto es respaldado por muchos investigadores (Bonilla
y col., 2004; Morita y col.,, 2007; Vaslleva-Tonkova y Gesheva 2007; Nasrin y col., 2007;

Chakraborty y col., 2014; Zhou y col., 2015)

Los resultados obtenidos de las pruebas con aceite de oliva (Figura 11) como fuente de
carbono, vemos que los valores en E%, encontramos que el comportamiento es totalmente contrario
al observado en glucosa, ya que el 57% de los ensayos realizados mostrd una respuesta negativa -’,

solo un 39% de respuesta positiva alta ‘+++’, totalmente opuesto al 93% encontrado en los ensayos
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con glucosa. Estos resultados son similares a los reportados por Bonilla y col., (2004); Morita y col.,
(2007); Gandhimathi y col., (2009) y Zhou y col., (2015), quienes indican que la glucosa presenta

mejores niveles en el indice de emulsificacion con respecto al aceite de oliva.

Estos resultados pueden estar relacionados con el hecho que el aceite de oliva es una fuente
hidrofdfica, y para poder acceder a los nutrientes, las bacterias tienen que adherirse a las gotas de
aceite que estan en suspension en el medio, y para ello requieren que el biosurfactante este atn unido
a la membrana de la bacteria. Entonces es posible que la concentracion del emulsificante sea
relativamente baja en el medio de cultivo y por esta razén, la actividad emulsificante es menor que la

registrada en glucosa.

En la figura 11, vemos que las ultimas tres pruebas cualitativas restantes presentaron un
comportamiento similar al encontrado en glucosa. Sin embargo, a diferencia de glucosa, vemos que
los valores mas altos registrados en la prueba de OSM, estan en las muestras con aceite de oliva,
donde encontramos la tinica cepa de generar una respuesta positiva de nivel alto ‘+++, e incluso con
una cepa que fue capaz de generar un diametro de halo por encima de los valores estandarizados
“>++++’. Esto puede ser indicador de que en presencia de aceite de oliva hay una mayor produccion
de biosurfactante. Segun Youssef y col., (2004) el diametro del halo en la dipersion del aceite esta
directamente correlacionado con la concentracion de biosurfactante, y los resultados de este trabajo
concuerdan con lo reportado por Hajfarajollah y col., (2014), quienes observaron que al cambiar la
fuente de carbono de glucosa a aceites vegetales, obtuvieron a una mayor produccion de

biosurfactante.

De acuerdo a estos resultados, se propone que, el uso de aceites vegetales como fuente de
carbono en lugar de glucosa induce a las células a un cambio en la ruta metabdlica, y por ende, la
cantidad de biosurfactante producido incrementa. Otra razon puede ser que en presencia de un aceite,
la bacterias son inducidas a producir mas biosurfactante, para asi poder utilizar fuentes de carbono

insolubles como sustratos (Makkar, Cameotra y Banat; 2011; Hajfarajollah y col., 2014).
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En relacion a las pruebas de Parafilm y DC, los resultados de la figura 10 y 11 son muy
similares, diferencidndose en el hecho de que en Parafilm, la figura 10 muestra un porcentaje
ligeramente mayor de cepas con resultado ‘++’ al reportado en la figura 11, mientras que en la prueba
de DC se observa un mayor porcentaje de cepas con respuesta de nivel ‘+ y “+++’ en presencia de

aceite de oliva que en glucosa (Anexo V).

Finalmente, en relacion a los valores de SFT en la figura 11, vemos que nuevamente tienen
un comportamiento similar al observado en la figura 10 con la excepcidn de los valores registrados
en los niveles altos de respuesta. Mientras que los porcentajes obtenidos en los niveles de respuesta
‘++’ fueron iguales para ambas fuentes de carbono (26% c/u), observamos que el nimero de cepas
gue mostraron una respuesta de nivel ‘+++’ fue ligeramente mayor que en el caso del aceite de oliva

(22% y 13% respectivamente).

Ahora bien, sabiendo por los resultados obtenidos hasta ahora, vemos que el aceite de oliva
mejora la produccién de biosurfactante, ¢porque tenemos un menor nimero de resultados con altos
niveles de respuesta? Una posible explicacion puede ser que estamos en presencia de una poblacion
bacteriana con la capacidad de producir tanto biosurfactantes como bioemulsificantes. Esté se puede
corroborar con los resultados obtenidos en los indices de emulsificacion en presencia de glucosa, y
segun la bibliografia, sabemos que la glucosa es una fuente idénea para la formacion de agentes

emulsificantes.

Cooper y Goldenberg, (1987); Saptute y col., (2010); Bozo-Hurtado y col., (2012) y Sapt Al-
Bahry y col., (2013) reportan gque se consideran cepas productoras de biosurfactantes aquellas capaces
de disminuir los valores de tension superficial a valores 40 mN/m > X. Mientras que aquellos
resultados que correspondan a valores alrededor de 40 mN/m, son considerados como
bioemulsificantes (Rosenberg y col., 1979; Cooper y col., 1987; Al-Mallah y col., 1990; Bodour y

Maier, 2002; Plaza y col., 2006).
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Esto, junto a los resultados reportados hasta ahora, indica que estamos ante un grupo de cepas
bacterianas que tienen una mayor tendencia a producir bioemulsificante que biosurfactantes.
Adicionalmente, los resultados de los métodos de medicion indirecta de la tension interfacial (DC y
Parafilm) presentaron un mayor porcentaje de cepas con niveles de respuestas entre ‘++’ y “+++’ en
comparacion a los resultados de OSM, indicando una mayor actividad a nivel interfacial, propiedad
caracteristica también de los bioemulsificantes, sobre todo de aquellos pertenecientes a la familia de

fosfolipidos (Mnif y Ghribi, 2015b).

El analisis de varianza (ANOVA de una via, F=13,074 df=180; p<0,05, p=9,183E-08), sefiala
que utilizando distintas fuentes de carbono, al menos una de las medias de la tension superficial es
distintas de las otras tres fuentes de carbono. En la figura 12, se presentan los resultados del analisis
a posteriori, donde encontramos que las medias bajo la glucosa y el aceite de oliva son iguales
(0,05<a, a=0,255336). Esto indica que ambas fuentes de carbono presentan la misma capacidad de

generar la disminucion en la tension superficial, independientemente de las cepas utilizadas.

Fuente de carbono; LS Means
Current effect: F(3, 180)=13,074, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 12. Comparacion de las medias generadas de la tensién superficial por las distintas fuentes de carbono. Las
letras indican el valor de significancia entre las fuentes de carbono.
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Como pudimos ver con con los del método cuantitativo confirmamos que en efecto distintas
fuentes de carbono ejercen distintos efectos sobre la produccién de biosurfactantes y
bioemulsificiantes. Con el analisis de ANOVA, adicionalmenlte se encontrd que la glucosay el aceite

de oliva presentan la misma capacidad de produccion de agentes tensoactivos.

Sin embargo, en base a la informacion encontrada en los métodos cualitativos, es posible
diferenciar ambas fuentes de carbono. En el caso de la glucosa, esta mostré importantes cambios en
la tension superficial, mientras que el aceite de oliva fue mas propenso a alargar el tiempo de
produccién de biosurfactantes/bioemulsificantes. Esto puede deberse a que el aceite de oliva esta
compuesto por fracciones carbono lipidicas constituidas por grasas saturadas e insaturadas con
cadenas carbonatadas de 16-18 atomos de carbono, y tomando en cuenta que la concentracion de
nitrégeno y de lipidos quienes estan entre los factores que afectan la produccién y limitan la capacidad
de produccion de biosurfactante, hasta que la degradacion total de lipidos y la fuente de nitrégeno

dentro del aceite de oliva no se agote, el biosurfactante/bioemulsificante seguird produciéndose.

Por otro lado, en presencia de fuentes de carbono solubles, como la glucosa, los
biosurfacantes tienen una mejor actividad tensoactiva, y esto se debe a que a diferencia de los
sustratos hidrofébico, estas fuentes de carbono solubles pueden ser accedidas de forma instantanea,
por lo cual las células bacterianas producen el biosurfactante y lo liberan inmediatamente al medio
extracelular. Mientras que en presencia de fuentes de carbono insolubles, los biosurfactantes se
acumulan en la membrana bacteriana hasta cierto grado de saturacion y luego son liberados al medio

extracelular.

Es por ello, que en presencia de fuentes de carbono solubles los biosurfactante tienen mejor
condicién tensoactiva. De hecho algunos investigadores plantean que de acuerdo al tiempo de
produccidn, los biosurfactantes elaborados a partir de fuentes de carbono simples, como la glucosa,

el glicerol, y la fructosa, se comportan como metabolitos primarios, mientras que en presencia de
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compuestos orgénicos de alta complejidad como aceites vegetales y el crudo, entre otros, se

comportan como metabolitos secundarios (Chakraborty, y col., 2014).

Mientras que la glucosa y el aceite de oliva fueron los sustratos méas idoneos para la
produccidn de biosurfactantes/bioemulsificantes, encontramos que el gasoil y el acetato de sodio no
presentaron indicios de produccion de biosurfactantes. En presencia de acetato de sodio, las cepas
seleccionadas mostraron un comportamiento similar al observado por bioemulsificantes, como lo
reportado por Rosenber y col., (1985), quienes también indican que esta fuente de carbono no es la
mas idénea para estudios de produccién de biosurfactantes. Por otro lado, los resultados con gasoil,
a pesar de ser una de las fuentes reportadas como potencial sustituto de las fuentes mas utilizadas, no
mostré indicios de produccién de biosurfactantes, o bien no fueron registrados en el tiempo de
inoculacion utilizado. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de la presencia de bioemulsificantes
por el hecho que no es solo una fuente hidrofébica sino también es un hidrocarburo. Posiblemente la
baja produccion registrada se deba a que como hidrocarburo de cadena corta, el biosurfactante
producido fue consumido inmediatamente, debido a la baja energia que proporciona esta fuente de
carbono a las bacterias. Resultados similares fueron reportados por otros autores (Rosenberg y col.,

1979; Plaza y col., 2005; Suresh, Mody y Jha., 2007; Nasrin y col., 2007)

3. Seleccion y Extraccion de cepas productoras de BS/BE

Tras realizar las pruebas de seleccion se determind que de las 23 cepas con potencial de
produccion 14 mostraron la capacidad de producir biosurfactante/bioemulsificantes. Con estos
resultados, se decidi6 realizar el proceso de extraccion. Para ello se tomaron las muestras
correspondientes a glucosa, no solo por tener el mayor nimero de resultados positivos entre los
niveles ‘“++ y ‘+++’ (Anexo V), sino también para evitar la interferencia por la presencia de

microgotas de aceite de oliva presentes en las muestras, de acuerdo a Morita y col., (2007).
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Figura 13. (A) Observaciones de la extraccion del biosurfactantes, tras agregar los solventes. Cepa MN3-1 a la izquierda
y cepa MN3-4 a la derecha. (B) Observaciones de la extraccion del biosurfactantes, tras el tiempo de incubacién, una
vez evaporados los solventes. Cepa MN3-1 a la izquierda y cepa MN3-4 a la derecha

De las 14 muestras seleccionadas para la extraccion, solo 5 fueron capaces de formar el
precipitado blanco esperado por este método de extraccion (Vasileva-Tonkova y Gesheva, 2007;
Thavasi y col., 2008; Anandaraj y Thivakaran, 2010; Qiao y Shao 2010; Saimmai y col., 2012a,b;
Xia y col., 2012; Pradhan y col., 2013; Shaikh y col., 2013; Chakraborty y col., 2014; Saminathan y
col., 2014; Velioglu y Urek, 2014; Pathaka y Nakhate, 2015; Sharma y col., 2015). Esto puede deberse
a que la mayoria de las muestras contiene bioemulsificantes, y si bien este método de extraccion ha
sido ampliamente reportado para la extraccion de biosurfactantes y bioemulsificantes, se sabe que
esta mas orientado a la extraccion de biosurfactantes, mas especificamente de glucolipidos

(Anandaraj y Thivakaran, 2010; Qiao y Shao 2010; Shaikh y col., 2013; Saminathan y col., 2014).

Posteriormente, luego de la formacion del precipitado blanco, se colocaron todas las muestras
en la estufa a 45 °C, con el fin de evaporar el solvente y recuperar el biosurfactante. Sin embargo,
transcurrido el tiempo indicado, encontramos en las muestras muy poca material para continuar con
los andlisis de identificacion quimica (Figura 13B). Eso puede deberse a que al no haber una alta
concentracién de biosurfactante/bioemulsificantes no se pudo extraer suficiente material para poder
realizar la caracterizacion quimica. La baja concentracion del compuesto puede confirmarse por los
resultados de la prueba de OSM (Anexo 1), la cual esta esta intrinsecamente relacionada con la
concentracion del biosurfactante en medio acuoso (Morikawa y col., 2000). El requerir de altas

concentraciones de biosurfactante para poder obtener el material necesario para una caracterizacion
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quimica es otra de las desventajas que presentan los métodos de extraccion por solventes,

problematica también reportada por Krowiak y col., (2011).

4. Medicion de actividad antimicrobiana

Se realizé la medicion de la actividad antimicrobiana de los 14 productos de los aislados
bacterianos. Cada una de las pruebas se hizo por triplicado, usando los sobrenadantes con la respuesta
positiva mas alta ‘+++’ en los resultados de tension superficial (Anexo Il1). Los biosurfactantes
muestran actividad antimicrobiana contra bacterias, virus, levaduras y hongos, la cual se determina
por la zona de inhibicion de crecimiento, o por la concentracién minima de inhibicion. Algunos

biosurfactantes también presentaron propiedades antiadhesivas (Rehman y col., 2014).

4.1. Actividad Antibacteriana

En la figura 14, se presentan con los resultados obtenidos de la medicion de la actividad

antibacteriana.
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Figura 14. Capacidad de inhibicdn de las dos muestras con respuesta antibacteriana

De las 14 muestras estudiadas en esta prueba, solo dos mostraron capacidad de inhibir el
crecimiento de algunas bacterias seleccionadas. La muestra de MN3-5 inhib6 el crecimiento de S.

epidermis; Klebsiella sp y S. enteridis, mientras que la muestra de MN3-4, fue capaz de inhibir a
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todas las cepas seleccionadas, excepto E. coliLas cepas bacterianas que MN3-5 pudo inhibir presentan
las siguientes caracteristicas: Klebsiella sp y S. enteridis son bacilos gram negativo y pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae; mientras que S. aureus es una bacteria coco gram positiva
perteneciente a la familia Staphylococcaceae. De las tres cepas, que MN3-5 pudo inhibir, S. aureus

presentd el halo de inhibicion mas grande.

Llama la atencion que a pesar de la amplia cantidad de reportes que indican la gran capacidad
inhibitoria de los biosurfactantes sobre S. aureus, adicional a su propiedad antiadhesiva, (Bharali y
Konwar, 2011; Madhu y Prapulla 2013; Hajfarajollah y col., 2014; Mnif y Ghribi, 2015b),
encontramos que esta inhibicion fue relativamente baja, de igual manera son los casos de las cepas
Klebsiella sp y S. enteridis cuando otros reportes indican que estos patégenos también son altamente
sensibles a estos compuestos (Pradhan y col., 2013; Ramachandran y col., 2014; Madhu y Prapulla
2013). Una posible explicacion podemos encontrarla en el trabajo de Hajfarajollah y col., (2014),
quienes reportaron tanto la capacidad antibacteriana de un lipopéptido producido por la bacteria
Propionibacterium Freudenreichii. En sus resultados, indican que este biosurfactante tiene la
capacidad de inhibir estas tres cepas, junto a otros patégenos, (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Rhodococcus erythropolis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Alternaria alternantherae, Salmonella typhimurium, y Klebsiella
pneumonia), sin embargo, una diferencia importante fue que el porcentaje de inhibicion sobre K.
pneumonia y S. typhimurium fue superior al 50% en concentraciones bajas de este biosurfactante (3,2
mg/ml), mientras que para el resto de patdgenos, se requirié del doble e incluso del triple de
concentracién para alcanzar el mismo rango de inhibicion. Esto es importante porque la sensibilidad
de la cepas gram negativas depende en gran medida de la concentracion del biosurfactante, ya que
por las propiedades constituyentes de la membrana de este grupo bacteriano, su inhibicion requiere
de una mayor concentracion de agentes antibacterianos, asi como del tipo de estructura de los mismos

(Bharali y Konwar, 2011).
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Con base en lo anterior y, sabiendo que la concentracién de los biosurfactantes producidos en
este trabajo fue insuficiente o deficiente, es posible que este biosurfacante en particular esta en
concentraciones por debajo de 3,2 mg/ml, y podemos suponer entonces que estamos en presencia de
un lipopéptido el cual presenta caracteristicas similares a los producidos por bacterias protebioticas,

como por ejemplo Lactobacillus lactis.

En el caso de MN3-4, todas las cepas bacterianas probadas, con excepcion de E. coli, mostraron
una respuesta inhibitoria. Al comparar el diametro de inhibicion entre las cepas, vemos que los
registros mas altos los encontramos en 3 cepas gram positiva (S. epidermis; S. aureus; Enterococcus
sp), mientras que la Gltima gram positiva (B. subtilis) mostré un pequefio halo de inhibicion. En
relacion a la cepas restantes, 3 de las cepas gram negativa registraron niveles de inhibicion altos
(Klebsiella sp., S. enteridis y P. aeruginosa) y las otras 2 mostraron niveles de inhibicion bajos (P.
vulgaris y Enterobacter sp.). Esto, adicional a la falta de inhibicion en E. coli, parece indicar que este
biosurfactante tiene menor efectividad antibacteriana sobre cepas gram negativa, con respecto a las
gram positiva.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Lotfabad y col, (2013), quienes demostraron que las
cepas gram positivas presentan una mayor sensibilidad con respecto a las gram negativas en presencia
de ramnolipidos. Sin embargo al comparar el reporte de estos investigadores con los resultados de los
niveles de inhibion sobre las cepas Klebsiella sp; S. enteridis y P. aeruginosa, asi como el bajo nivel
de inhibicion encontrado en B. subtilis los valores no concuerdan, Esto se debe a que, segun Ballot
(2009), la capacidad de inhibicién de los ramnolipidos varia por la composicion de la mezcla de los
mismos, y también se sabe que el tipo de ramnolipidos producido esta fuertemente influenciado por
la cepa bacteriana productora, la fuente de carbono utilizada y el mecanismo de produccién del mismo
(Lotfabad y col, 2013). Con base a lo anterior, podemos suponer gque estamos ante un ramnolipido

cuya composicion genera un comportamiento que no necesariamente concuerda con otros reportes.
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4.2, Actividad Antimicotica

En la figura 15, se observa la gréfica con los niveles de inhibicion de las cepas fungicas

utilizadas en este experimento.
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Figura 15. Capacidad de inhibicdn de las 6 muestras con respuesta antifungica

De las 14 muestras estudiadas en esta prueba, solamente seis fueron capaces de presentar la
capacidad de inhibir el crecimiento de algunas cepas fungicas seleccionadas. Nuevamente vemos que
la muestr MN3-4 muestra cierta actividad en la mayoria de los patdgenos seleccionados para este
estudio, con la excepcion de Fusarium sp., y un bajo nivel de inhibicion (0,10+0,03 cm?) en la cepa
A. niger. En el caso de las levaduras, Criptococcus sp., y Geotricum sp., presentan niveles de
inhibicion muy similares (0,50+0,26 cm? y 0,53+0,21 cm?, respectivamente) mientras que Candida
sp., muestra un nivel de inhibicion medianamente mayor (0,77+0,23 cm?). Finalmente tenemos que
la cepa con el mayor nivel de inhibicion fue Penicillium sp, donde méas que un halo de inhibicion, lo
reportado es la distancia desde el punto de siembra del biosurfactante y la cepa flngica, ya que fuera

de este punto de siembra no se observé crecimiento en ninguna de las 3 réplicas.

Los resultados encontrados por MN3-4, si bien no hay registros en relacion a Geotricum sp.,
y Criptococcus sp., la respuesta positiva en Candida sp., A. niger y Penicillium sp., son caracteristicas
de ramnolipidos, como indica Lotfabad y col, (2013). Los niveles de inhibicién dependeran de la

70



susceptibilidad de la cepa al biosurfactante, y del tipo de estructura que presente el ramnolipidos, ya
gue algunos presentan mejores propiedades antibacterianas que antifungicas (Lotfabad y col, 2013).
Esta informacién, unida a la actividad antibacteriana de esta muestra, nos permite llegar a la

conclusion que este biosurfactante es un ramnolipido.

En relacién a las levaduras, solamente 3 biosurfactantes mostraron capacidad de inhibicion
pero solo en la levadura, Criptococcus sp. Algo similar ocurre con las cepas de hongos, donde solo
se encontro inhibicion en Fusarium sp. También observamos que solo la cepa MN3-20, fue capaz de
presentar inhibicion tanto en Criptococcus sp., como en Fusarium sp., con resultados similares en
ambas cepas fangicas. Esta capacidad de poder inhibir tanto levadura como hongos filamentosos es
observada en biosurfactantes lipopeptidos y los bioemulsificantes. También sabemos que MN3-20,
se comporta mas como agente bioemulsificante por sus propiedades tensoactivas en aceite de oliva.
Sin embargo, este bioemulsificante no present6 ningun tipo de actividad antibacteriana, situacion que

no concuerda con los reportes utilizados hasta ahora para su identificacion (Mnif y Ghribi, 2015b).

Finalmente tenemos las cepas MR3-26 y MR1-25 muestran solo capacidad inhibitoria sobre
Criptococcus sp., mientras que las cepas BN1-1y MR2-18, presentan solo inhibicion sobre Fusarium
sp. En el caso de Criptococcus sp., esta reportado que es inhibido por biosurfactantes lipopeptidos,
mientras que para Fusarium sp., existen reportes de ser inhibido por bioemulsificantes (Liang y col.,
2014; Mnif y Ghribi, 2015b). Si comparamos esta informacion con los resultados obtenidos de la
tension superficial (Anexo IlI), podemos deducir lo siguiente: las cepas MR3-26 y BN1-1 son
biosurfactantes, mientras que las cepas MR1-25 y MR2-18, son bioemulsificantes. El hecho que
tengamos un grupo de agentes tensoactivos inhibiendo distintos organismos flngicos es una sefial
gue estamos ante compuestos diferentes. Sin embargo, ya que ninguno presentd actividad
antibacteriana, la cual est4d ampliamente reportada que actla de forma simultanea a la antifingica,

esto no nos permitio llegar a una identificacion mas concisa, ademas de lipopéptidos y
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bioemulsificantes. Para ello tendremos que comparar estos resultados con los obtenidos de los

géneros bacterianos.

Algo que podemos obtener de estos resultados es el descarte de ciertos biosurfactantes, como
lo son: surfactina, iturina, liquenisinas, micosubtilina, acidos grasos y fosfolipidos, los cuales son los
agentes dentro de los lipopéptidos y bioemulsificantes con mayor actividad tanto antibacteriana como

antifngica (Rodrigues y col., 2006; Olteanu y col., 2011; Liang y col., 2014; Mnif y Ghribi, 2015b).

5. Identificacion del género bacteriano y carga ionica del BS/BE

En la Tabla 8 que se presenta a continuacion tenemos los posibles géneros bacterianos
identificados a partir de las pruebas bioquimicas realizadas en este trabajo, junto con el posible
biosurfactante que produce dicho género de acuerdo a la bibliografia consultada, y la carga i6nica

gue presenta cada uno de estos, asi como el biosurfactante determinado o identificado.

Por los resultados de las propiedades tensoactivas de estos compuestos, sabemos gue de los
14 biosurfactantes encontrados, 10 son bioemulsificantes y 4 son biosurfactantes. Al juntar esta
informacion con la identificacidn de las cepas bacterianas hasta nivel de género, se esperaba conocer
el tipo de biosurfactante producido, ya que como se ha mencionado en varias ocasiones, el tipo de

biosurfactante depende del microorganismo que lo produce.

Tabla 8. Géneros bacterianos de las cepas con potencial de produccion, la medicion de la carga iénica de los biosurfactantes
producidos por las mismas y la identificacién del mismo

Aislados bacterianos Genero seleccionado Cargar iénica (ADD) Biosurfactante identificado
ER3-11 Pimelobacter No idnico Bioemulsificante
BR2-26 Neisseria Anionico Sin identificar
MN3-5 Enterobacter No iénico Exopolisacarido
MR3-26 Flavobacterium Anionico Flavolipido
MR1-25 Staphylococcus Cationico Lipopeptido
BN1-1 Streptococcus Anionico Sin identificar
MR3-20 Aeromona Cationico Proteina
BR1-15 Hydrogenophaga No iénico Polihidroxialcanoatos
MN2-16 Alcaligenes No ionico Emulsan
MN3-4 Pseudomona aeruginosa Anionico Ramnolipidos
MN3-1 Serratia No iénico Bioemulsificante

MR2-18; MR3-27; BR2-14 No se pudo identificar
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Para llegar hasta una identificacion del tipo de biosurfactante y bioemulsificante producido,
se compard la bibliografia de los géneros bacterianos identificados, junto con la carga ionica del
compuesto producido y y la actividad antimicrobiana. Con esta informacion, pudimos llegar hasta la
identificacion del compuesto producido por las cepas MR3-26; MR1-25; MN3-5; BN1-1; MR3-20.
Es importante encontramos actividad en aisldos que normalmente no producen la mismas y aislados
que se tienen reportes de dicha actividad mas no la presentaron en los niveles esperados. Sin embargo,
al saber que esta depende de las condiciones de cultivo, los microorganismos que la producen y su
composicion final, no se descarta la posibilidad de que esta informacién no haya sido reportada en la
literatura. También se pudo confirmar el biosurfactante producido por algunos de los métodos
cualitativos, como en el caso de la cepa MN3-4 que es capaz de producir ramnolipidos, y que se pudo

corroborar en la prueba de placas de Agar Azul con CTAB (Siegmund | y Wagner F, 1991).

Uno de los problemas que se encontrd a medida que se avanz6 en la identificacion mediante

pruebas bioquimicas, es que, como se puede ver en la tabla 9, en algunas ocasiones varios géneros se

ajustan a la descripcion encontrada en las bacterias aisladas.

Tabla 9. Potenciales géneros bacterianos que coinciden con los resultados obtenidos de las cepas bacterianas de interes

Aislado Bacteriano Potenciales Géneros bacterianos Posibles Biosurfactantes Referencia

Arthrobacter Lipopeptido Mnif y Ghribi, 2015b

ER3-11 Cellulomonas Ramnolipido Wang y col., 2014

Pimelobacter* Bioemulsificante Saisa-ard y col., 2014

MN3-5 Salmonella No identificado Rossi y col., 2016
Enterobacter Exopolisacaridos Mnif y Ghribi, 2015b

BR1-15 Axobacter Polihidroxialcanoatos Pappachan, 2001

Hydrogenophaga* Polihidroxialcanoatos Pappachan, 2001

Ewingella - -

MN2-16 Pantoea Glucolipido Smith y col., 2016

Serratia Bioemulsificante lipopeptido Al-Mullan, 2010
Alcaligenes Emulsan Mnif y Ghribi, 2015b

MN3-1 Serratia Bioemulsificante lipopeptido Al-Mullan, 2010
Methylobacterium Ramnolipidos Vyas y Dave, 2016

*Género seleccion para la identificacion del biosurfactante

Afortunadamente, a través del comportamiento especifico de varios biosurfactantes y los

resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana, podemos deducir cual es el que presenta un
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mayor potencial de ser producido a partir de estos aislados bacterianos. Tomemos el caso de la cepa
ER3-11, la cual puede presento tres posibles géneros debido a su comportamiento en las pruebas
bioquimicas. Por los resultados obtenidos en los valores de la tension superficial y en la carga idnica,
sabemos que el posible género es Pimelobacter, el cual produce un bioemulsificante. Lo mismo
aplicaria para las cepas BR2-26 y MN3-5. En el caso de la ausencia de la actividad antimicrobiana se
tuvo dependi6 exclusivamente de los resultados de las propiedades tensoactivas para su

identificacion, como es el caso de las cepas MN3-1 y MN2-16.

Sin embargo, hubo algunas cepas como la MR2-18, BR2-14, MR3-27, que tras llegar al género
y ver qué tipo de biosurfactante producian, no se pudieron identificar, debido a que tanto los
resultados no coincidian con los biosurfactantes producidos por los potenciales géneros bacterianos,

lo que sugiere que podria haber un error en la identificacion del género bacteriano.

Si bien no se logré una identificacion completa de los 14 potenciales biosurfactantes, se logré
llegar a la identificacion de al menos 11 compuestos. Sin embargo, existen una serie de desventajas
al tratar de identificar una cepa bacteriana solo por su respuesta a las pruebas bioguimicas, como Uno
en ocasiones no todos los laboratorios cuentan con todos los elementos necesarios para poder llevar
a cabo el namero de pruebas necesarias para diferenciar correctamente unos géneros bacterianos de
otros, lo cual lleva a un segundo problema que es una sola cepa puede corresponder a mas de un
género bacteriano. Adicionalmente, se corre el riesgo que, algunas cepas bacterianas cambian su
comportamiento ante las pruebas bioquimicas de acuerdo al tiempo de incubacion y/o la edad del

aislado bacteriano.

6. Estudio del efecto del tiempo en la produccién de BS/BE

Para este ensayo se seleccionaron cutro cepas que, por su comportamiento en las pruebas de
seleccion y los registros de SFT, se clasifican de la siguiente manera: MR1-25 y MN3-4, son cepas

productoras de biosurfactantes; mientras que BR2-26 y MN3-1 son cepas productoras de
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bioemulsificantes. Una vez cumplido el tiempo de inoculacién se procedié a realizar las pruebas
cualitativas y cuantitativas, para determinar la influencia del tiempo de incubacion sobre la

produccidn de estos compuestos al comprar los resultados de los tres dias con los de siete dias.

En las figuras 16 y 17, se muestran los indices de emulsificacion, las cuales representan las
cepas productoras de biosurfactantes, mientras que en las figuras 18 y 19, representan los indices de

emulsificacion encontrados en las cepas productoras de bioemulsificantes.

En los resultados de las figuras 16 y 17, observamos que a los tres dias los indices de
emulsificacion de ambas cepas en presencia de glucosa son mas estables por periodos de tiempo mas
largos que a los siete dias, mientras que en presencia de aceite de oliva, la estabilidad de la espuma
se mantuvo a lo largo del experimento, para ambos periodos de incubacion. Esto parece indicar que
en presencia de aceite de oliva para periodos de tiempo cortos, la produccion de agentes
emulsificantes serd mayor que la encontrada en glucosa, resultados similares a los encontrados por
Gholamreza y col., (2007) y Sathe y col., (2012). También podemos ver que en ambas cepas las
muestras con acetato de sodio solo mostraron emulsificacion a los siete dias, indicando tal vez que se
requiere de periodos de tiempo mas largos con fuentes de carbono pobres para la produccién de

biosurfactantes.

La principal diferencia entre ambos biosurfactantes es que mientras que en la cepa MR1-15
los valores de los indices de emulsificacion mas altos se registraron en las muestras de los siete dias
de glucosa y aceite de oliva, mientras que la cepa MN3-4 present6 los valores mas altos bajo las
mismas fuentes de carbono a los tres dias. Esto es solo un indicador que estamos ante dos
biosurfactantes distintos, por lo que sus requerimientos de produccion son diferentes, y por ende, no

presentaran el mismo comportamiento aun en condiciones de produccién similares.
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Indice de emulsificacion de MR1-25
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Figura 16. Actividad emulsificante de la cepa MR1-5 bajo las cuatro fuentes de
carbono a los 3y 7 dias de inoculacién.

Figura 17. Actividad emulsificante de la cepa MN3-4 bajo las cuatro fuentes de
carbono a los 3y 7 dias de inoculacién.
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Figura 19. Actividad emulsificante de la cepa MN3-1 bajo las cuatro fuentes de
carbono a los 3y 7 dias de inoculacion.
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Los resultados de la cepa MR1-25 en glucosa, presentan un comportamiento similar al
reportado por indica Bonillay col., (2004), ya que en el tiempo de incubacion a los tres dias, las cepas
aun se encuentran entre la fase exponencial y la fase estacionaria, las cepas aun estan produciendo
agentes emulsificantes para mejorar el acceso a la fuente de carbono. Por otra parte, en presencia de
aceite de oliva, por ser un compuesto hidrofébico, las cepas buscaran producir mas agentes
emulsificantes que ayuden en la solubilizacion de esta fuente de carbono (Ron y Rosenberg, 1985),
ademas existen trabajos donde la presencia de compuestos hidrofébico, mejoran las condiciones de

produccidn de biosurfactante (Prats y col., 2008; Zhou y col., 2015).

En el caso de la cepa productora MN3-4, ha sido identificada como P. aeruginosa y
productora de ramnolipidos, se espera gque en presencia de aceite oliva, presente una alta capacidad
de produccir agentes emulsificantes en compracion con la glucosa, como ya se ha confirmado en otros

trabajos (Simy col., 1992; Makkar, Cameotra y Banat, 2011).

En las figuras 18 y 19, tenemos los resultados de los indices de emulsificacion encontrados
en las cepas productoras de bioemulsificantes. Una caracteristica que presentan ambas cepas es que
a diferencia de las cepas productoras de biosurfactantes, los valores de los indices de emulsificacion
en las muestras del aceite de oliva a los tres dias estan por debajo de los valores encontrados a los
siete dias. Esto parece indicar que para generar agentes emulsificantes eficientes ante fuentes de

carbono insolubles, se requieren periodos de tiempo mas largos.

Una posible explicacion a este comportamiento es que cuando las bacterias producen
bioemulsificantes en presencia de compuestos hidrofébicos, no los liberan directamente al medio
extracelular, sino que estan unidos a la membrana de la bacteria, aumentando la hidrofobicidad y
permitiéndole asi poder unirse a las gotas del sustrato hidrofébico, mejorando de esta forma su
acceso. Cuando se agotan los elementos nutricionales de la gota, la bacteria se separa de la misma
mediante la liberacion del bioemulsificante de la membrana y de esta manera queda libre en el medio

de cultivo y aumenta su concentracion en el tiempo.
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Es muy posible que a los tres dias de incubacion, la concentracion del bioemulsificante sea
menor, puesto que atn queda fuente de carbono diponible y los bioemulsificantes no se han separado
de la membrana bacteriana y por ello la concentracion a nivel extracelular es menor. Este proceso

también ocurre con los biosurfactantes, aunque es mas caracteristico de bioemulsificantes.

En las muestras con glucosa y acetato de sodio como fuentes de carbono, es donde
encontramos los primeros indicios de que estamos ante dos bioemulsificantes distintos. Mientras que
en la cepa BR2-26, los valores de glucosa de los siete dias son mucho mas altos que a los tres dias,
los valores registrados en la cepa MN3-1 en esta fuente de carbono son muy similares en ambos
periodos de incubacion, lo que hace suponer que este agente emulsificante trabaja muy bien con esta
fuente de carbono, independientemente del tiempo de incubacién (Bonilla y col., 2004; Morita y col.,
2007; Vaslleva-Tonkova y Gesheva 2007; Nasrin y col., 2007; Chakraborty y col., 2014; Zhou y col.,
2015). Por otro lado, en el caso del acetato de sodio, vemos que la cepa BR2-26 muestra actividad
emusificante en ambos periodos de incubacidn, mientras que MN3-1 solo la presenta a los tres dias.
Esto sefiala la importancia de como la produccion del compuesto de interes es altamente dependiente
de los requerimientos necesarios de las cepas productoras, ya gque la produccion varia de acuerdo al

microorganismos Y la fuente de carbono utilizado

En referencia a la fuente de carbono Gasoil, como se pudo ver en las figuras 16, 17, 18 y 19
no se formaron emulsiones en ninguna de las muestras y en ninguno de los tiempos, por lo que se

considera que esta fuente de carbono no es idonea para este experimento con las cepas seleccionadas.

La figura 20, se muestra la grafica conlos resultados de la prueba de BATH. En esta prueba
todas las cepas fueron capaces de mostrar cierto grado de adherencia, al menos en una fuente de
carbono en el tiempo de incubacion de tres dias, mientras que en las muestras de siete dias, solo se
observaron en dos cepas y sus valores estan por debajo de los registrados en las muestras de tres dias

de incubacion.
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Resultados de BATH 3 vs 7 dias
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Figura 20. Grado de adherencia de las cepas en la prueba de BATH bajo las cuatro fuentes de carbono a los 3y 7 dias
de inoculacion.

Tomando en cuenta que la capacidad de adherencia de las bacterias depende en gran medida
del ciclo celular, es posible que durante el crecimiento bacteriano, se presente una mayor capacidad
de adherencia a las fuentes de carbono. Otro aspecto que podemos observar es que esta prueba no
establece una clara distincion entre biosurfactantes y bioemulsificantes, debido a que las respuestas
mas altas se encuentraron en una cepa de cada tipo de agente tensoactivo. No obstante, se observo
que ambas cepas productoras de bioemulsificantes presentaron cierto grado de adherencia por tres
fuentes de carbono: Glucosa, Acetato de Sodio y Aceite de Oliva, mientras que ambos biosurfactantes

tuvieron la capacidad de adherencia al acetato y en el caso de MR1-25, a la glucosa.

Si comparamos los resultados de la cepa BR2-26 de la figura 20, con los encontrados en la
figura 18, podemos ver una relacion entre estos resultados. Los niveles del indice de emulsificacion
son altos en aceite de oliva, mientras que el indice de hidrofobicidad es bajo. Esto queda explicado
por lo mencionado respecto a la liberacion de los bioemulsificantes. Por otro lado, los registros mas
altos de esta cepa en el porcentaje de adherencia en glucosa, mientras que los niveles del indice de

emulsificacion son menores en esta fuente de carbono. Esto puede deberse a que la glucosa, al ser
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una fuente soluble y de facil acceso a los microorganismos, estos no liberan inmediatamente los
biosurfactantes al medio extracelular, sino hasta que la bacteria alcanza cierto grado de saturacion

sobre su propia membrana (Rosenberg y Rosenberg 1985).

Para la cepa MR1-25, al encontrarse aln en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano,
en presencia de fuentes de carbono solubles, aiin no han liberado suficiente biosurfactante en el medio
que altera la hidrofobicidad de la membrana bacteriana y por lo tanto, le da cierto grado de adherencia

por lo hidrocarburos.

Los resultados obtenidos por la cepa MN3-4, identificada como P. aeruginosa, muestra un
comportamiento similar al reportado por Ron y Rosenberg, (1985) quienes indicaron que cuando esta
cepa crece en medios ricos, no presenta altos niveles de adherencia en los resultados de la prueba
BATH. Por otro lato, a cepa MN3-1, ya que el género bacteriano identificado es Serratia, estos
resultados tienen mucho sentido, ya que esta cepa es muy reconocida por sus altos indices de
hidrofobicidad en cultivos que se acercan a la fase estacionaria (Putri y Cameotra 1997; Rosenberg,

2006).

En las figura 21 y 22 se presentan las graficas con los resultados de las pruebas de Parafil y
DC a los tres y siete dias. Se comparan los resutlados de ambas graficasya que ambas detectan la

presencia de biosurfactantes de acuerdo a su alta “mojabilidad”
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Figura 21. Grado de repuesta de las cepas en la prueba de Parafilm bajo las cuatro fuentes de carbono a los 3y 7 dias

de inoculacién.
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Resultados en DC 3 vs 7 dias
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Figura 22. Grado de repuesta de las cepas en la prueba de DC bajo las cuatro fuentes de carbono a los 3 y 7 dias de
inoculacion.

En los resultados reportados en ambas figuras tenemos el comportamiento de los
biosurfactantes y bioemulsificnatesa nivel interfacial. Lo que se encuentra en ambas graficas es como
la cepa MR1-25 muestra mejores resultados en presencia de glucosa y aceite de oliva a los tres dias
que a los siete dias, con excepcion de aceite de oliva en DC donde el comportamiento se invirtio. Por
otra parte la cepa MN3-4 mostro respuestas de niveles altos para ambas fuentes de carbono en ambos
periodos de incubacidn, destacando que el aceite de oliva presento niveles de respuesta alto para
ambas pruebas, mientras que en presencia de glucosa Parafilm mostro respuesta intermedia (2),
resultados que se invierten en la prueba de DC. Adicionalmente encontramos que solo se pudo
detectar un tipo de respuesta en presencia de acetato de sodio en MN3-1 en DC, mientras que MR1-

25 mostro esta respuesta en ambas pruebas, sin diferencia en ambos periodos de incubacion

Estos resultados indican que dependiendo de la cepa productora de biosurfactantes, mas que
periodos largos de tiempo, se pueden trabajar con periodos de tiempos de inoculacién mas cortos y
en estos se puede llegar a ver mejores resultados, ya que la produccion del biosurfactante se inicia en
la fase estacionaria. En presencia de fuentes de carbono insolubles esta fase estacionaria es mas larga,
pues no se puede acceder a esta fuente de carbono directamente, por lo que la produccion de
biosurfactante puede llegar a ser mucho mas temprana y de alta concentracion, como se aprecia en la

cepa MR1-25.
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En el caso de las cepas productoras de bioemulsificantes, encontramos que estas en presencia
de fuentes de carbono solubles solo son capaces de mostrar respuestas de nivel alto (3) en los
resultados de siete dias de incubacion para ambas pruebas, mientras que en presencia de aceite de
oliva los niveles de respuesta mas altos fueron encontrados en el periodo de incubacion de siete dias.
Esto puede indicar que en fuentes de carbono solubles las cepas productoras de bioemulsificantes
requieren un periodo de incubacién mucho mayor para tener una mayor concentracion del compuesto
que les permite generar cambios a nivel interfacial. Sin embargo, en presencia de una fuente de
carbono insoluble, como es el caso del aceite de oliva, no requieren de tanto tiempo para su

produccion, y en largos periodos de tiempo solo aumentan la concentracion del compuesto.

Algo que llama la atencién al comparar ambas pruebas es tanto los niveles de respuesta, como
el hecho de que una prueba se observan resultados positivos que la otra prueba no detecta. Sabemos
gue ambas pruebas son capaces de detectar los agentes tensoactivos generados por los cambios en la
tension interfacial, de ser asi ¢Por qué no presentan el mismo comportamiento? Esto puede deberse a
gue mientras una prueba presenta una menor concentracion de biosurfactante para su deteccion, la

otra puede presentar una mayor sensibilidad al compuesto producido.

En este sentido, Youssef y col., (2004) han explicado que el método de DC requiere de cierta
concentracién para generar resultados positivos, pero no se ha encontrado informacién de este tipo
para la prueba de Parafilm, y en nuestro caso, viendo los resultados hasta ahora, parece indicar que la
prueba de Parafilm no requiere de concentraciones tan altas como en DC para mostrar resultados
positivos. Ahora bien, en el caso la capacidad de detectar compuestos tensoactivos, podemos ver que,
incluso a bajas respuestas, el DC puede detectar la presencia de biosurfactantes que en algunos casos
no se detectaron en la prueba de Parafilm situacion mostrada en la figura 23 para las cepas MN3-1y
MN3-4. Un ejemplo similar podemos encontrarlo en el trabajo de Morita y col., (2007), quien al
crecer la misma cepa bajo distintas fuentes de carbono y las mismas condiciones de crecimiento,

obtuvo resultados distintos en la prueba de Parafilm. Esto se debe a que la composicion quimica el
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biosurfactante varia con la fuente de carbono utilizada. Con esta informacion se puede sugerir
entonces que, si bien la deteccion de biosurfactantes es mas dependiente de la concentracion del
mismo, la prueba de DC es mas sensible a las distintas composiciones quimicas que presente el

biosurfactante con respecto a la prueba de Parafilm.

En la figura 23, estan los resultados de la prueba de OSM. Como podemos ver, hay un
comportamiento muy distintivo entre las cepas MR1-25 y MN3-4 productoras de biosurfactantes y

las cepas BR2-26 y MN3-1, productoras de bioemulsificantes.

Resultados de OSM 3 vs 7 dias
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Figura 23. Capacidad de dispersion de todas las cepas en la prueba de OSM bajo las cuatro fuentes de carbono a los
3y 7 dias de inoculacion.

Las cepas productoras de biosurfactantes presentaron un halo de dispersién mas grande en
las muestras de glucosa a los tres dias, que a los siete dias. Para el acetato de sodio, en ambas cepas
se logrd ver un halo de dispersién, con la diferencia que a los tres dias la cepa MN3-4 mostr6 una
respuesta mayor, mientras que la cepa MR1-25 mostré una mayor capacidad de dispersién, pero esta
fue menor que la registrada a los siete dias. El resultado mas importante es el encontrado en las
muestras de aceite de oliva, en donde la cepa MR1-25 mostr6 una capacidad de dispersion de 2,2 +
0,3 cm?, entrando a un nivel de respuesta muy alto (++++), mientras que a los siete dias, se observo

muy poca dispersion de aceite (0,3 cm? Anexo 1), resultados que concuerdan con lo reportado por
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Velioglu y Urek, (2014). La cepa MN3-4, si bien presenta una dispersion de repuesta de nivel muy
alto (++++) (Anexo IV) con un halo de didmetro también de 2,2 + 0,1 cm? y su mejor respuesta fue
a los siete dias, con un halo cuyo diametro fue de 5,7 + 0,45 cm?, superando asi los niveles

establecidos para esta prueba (>++++) (Anexo V).

Este descenso en los resultados de OSM a los siete dias en presencia de glucosa y en el caso
de la cepa MR1-25, en aceite de oliva se debe a la degradacion del biosurfactante en el medio.
Recordemos que la prueba de OSM esta correlacionada con la concentracion del biosurfactnte
(Morikawa y col., 2000; Youssef y col., 2004; Madhu y Prapulla 2013), por lo que podemos suponer
que la concentracion del biosurfactante es menor a los siete dias que a los tres dias. Varios
investigadores (Sathe y col., 2012; Bonila y col., 2005; Colla y col., 2010) han reportado como en
periodos largos de tiempo en presencia de fuentes de carbono solubles, cuando la misma empieza a
escasear, las bacterias optan por consumir los biosurfactantes, ya que estos también cumplen con el
papel biolégico de suministrar energia en condiciones estresantes. Adicionalmente tenemos la
informacion de los otros métodos utilizados. La cepa MR1-25 mostro un descenso significativo en el
indice de emulsificacidn, en la prueba de Parafilm y en DC en los resultados de siete dias respecto a
los de tres dias. Por otro lado, si bien la cepa MN3-4 mostré un descenso en la concentracion de
biosurfactante en glucosa, presencia de aceite de oliva aument6 la concentracion. Esto nuevamente
puede atribuirse a los tipos de biosurfactantes que se estan produciendo, ya que existen reportes de
que si bien P. aeruginosa es capaz de producir biosurfactante en presencia de aceite de oliva en etapas
tempranas de la curva de crecimiento, también es capaz de mantenerse estable por largos periodos de
tiempo (Makkar, Cameotra y Banat, 2011; Mercade y col., 1993; Thaniyavarn y col., 2006, Xia y

col., 2012; Gunther y col., 2005).

Ahora bien, en los resultados obtenidos de las cepas productoras de bioemulsificantes,
encontramos un comportamiento totalmente distinto. Estas cepas muestran un halo de dispersion

mayor en los ensayos de siete dias que en los de tres dias de incubacion, en presencia de ambas fuentes
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de carbono solubles. Sin embargo, en presencia de aceite de oliva, la cepa BR2-26 mostr6 un didmetro
de dispersion menor a los siete dias (0,23+0,14) que a los tres dias (0,70+0,17), mientras que la cepa
MN3-1 presentdé comportamiento muy similar en ambos periodos de incubacién, confirmando que

estamos ante dos compuestos de distinta naturaleza

Debemos recordar que los bioemulsificantes son deficientes como agentes tensoctivos, por
lo que su capacidad para reducir la tension superficial es baja. En estos resultados vemos que la
concentracion de los bioemulsificantes en presencia de fuentes de carbono solubles a los tres dias, no
es lo suficientemente alta como para generar cambios significativos en los valores de tension
superficial y este fendbmeno se aprecia mas en esta prueba, y en los resultados de las figuras 22 y 23.
Por otro lado, en presencia de aceite de oliva, al ser una fuente insoluble, permite una produccion
temprana de agentes emulsificantes en fases tempranas de crecimiento bacteriano, y por ello se
registran valores altos a los tres dias. La diferencia en los resultados segun la fuente de carbono
utilizada puede atribuirse a que son bioemulsificantes distintos producidos por dos diferentes
microorganismos, uno perteneciente al género de Serratia, conocido no solo por producir
bioemulsificante en presencia de aceite de oliva en etapas tempranas de crecimiento sino también
mantener su concentracion posterior a la fase de crecimiento estacionaria (Rosenberg y Rosenberg

1985; Putri y Cameotra 1997; Rosenber y col., 2006; Al-Mulla 2010;)

Finalmente, tenemos los resultados relacionados a la medicion de la tension superficial

respecto de los tres dias a los siete dias que se observan en la gréafica de la figura 24.

Lo primero que podemos observar es que como lo discutido en las figuras 21, 22 y 23 en
relacién a las cepas BR2-26 y MN3-1 productoras de bioemulsificantes es confirmado por la medicion
de la tension superficial. A los tres dias las cepas no fueron capaces de producir suficiente compuesto

como para generar variaciones en la tension superficial, mientras que por el tipo de bioemulsificante
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producido por la cepa MN3-1, esta es solo capaz de mostrar cambios significativos en periodos cortos

de tiempo en presencia de aceite de oliva.

Resultados SFT 3 vs 7 dias
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Figura 24. Medicion de tension superficial (SFT) bajo las cuatro fuentes de carbono a los 3 y 7 dias de inoculacion.

En cambio, en relacién a las cepas MR1-25 y MN3-4 productoras de biosurfactante, estas
requieren de periodos cortos de tiempo en presencia de fuentes de carbono solubles, mientras que el
incremento en la tensién superficial a los siete dias puede deberse a la degradacion de las moléculas

del biosurfactante (Colla y col., 2010; Suresh y col., 2007).

La principal diferencia de esta grafica con las anteriores es que aparentemente en presencia
de aceite de oliva la cepa MR1-25 no es capaz de comportarse como agente tensoactivo, sino mas
bien como agente bioemulsificante, que solo fue capaz de generar una ligera disminucién de la tension
superficial en periodos largos de tiempo. Situacién similar fue también reportado por Desai y Banat
(1997); Saimmai y col., (2012b); y Zhou y col., (2015) quienes indicaron que en presencia de fuentes
de carbono solubles algunos biosurfactantes presentan una mayor actividad como agentes
tensoactivo, que en presencia de fuentes de carbono hidrofébicas. Ademas, por las propiedades de los
ramnolipidos presentes en la cepa MN3-4, le permite comportarse como un buen agente tensoactivo

en presencia de ambos tipos de fuentes de carbono, aunque puede verse que, al igual que la cepa
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MR1-25 prefiere las fuentes de carbono solubles como agente tensoactivo en periodos cortos de

tiempo.

Para comprobar que efectivamente el tiempo ejerce un efecto sobre la produccién de
biosurfactantes, se realizd un analisis de ANOVA factorial utilizando los valores de la tension
superficial a los tres y siete dias. Debido a que el nimero de replicas fue muy bajo en comparacion al
utilizado en el ANOVA de una via, se decidié analizar el efecto del tiempo bajo 3 supuestos: efecto
del tiempo sobre la fuente de carbono; efecto del tiempo sobre las cepas seleccionadas; y efecto de la

fuente de carbono sobre las cepas seleccionadas.

Segun los resultados del analisis de varianza del tiempo sobre la fuente de carbono (ANOVA
factorial; F=0,5278, df=24; p>0,005, p=0,667430) y sobre las cepas selccionadas (ANOVA factorial;
F=0,1290, df=24; p>0,05, p=0,941964), indicd que las diferencias obtenidas entre las medias de la
tension superficial no son significativas. En las pruebas a posteriori (figura 25 y 26) comprobamos

gue no existe una diferencia significativa entre ninglina de las medias (n= 32; p>0,05).

Fuentes de Carbono*Tiempo; LS Means
Current effect: F(3, 24)=,52782, p=,66743
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 25. Comparacion de las medias de la tension superficial en los dos periodos de tiempo bajo las distintas fuentes
de carbono.
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Tiempo*Cepas, LS Means
Current effect: F(3, 24)=,12896, p=,94196
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 26. Comparacion de las medias de las medias de la tensién superficial en los dos periodos de tiempo de
las cepas seleccionadas.

Sin embargo al estudiar del efecto del tiempo bajo el supuesto de la relacion entre la fuente de
carbono y las cepas seleccionadas, el analisis de varianza (ANOVA factorial; F=3,083, df=16; p<0,0,

p=0,023906).

En el andlisis a posteriori (figura 27), encontramos que podemos separar las cepas de acuerdo
a si son productoras de bioemulsificantes (BR2-26 y MN3-1) y productoras de biosurfactantes (MR1-
25y MN3-4). Adicionalmente vemos que el comportamiento de las cepas varia de acuerdo a la fuente
de carbono utilizada, donde las cepas BR2-26 y MN3-1 solo pueden diferenciarse por los resultados
encontrados bajo el aceite de oliva (n=32; a>0,05; ¢>0,05; f<0,05). Adicionalmente, la cepa BR2-26
solo puede diferenciarse de la cepa MR1-25 en los resultados de glucosa (n=32; b<0,05) y de la cepa

MN3-4 en los resultados de glucosa y aceite de oliva (n=32; e<0,05; f<0,05).

En el caso de las cepas BR2-26 y MN3-1, ninguna de estas cepas fue capaz de reducir
eficientemente la tension superficial para glucosa en tres dias, pero si en siete dias. Finalmente solo
la cepa MN3-1 fue capaz de mostrar un comportamiento reductor de la tension superficial en aceite

de oliva, que la diferencia de la cepa BR2-26. Esta particularidad de ser malos o poco reductores de
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la tension superficial es caracteristica de los bioemulsificantes, y en algunos casos, dependiendo del

sustrato pueden producir medianamente surfactantes en periodos cortos de tiempo. Esto confirma la

diferencia en la clase de biosurfactante de ambas cepas.

CepastFuentes de Carbono; LS Means
Current effect: F(9, 16)=3,0829, p=,02391
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 27. Comparacion de las medias de la tension superficial de las cepas seleccionadas en los dos periodos de

tiempo bajo las distintas fuentes de fuentes de carbono.

MN3-1

| —8— Fuentesde Carbono

Glucosa

| —&- Fuentesde Carbono

Acetato

—$— Fuentes de Carbono
Gasoil

—L— Fuentes de Carbono
Oliva

Por otro lado, al estudiar el comportamiento de las cepas restantes, vemos que MR1-25, puede

diferenciarse sin problemas de las otras cepas bajo glucosa, excepto en el caso de la cepa MN3-4

donde solo puede diferenciarse en los resultados de aceite de oliva. Este comportamiento también

puede observarse en la cepa MN3-4, es decir, solo los resultados en glucosa y oliva permiten

diferenciarla de las otras cepas. Asi al enfocarnos en la curva de glucosa podemos ver que las dos

cepas productoras de biosurfactantes MR1-25 y MN3-4 tienen una cierta similitud en su

comportamiento, pues los biosurfactantes son los Gnicos que fueron capaces de disminuir la tension

superficial en presencia de esta fuente de carbono, mientras que los resultados en aceite de oliva,

indican que estamos ante dos compuestos tensoactivos distintos.

89



Adicionalmente, se destaca que las fuentes de carbono acetato de sodio y gasoil no son iddneas
para la produccién de estos compuestos, por eso, independientemente del tiempo de inoculacion
seleccionado, el resultado siempre sera el mismo y las medias para las cuatro cepas presentan una alta

similitud.

En resumen, con este analisis de varianza se explica lo observado en los métodos cualitativos, los
biosurfactantes prefieren las fuentes de carbono solubles para periodos de tiempo cortos (1-4 dias),
mientras que el uso de fuentes insolubles es preferida para periodos de tiempo mas largos (5-7 dias)
que equivalen a un aumento en la concentracion de biosurfactante (Batista y col., 2006). Mientras
que, cuando las sepas se inoculan en presencia de fuentes de carbono solubles, los bioemulsificantes
requieren de periodos de tiempo mas largos, mientras que en presencia de fuentes de carbono
hidrofdbicas no dichos tiempos de incubacion pueden ser mas cortos. Por supuesto todos estos
parametros estan sujetos a las cepas seleccionadas para el estudio de la produccion de los compuestos

tensoactivos.

Ahora, si comparamos los resultados obtenidos de los métodos cualitativos con los resultados
estadisticos, surge la pregunta ¢por qué a pesar de encontrar tanta diferencia en los experimentos de
deteccion cualitativa, no se encontr6 un efecto del tiempo sobre la produccion de
biosurfactantes/bioemulsificantes en los resultados estadisticos, y mas aln cuando existen varios
reportes que sefialan los efectos del tiempo sobre la produccion? La respuesta la podrianmos

encontrarla al considerar la concentracion micelar critica (CMC).

Si recordamos las propiedades funcionales de la actividad superficial de los biosurfactantes,
sabemos que estos tienen la capacidad de reducir los valores de la tension superficial y alcanzar la
CMC a concentraciones mas bajas que las requeridas por los surfactantes. Ahora, si recordamos la
figura 2 del marco tedérico vemos que una vez que las moléculas surfactantes alcanzan la
concentracion minima necesaria para la formacion de las micelas, se obtiene el maximo valor en la

disminucién de la tension superficial y este se mantiene constante a lo largo del tiempo. Por lo tanto,
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podemos decir en base a esta informacion que, utilizando solo los datos de la medicién de la tension
superficial, y suponiendo que nuestras cepas alcanzaron la CMC en etapas tempranas del crecimiento
bacteriano, entonces no veremos diferencias significativas en los efectos del tiempo sobre la

produccidn de biosurfactantes.

Reportes similares podemos verlos en los trabajos de Pathak y Keharia (2014), quienes utilizando
un medio minimo suplementado con glucosa, en un periodo de incubacion de veinticuatro horas
registraron los valores mas bajos de la tension superficial, y estos se mantuvieron constantes por un
periodo de incubacion de ciento veinte horas, que equivalen a cinco dias. Solo pudieron hacer
seguimiento al realizar diluciones durante la inoculaciény luego la medicion de la tensién superficial.
Destacando que tras haber cumplido las cuarenta y ocho horas de inoculacién se detectdé una
disminucidon en la concentracion del biosurfactante, pero los registros de la tension superficial se
mantuvieron constantes. Lo cual corrobora que efectivamente no se requieren de altas
concentraciones de biosurfactante para alcanzar la CMC. También se aprecié un comportamiento
similar en la actividad emulsificante, es decir, hasta las cuarenta y ocho horas fue incrementando
junto con la concentracion de biosurfactante y posteriormente comenzé a descender. Otros trabajos
presentan resultados similares reportan bajos registros de la tension superficial poco tiempo de
iniciada la inoculacion y se mantuvieron constantes en el tiempo. (Gunther y col., 2005; Oliveira y
col., 2006; Suresh y col., 2007; Gholamreza y col., 2007; Sathe y col., 2012; Amani y col., 2013;

Liang y col., 2014).

Para la produccién de biosurfactantes, el uso de tiempos de produccién prolongados es
altamente dependiente de la fuente de carbono escogida, ya que de exceder el tiempo requerido para
alcanzar una produccién Optima de este compuesto, se corre el riesgo de que se agote tanto la fuente
de carbono, como el nitrégeno y los lipidos, y esto a su vez puede llevar a que el biosurfactante

cumpla con uno de sus roles dentro de la fisiologia bacteriana, que es actuar como sustituto del
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sustrato, siendo consumido por la bacteria y disminuyendo su concentracion, como pudo haber

ocurrido en este trabajo, en presencia de glucosa.

Sin embargo, no se puede decir lo mismo de los bioemulsificantes, ya que segun los
resultados en presencia de fuentes de carbono solubles estos requieren de un mayor tiempo de
incubacion para que su produccion alcance una concentracion suficientmente alta que permita
observar cambios en la tension superficial/interfacial. Si bien los bioemulsificantes no son conocidos
por sus propiedades tensoactivas, podemos esperar ver cambios importantes en los valores de la
tension superficial/interfacial, ya que al igual que los biosurfactantes, estos bajo ciertas
concentraciones son capaces de la formacion de micelas, principales agentes responsables de estos
cambios (All-Mulla, 2010; Liu y col., 2010). Ademas, sabemos que largos periodos de tiempo de
incubacion no afectaran la concentracion de bioemulsificantes como ocurre en el caso de los
biosurfactantes, ya que no se encontraron reportes de que los bioemulsificantes actGen como
sustitutos energéticos, asi que su concentracion se mantendrd mas prolongada que la de los

biosurfactantes.

7. Relacion entre las pruebas

Para estudiar la posible relacién que presentan las pruebas entre si, de manera tal que se pueda
armar un procedimineto eficiente en la deteccion de biosurfactatnes/bioemulsificantes, se utilizaron
dos indices de correlacion: indice de Pearson e indice de Spearman. El indice de Pearson se modificd
segun Youssef y col., (2004), trabajando con los niveles de respuesta obtenidos de las pruebas,
mientras que con el indice de Spearman se trabaj6é con la data cruda, como lo indica este tipo de
analisis. Los resultados se presentan en forma de dendogramas en las figuras 27 y 28 respectivamente

(Silva y col., 2015).
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Figura 28. Dendograma del indice de Pearson

En el indice de Pearson (Figura 28), se busca correlacionar los niveles de respuesta
encontrados con el mayor nivel de respuesta en la tension superficial (SFT), asi mientras mas cercano
sea el valor 1, mayor serd la correlacion de las pruebas entre si. Para desarrollar una metodologia que
pueda detectar cepas productoras de biosurfactantes con el menor error posible siempre se busca que
su correlacidn con la SFT sea alta. Dicho esto, podemos ver que las pruebas con la mayor correlacién
con SFT son Parafilm (rs=0,755), DC (rs=0,723) y OSM (0,598). Las que presentaron una correlacion
intermedia son las pruebas de BATH (rs=0,465), Actividad Hemolitica (rs= 0,305) y produccion de
lipasa (rs=0,278), las pruebas con una baja correlacion son agar azul con CTAB (rs=0,131) y la

formacién de Espuma (0,165). Finalmente, las pruebas que no presentan una correlacion con la SFT

son agar azul con SDS (rs=-0,077) y la actividad emulsificante (rs=-0,150).

Al analizar la correlacion entre las pruebas vemos que estas no presentan altos niveles de
correlacién entre si. Si partimos de la similitud encontrada por tension superficial observamos que
este grupo de pruebas, OSM y DC (rs=0,590), son similares entre si, lo que concuerda con otros

investigadores (Youssef y col., 2004; Plazay col., 2006), mientras que la prueba de Parafilm presenta
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una mayor similitud con el método de DC (rs=0,688), resultado esperado, pues ambas pruebas miden
la misma propiedad de los biosurfactantes. La actividad emulsificante, a pesar de su relacion
intermedia con la tension superficial, presentd una correlacién negativa con todas las pruebas
utilizadas. Esto puede deberse a que varios de los resultados dentro de este indice mostraron altos

niveles de respuesta gracias a la estabilidad de las emulsiones en el tiempo.

Por otro lado, aquellas pruebas basadas en el comportamiento especifico, tales como la
produccidn de lipasas y sangre presentan una correlacion similiar con todas las otras pruebas, siendo
la mayor relacion registrada entre ellas mismas (rs=0,332), mientras que las pruebas de agar azul son
similares entre si (rs=0,615). Por Gltimo, la prueba de BATH y la de produccién de espuma estan
fuera de todos los grupos, por lo tanto no presentan ninguna similitud con alguna de la pruebas, ya

que en base a su grado de respuesta tienen una gran cantidad de resultados iguales a “cero” (Anexo

).

Ahora, si estudiamos la correlacion de las pruebas con el SFT en el indice de Spearman
(figura 29), el comportamiento es ligeramente distinto. A diferencia del indice de Pearson, en el indice
de Spearman se busca una alta correlacion negativa, ya gque esto indica que a mayor respuesta en la
prueba, menor sera el valor de la tension superficial. Es decir, hay un mayor efecto del biosurfactante
sobre la tension superficial y vemos gue se mantiene una alta correlacion negativa de la SFT. En los
resultados se corrobora que las pruebas con la mayor correlacion con la SFT son pruebas de DC (¢ =
-0,65), Parafilm (o= -0,551) y OSM (o= -0,512), y se mantiene la correlacion entre las mismas.
También se corrobora el comportamiento de las pruebas de actividad hemolitica (o= -0,302),
produccion de lipasa (o= -0,341), prueba de agar azul CTAB/SDS (¢=0,11 y ¢=0,167,
respectivamente), y produccion de espuma (¢=0,091), tanto en su relacion con la SFT, como en

relacion a las otras pruebas.
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Figura 29. Dendograma del indice de Spearman

La diferencia entre ambos indices empieza cuando vemos que entre las pruebas
medianamente relacionadas con SFT tenemos la actividad emulsificante (o= -0,361), la cual
previamente no presentaba ningun tipo de relacion. Luego, entre las pruebas menos correlacionadas
esta BATH, la cual segun el indice de Pearson estaba considerada como medianamente relacionada,

mientras que aqui presenta una baja correlacion (¢=0,163).

La diferencia de estos resultados, podria deberse a que al trabajar con la data trasformada,
como se hizo en el andlisis de Pearson, se pierde mucha informacién relevante que puede afectar los
resultados. Por ejemplo, si vamos a la tabla de resultados de BATH (Anexo 1), veremos gque hay cepas
que presentan resultados negativos en el indice de hidrofobicidad. Esto mas que un error es un
comportamiento tipico que se observa en la prueba como sefialan Sweet y col., (1987), quienes
sugieren que si pequefias cantidades de hidrocarburo se adhieren a las bacterias, estas no se removeran
de la solucion acuosa y como resultado quedaran gotas del hidrocarburo suspendidas en las mismas.
Como consecuencia de ello, la absorbancia serd mayor a la registrada inicialmente, debido a un

aumento en el indice de refraccion por las células recubiertas por el hidrocarburo (Sweet y col., 1987).
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Sin embargo, ya que nunca se establecio un nivel de respuesta para valores negativos, simplemente
se asignd una respuesta negativa. En cambié con el indice de Spearman fue posible trabajar con la
data tanto cualitativa como cuantitativa y por ello se pudo correlacionar mejor los resultados con los
valores de SFT, indicando asi que la prueba de BATH no es idonea para la deteccion de cepas

productoras de biosurfacantes, como lo sefialan otros autores (Van der Vegt y col., 1991).

Otra resultado distintivo en el indice de Spearman es la correlacion entre OSM y E%
(0=0,444), quienes a su vez estan dentro del nédulo de DC y Parafilm, pero tienen una menor
correlacion con la SFT, lo cual concuerda cor lo reportado por Velioglu y Urek (2014). Todas estas
pruebas presentaron una correlacion negativa con la SFT, lo cual es lo deseado. Adicionalmente, las
pruebas de produccion de espumay BATH presentan una ligera correlacion entre ellas, posiblemente
porque la produccién de espuma tiene relacién con la hidrofobicidad bacteriana (Mnif y Ghribi,
2015b), mientras que SDS y CTAB siempre presentaran una alta correlacion entre si, ya que ambas

se basan en el mismo fundamento.

Dicho esto, podemos encontrar cierta similitud entre ambos indices, indicando que el
comportamiento de las pruebas es muy similar, con alguna excepcion. Basicamente tenemos que las
pruebas con mayor similitud con la SFT son la prueba de Parailm y DC, seguidas de OSM. Esto
contradice lo reportado por Youssef y col., (2004), Velioglu y Urek (2014), quienes indican que la
prueba de mayor similitud con la disminucion de la tensién superficial es OSM y la segunda es DC,
pero solo refiriéndose a biosurfactantes. En el trabajo de Batista y col., (2006), indican que el método
de DC es mucho mas efectivo en la deteccién de bioemulsificantes que de biosurfactantes, lo cual
coincide con los resultados de este trabajo y por ello esta correlacion tiene sentido. Sin embargo, la
prueba de OSM brinda mucha informacién que ayudo6 en la discusion de varios resultados, asi que a
pesar de que en esta ocasién no mostrd una alta correlacion con la SFT, su aporte al trabajo fue

importante.

96



Otro grupo de pruebas que tienen similitud entre ambos indices en la correlacién con la SFT,
son la actividad hemolitica y la produccion de lipasa, que si bien presentan una serie de desventajas
por la complejidad del medio y por lo impreciso de sus resultados en relacion a los cambios en la
tension superficial, de acuerdo a este trabajo, serian idoneas para la identificacion de

bioemulsificantes, por los cambios generados a nivel interfacial.

Seguidamente tenemos las bajas correlaciones encontradas entre el agar azul (tanto CTAB
como SDS), y la formacion de espuma. Tomando en cuenta que la prueba de agar azul esta disefiada
para la deteccion de grupos especificos de biosurfactantes con carga, mas no para aquellos de carga
neutra, como es el caso de varios bioemulsificantes, como el emulsan, y ademas, por los componentes
presentes en el agar, el desarrollo de varios microorganismos es inhibido y limita la capacidad de
deteccién (Siegmund y Wagner, 1991), y por ello no presenta una buena correlacion. Ademas, la
produccion de espuma no presentd una alta correlacion con la SFT, ya que la formacion de emulsiones
puede interferir con la medicion de la tensidn superficial, aunque también puede deberse a una serie
de factores a considerar para la formacion de emulsiones estables durante la inoculacion, (Rashedi y

col., 2005).

En relacién a la actividad emulsificante, vemos que el indice de Pearson concuerda con la
informacion proporcionada por la bibliografia, ya que como se ha comentado antes la capacidad de
producir emulsificantes no necesariamente esta relacionada con la capacidad de disminuir la tensién
superficial (Plaza y col., 2006; Suresh y col., 2007; Varjani y col., 2014; Velioglu y Urek 2014). Sin
embargo, cuando vemos el nivel de correlacion de la actividad emulsificante con SFT en el indice de
Spearman, notamos que este muestra una correlacién negativa intermedia (rs= -0,361), y contradice
lo reportado por el indice de Pearson, y sabiendo que se pierde mucha informacion al trabajar con
niveles de respuesta esta correlacién negativa es mucho més confiable que la presentada por Pearson.
Eso aunado al hecho de que estamos en presencia de un gran nimero de cepas productoras de

bioemulsificantes puede ser la razon por la cual se presenta esta correlacion, més aun, se sabe que
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para la formacion de emulsiones estables en el tiempo no se requiere de una concentracion alta de
surfactantes, solo la necesaria para tener la energia suficiente para la formacion de la espuma, y esta

es una caracteristica particular de los bioemulsificantes.

La correlacion encontrada bajo ambos indices utilizados en todas las pruebas es el indicador
de una poblacién productora de bioemuslficiantes, la cual se destaca por sus altas propiedades de
cambios a nivel interfacial (deteccion por pruebas de DC, Parafilm y OSM), y produccién de
compuestos emulsificantes a bajas concentraciones (E%). Adicionalmente, la mayoria de estos
compuestos no presentan carga ionica (Agar Azul), y sus bacterias productoras son capaces de
producir compuestos cuyas propiedades surfactantes y composiciéon quimica generan respuestas en
medios de cultivos sensibles a los cambios a nivel interfacial (Actividad Hemolitica y Produccion de
Lipasa). Finalmente, la capacidad de adherirse a hidrocarburos y la produccion de agentes espumaosos
(prueba de BATH y produccién de Espuma) solo se presenta en etapas tempranas de la produccién
de estos compuestos, ya que estas propiedades son indicios del inicio de la aparicién de los
compuestos en la membrana bacteriana y su posterior union a la fuente de carbono. Sin embargo, una
vez en el medio extracelular estas propiedades perderan su relacién con la produccion de
biosurfatantes. Por otro lado, ambos métodos pueden uilizarse para la diferenciacion de
biosurfactantes y bioemulsificantes (Maneerat y Dikit 2007; Satpute y col., 2008; Uzoigwe y col.,

2015).

Con base en los resultados obtenidos en las pruebas anteriores, se plantea el siguiente
flujograma para la determinacion de cepas con el potencial de produccién y la diferenciacién entre

biosurfactantes y bioemulsificantes.
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Figura 30. Flujograma de los pasos a seguir en la deteccidn y diferenciacidn de las cepas productoras de biosurfactantes y

bioemulsificantes

La seleccién preliminar se basa en que todas las cepas productoras de biosurfactantes son

hidrocarburoclasticas, mientras que la degradacién de aceto es el indicador de produccién de

bioemulsificantes. Las pruebas de actividad hemolitica y produccion de lipasa, detectan cambios a

nivel interfacial, y pueden utilizase como seleccion preliminar, en base a los analisis de correlacion y

también por la ventaja que presentan al no requerir de inoculacion previa y porque pueden medir de
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manera simultanea una gran variedad de microorganismos, ayudan en la seleccién de las cepas

productoras de biosurfacatne.

En las condiciones de produccion se deben tener dos fuentes de carbono, ya que la produccién
de biosurfactantes es mayor en presencia de fuentes de carbono solubles, mientras que los
bioemulsificantes prefieren fuentes de carbono insolubles para su produccién. Adicionalmente, se
debe utilizar una prueba sensible a la concentracion del biosurfactante en el medio extracelular para
determinar el punto de produccion 6ptimo en el tiempo. Seleccionamos la prueba de BATH, ya que
estd altamente relacionada con la etapa de crecimiento de los microorganismos (Rosenberg, 1984;

Ron y Rosenberg 1985; Rosenberg, 2006), y puede explicarse de la siguiente manera:

Es sabido que la capacidad de adherencia de la bacterias a las moléculas de la fuente de
carbono se enfoca en como las cepas producen biosurfacantes y éstos se unen a la membrana
bacteriana aumentando asi la hidrofobicidad de la misma. Sin embargo, tras cierto tiempo ocurren
dos fendmenos dentro de los microorganismos: el primero es que la fuente de carbono queda
“agotada” y el microroganismo se libera de la molécula para buscar otra, y para ello libera la molécula
de biosurfacante, lo cual lleva al segundo fendmeno que es el aumento de la concentracion a nivel
extracelular del biosurfactante, generando emulsiones que ayudan a mejorar la biodisponibildiad del
sustrato (Ron y Rosenberg, 1985; Perfumo y col., 2010; Uzoigwe y col., 2015). Este efecto produce
un cambio en la concentracién de biosurfactante en el medio, lo cual a su vez disminuye la capacidad

de adherencia de los microorganismos en el tiempo.

Finalmente, al llegar a los métodos de deteccion, diferenciaremos los biosurfactantes de los
bioemulsificantes utilizando los métodos de cambios a nivel interfacial. Comenzaremos con DC, que
detecta tanto cepas productoras de biosurfactantes como de bioemulsificantes. De ser positiva esta
prueba, se debe hacer la distincion entre biosurfactantes y bioemulsificantes. De ser negativa,
usaremos pruebas mas sensibles a los cambios a las concentraciones de los biosufactantes para

asegurar gque los mismos estan o no presentes en la solucion. Se diferencian los biosurfactantes de los
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bioemulsificantes de dos formas: por su actividad emulsificante (E%) y por capacidad dispersante
(OSM). Adicionalmente caracterizaremos el biosurfactante mediante el método de Agar azul, que es
capaz de detectar los biosurfacantes por su carga ionica, y permite también diferenciarlos de los
bioemulsificantes. Otra ventaja del agar azul es que pemite poder determinar el posible uso en la
biorremediacion del biosufactante, ya que algunos de los mejores compuestos tensoactivos utilizados
en esta area presentan una carga positiva correspondiente al grupo hidrofilico, la cual, al disociarse,
ayuda en la unién con los hidrocarburos y aumenta su solubilidad, al igual que los agentes surfactantes

sintéticos.

En base a este comportamiento podemos concluir que estas muestras de suelo de la fosa
petrolera Fosa Meteorizada del bloque Junin FPO, son ricas en microorganismos productores de
bioemulsificantes, y algunos biosurfactatnes. Esto es respaldado por numerosos reportes que indican
la presencia constante de bioemulsificantes en muestras de suelo impactado por hidrocarburos, ya que
estos compuestos son mucho mas ventajosos para bacterias hidrocarburoclasticas (Ron y Ronsenberg,

2002).

101



VII. Conclusiones

La fuente de carbono afecta tanto la produccion de biosurfactantes como la estructura de los
mismos, asi como el tiempo de incubacién requerido para generar dichos agentes
tensoactivos.

El tiempo de produccion requerido de estos agentes tensoactivos varia entre  los
biosurfactantes y bioemulsificantes.

La combinacion de los métodos cualitativos con el método cuantitativo permitio la deteccion
y diferenciacion entre los bioemulsificantes y los biosurfactantes.

Se comprobd que la actividad antimicrobiana puede utilizarse como mecanismo de
identificacion de los biosurfactantes. Algunas de las pruebas cualitativas también pueden

utilizarse para la identificacion de los biosurfactantes.

VI1Il. Recomendaciones

Ampliar el estudio de distintas fuentes de carbono con un seguimiento constante en el tiempo.
Incluir en el estudio de los biosurfactantes, la relacion de otros factores que afectan la
produccion de biosurfactantes, como lo son la temperatura, el pH, las concentraciones de
otros elementos como el nitrégeno.

Hacer un seguimiento en el tiempo de la produccion de los biosurfactantes, mediante
metodologias sensibles a los cambios de la concentracion de estos compuestos en el medio
extracelular, ya que cuando se excede el tiempo de produccidn, se corre el riesgo de que los
mismos sean degradados por los microorganismos.

Incluir otros mecanismos de deteccion e identificacion de biosurfactantes.Se debe ampliar el

estudio de distintas fuentes de carbono con un seguimiento constante en el tiempo.

102



IX. Bibliografia

e Al-Mallah M., Goutx M., Mille G. y Bertrand J. (1990). Production of Emulsifying Agents during
Growth of a Marine Alteromonas in Sea Water with Eicosane as Carbon Source, a Solid Hydrocarbon.
Oil Chem Pollut. 6: 289-305.

e Abdel-Mawgoud A., Aboulwafa M. y Hassouna N. (2008). Optimization of Surfactin Production by
Bacillus subtilis Isolate BS5. Appl Biochem Biotechnol. 150:305-325.

e Afshar S, Lotfabad TB, Roostaazad R, Najafabadi AR, Noghabi AK (2008). Comparative approach
for detection of biosurfactant-producing bacteria isolated from Ahvaz petroleum excavation areas in
south of Iran. Ann Microbiol. 58: 555-560.

e Aguilar, Maricell y Martinez (2014). Obtencion de un biosurfactante para el recobro mejorado de
petroleo. Tesis de Doctorado. Universidad Nacional de Colombia. Medellin, Colombia.

e Alcantara V. A., Pajares I.G., Simbahan J.F.y Maranan M. C. (2012). Functional properties and
potential industrial applications of a bioemulsifier from Saccharomyces cerevisiae 2031. JEE.
The 2012 International Conference on Green Technology and Sustainable Development. (GTSD2012).
http://www.engh.kuas.edu.tw/files/ne/wzy3w7erwf.pdf (Visitado el 27 de mayo de 2015).

e Ali S.R., Chowdhury B.R., Mondal P., and Rajak S. (2013). Screening and Characterization of
Biosurfactants Producing Microorganism form Natural Environment (Whey Spilled Soil). J. of
Natural Sci. (13): 53-59

o Al-Mulla, Entissar Faroun (2010). Production and Characterization of Bioemulsifier from Locally

Isolated Serratia marcescens S10. Tesis de Maestria. Universidad de Baghdad. Baghdad, Iraq.

e Al-Sayegh A., Al-Wahaibi Y., Al-Bahry S., Elshafie A., Al-Bemani A. y Joshi S. (2015). Microbial
enhanced heavy crude oil recovery through biodegradation using bacterial isolates from an Omani oil
field. Microb Cell Fact. 14(141): 1-11.

e Amani H., Mehrnia M., Sarrafzadeh M., Haghighi M., y Soudi M. (2010). Scale up and Application
of Biosurfactant from Bacillus subtilis in Enhanced Oil Recovery. Appl Biochem Biotechnol. 162:510-
523.

e Amani H., Muller M., Syldatk C. y Hausmann R. (2013). Production of Microbial Rhamnolipid by
Pseudomonas Aeruginosa MM1011 for Ex Situ Enhanced Oil Recovery. Appl Biochem Biotechnol.
170:1080-1093.

e Anandaraj B., Thivakaran P. (2010) Isolation and production of biosurfactant producing organism
from oil spilled soil. jBiosci Tech, Vol 1 (3), 120-126

e Angulo N., Araujo 1., Céardenas C., Gmez A., Barrera M., Morillo G. y Saules L. Aislamiento de
cepas bacterianas productoras de biosurfactantes recuperando aguas contaminadas con hidrocarburos
[En linea]. (Visitado el 30 de  junio de 2016). Disponible en:
www. bvsde.paho.org/bvsaidis/uruguay30/VE10169_Angulo.pdf

103


http://www.engh.kuas.edu.tw/files/ne/wzy3w7erwf.pdf

Arashiro E. Y. y Demarquette N. R. (1999). Use of the Pendant Drop Method to Measure Interfacial
Tension between Molten Polymers. JMR. 2(1):23-32.

Araujo I., Gémez A., Barrera M., Angulo N., Morillo G., Céardenas C. y herrera L. (2008). Surfactantes
biologicos en la biorremediacion de aguas contaminadas con crudo liviano. Interciencia. 33(4):245-
250.

Arellano, Taymara (2008). Manejo integral de fosas de hidrocarburos generadas por la actividad
petrolera venezolana. Tesis de Magister. Universidad Nacional Experimental Politécnica de la Fuerza
Armada Nacional. Caracas, Venezuela.

Arenahalli A. N. y Prapulla S. G. (2013). Evaluation and Functional Characterization of a
Biosurfactant Produced by Lactobacillus plantarum CFR 2194. Appl Biochem Biotechnol.
172(4):1777-1789.

Bagheri T., Shourian M., Roostaazad R., Rouholamini A., Reza M y Akbari K. (2009). An Efficient
Biosurfactant-producing bacterium Pseudomonas aeruginosa MRO01, Isolated from Oil Excavation
Area in South of Iran. Colloids and surfaces B: Biointerfeces. 1-11.

Bahrya S., Elshafiea A., Al-Wahaibib Y., Al-Bemanib A., Joshia S. y Al-Lawatia A. (2013). Isolation
and characterization of biosurfactant/biopolymer producing spore forming bacteria from oil
contaminated sites and oil field of Oman. APCBEES. 242-246.

Barkay T., Navon-Venezia S., Ron E.Z., Rosenberg E. (1999) Enhacement of solubilization and
biodegradation of polyaromatic hydrocarbons by the bioemulsifier alasan. Appl. Environ. Microbiol.
65, 2697-2702.

Ballot F. (2009). Bacterial Production of Antimicrobial Biosurfactants. Tesis de Maestria. Universidad
de Stellenbosch. Stellenbosch, Sudafrica.

Banat I.M. (1993). The isolation of a thermophilic biosurfactant producing Bacillus sp. Biotechnol
Lett. 15: 591-594.

Banat I.M., Franzetti A, Gandolfi |, Bestetti G, Martinotti MG, et al. (2010) Microbial biosurfactants
production, applications and future potential. Appl Microbiol Biotechnol. 87: 427-444.

Barin R., Talebi M., Biria D. y M. Beheshti (2014). Fast bioremediation of petroleum-contaminated
soils by a consortium of biosurfactant/bioemulsifier producing bacteria. Int. J. Environ. Sci. Technol.
11: 1701.

Barrios, A. (2011). Caracterizacién funcional de la comunidad bacteriana cultivable aislada del suelo
de lazona de descargar de la fosa petrolera Bare. 9. San Tomé. Edo. Anzoategui. Tesis de Licenciatura.
Universidad Central de Venezuela. Caracas, Venezuela.

Bastardo, H. (1996). Cinética de crecimiento bacteriano, Produccion de surfactantes y biodegradacion
de crudos pesados. Proyecto 03-31-2947-94 de CDCH de la Universidad Central de Venezuela y la
Gerencia de Proteccion Ambiental de CORPOVEN. San Tomé Venezuela.

104



Batista S.B., Mounteer A.H., Amorim F.R. y Tétola M.R. (2006). Isolation and characterization of
biosurfactant/bioemulsifier-producing bacteria from petroleum contaminated sites. Bioresour.
Technol. 97, 868-875.

Bernheimer AW. y Avigad L.S. (1970). Nature and properties of a cytolytic agent produced by
Bacillus subtilis. J. Gen. Microbiol. 61: 361-369.

Bharali P. y Konwar B. K. (2011). Production and Physico-chemical Characterization of a
Biosurfactant Produced by Pseudomonas aeruginosa OBP1 Isolated from Petroleum Sludge. Appl
Biochem Biotechnol. 164:1444-1460.

Bodour, A. y Miller-Maier, R. (1998). Application of a modified drop collapse technique for surfactant
quantification and screening of biosurfactant-producing microorganisms. J Microbiol Meth. 32: 273-
280.

Bodour A., Drees K.P. y Miller-Maier R. (2003) Distribution of biosurfactant- producing bacteria in
undisturbed and contaminated arid southwestern soils. Appl Environ Microbiol. 69: 3280-3287.
Bodour A., Guerrero-Barajas C., Jiorle B. V., Malcomson M. E., Paull A. K., Somogyi A., Trinh L.
N., Bates R. B. y Maier R. M. (2004). Structure and Characterization of Flavolipids, a Novel Class of
Biosurfactants Produced by Flavobacterium sp. Strain MTNZ11. Appl Environ Microb. 70(1):114-120.
Bognolo, G. (1999). Biosurfactants as emulsifying agents forhydrocarbons. Colloids Surf A
Physicochem Eng Asp. 152, 41-52.

Bonilla M., Olivaro C., Corona M., Vazquez A. y Soubes M. (2005). Production and characterization
of a new bioemulsifier from Pseudomonas putida ML2. J Appl Microbiol. 98:456-463.

Bordoloi N.K. y Konwar B.K. (2008). Microbial surfactant-enhanced mineral oil recovery under
laboratory conditions. Colloid Surf. B 63:73-82.

Bouchez-Naitali M., Rakatozafy H., Marchal R., Leveau J. Y. y Vandecasteele J. P. (1999). Diversity
of bacterial strains degrading hexadecane in relation to the mode of substrate uptake. J Appl Microbiol.
86:421-42.

Bozo-Hurtado L., Rocha C. A., Malave R. y Suarez P. (2012). Biosurfactant Production by Marine
Bacterial Isolates from the VVenezuelan Atlantic Front. Bull Environ Contam Toxicol. 89:1068-1072.
Cameotra S. S. and Makkar R. S. (1998), Synthesis of biosurfactants in extreme conditions. Appl.
Microbiol. Biotechnol. 50, 520 — 529.

Cameotra, S.S., Makkar, R.S., Kaur J. y Mehta, S.K. (2010). Synthesis of biosurfactants and their
advantages to microorganisms and mankind. Adv Exp Med Biol. 672, 261-280.
Carrillo, P.G., Mardaraz, C., Pitta-Alvarez, S.J., Giulietti, A.M. (1996). Isolation and selection of
biosurfactant-producing bacteria. World J. Microbiol. Biotechnol. 12, 82— 84.
Cha, D.K., (2000). The effect of biosurfactants on the fate and transport of nonpolar organic

contaminants in porous media. Environ. Eng.1-17, 20.

105


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cameotra%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20545289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Makkar%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20545289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaur%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20545289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehta%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20545289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20545289

Chakraborty J., Chakrabarti S. y Das S. (2014). Characterization and Antimicrobial Properties of
Lipopeptide Biosurfactants Produced by Bacillus subtilis SJ301 and Bacillus vallismortis JB201. Appl
Biochem Micro+. 50(6): 609-618.

Chen C.-Y., Baker S.C. y Darton R.C. (2007). The application of a high throughput analysis method
for the screening of potential biosurfactants from natural sources. J Microbiol Methods. 70:503-510.
Chikere C.B., Okpokwasili G. C. y Chikere B. O. (2011). Monitoring of microbial hydrocarbon
remediation in the soil. 3 Biotech. 1(3):117-138.

Chirinos 1., Larreal M. y Diaz J. (2010). Biorremediacion de lodos petroquimicos mediante el uso de
la biota microbiana autéctona en un oxisol del municipio Lagunillas del estado Zulia, Venezuela.
Revista Cientifica UDO Agricola. 10(1):133-140.

Christofi, N. y Ivshina, I. (2002). Microbial surfactants and their use in field studies of soil remediation.
J. Appl. Microbiol. 93, 915-929.

Christovaa N., Tuleva B., Lalchev Z., Jordanova A. y Jordanovd B. (2004). Rhamnolipid
Biosurfactants Produced by Renibacterium salmoninarum 27BN During Growth on n-Hexadecane. Z
Naturforsch C. 59(1-2):70-4.

Claudia Isabel Saenz-Marta C., Maria de Lourdes Ballinas-Casarrubias M., Blanca E. Rivera-Chavira
B. y Nevéarez-Moorillon G. (2015). Biosurfactants as Useful Tools in Bioremediation. InTech. Doi:
10.5772/60751. Disponible en: https://www.intechopen.com/books/advances-in-bioremediation-of-
wastewater-and-polluted-soil/biosurfactants-as-useful-tools-in-bioremediation

Colla L. M., Rizzardi J., Pinto M.H., Reinehr C.O., Bertolin T. E. y Costa J. A. (2010). Simultaneous
production of lipases and biosurfactants by submerged and solid-state bioprocesses. Bioresource
Technol. 101:8308-8314.

Cooper D. y Goldenberg B. (1987). Surface-active agents from 2 Bacillus species. Appl Environ
Microbiol. 53(2):224-229.

Daniele A., Tapizquent M., Valbuena O., Contreras L. y Wilkesman J. (2010). Caracterizacion de una
actividad lipasa termoestable alcalina excretada por Anoxybacillus sp. Ciencia. 18 (2): 100-107.

Das K. y Mukherjee A.K. (2007). Crude petroleum-oil biodegradation efficiency of Bacillus subtilis
and Pseudomonas aeruginosa strains isolated from a petroleum-oil contaminated soil from North-East

India. Bioresource Technol. 98:1339-1345.
Deepa R., Vidhya A. y Arunadevi S. (2015). Screening of Bioemulsifier and Biosurfactant Producing

Streptomyces from Different Soil Samples and testing its Heavy metal Resistance Activity.
Int.J.Curr.Microbiol.App.Sci. 4(5): 687-694

Deepansh S. y Baljeet S. (2014). Simultaneous Production of Biosurfactants and Bacteriocins by
Probiotic Lactobacillus casei MRTL3. Int J Microbiol. 1-7.

Desali, J.D. y Banat, I.M. (1997). Microbial production of surfactants and their commercial potential.
Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61, 47-64.

106


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15018056
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15018056

Eddouaouda K., Mnif S., Badis A., Younes S. B., Cherif S., Ferhat S., Mhiri N., Chamkha M. y Sayadi
S. (2011). Characterization of a novel biosurfactant produced by Staphylococcus sp. strain 1E with
potential application on hydrocarbon bioremediation. J Basic Microb. 52:408-418.

Entissar F. y Ahmed A. (2010). Production and Characterization of Bioemulsifier from Locally
Isolated Serratia marcescens S10. Tesis de Maestria. Universidad de Baghdad. Baghdad, Iraqg.
Farfan, Maria Lourdes. (2008). Evaluacion del Efecto de la Relacion Carbono Nitrégeno y el Nivel de
Oxigeno Disuelto sobre la Produccion de Biosurfactantes a partir de Bacillus subtilis. Tesis de
Maestria. Instituto Politécnico Nacional de Tlaxcala. Tlaxcala, Mexico.

Fiechter, A. (1992). Biosurfactants: moving towards industrial application. Tibtech 10, 208-217.
Fracchia L., Cavallo M., Martinotti M.G. y Banat .M. (2012). Biosurfactants and Bioemulsifiers
Biomedical and Related Applications — Present Status and Future Potentials. SCIRP. (Visitado el 17

de junio de 2015) Disponible en: http://www.intechopen.com/books/biomedical-science-engineering-

and-technology/biosurfactants-and-bioemulsifiers-biomedical-and-related-applications-present-

status-and-future-pote

Franzetti A., Bestetti G., Caredda P., Colla La P. y Tamburini E. (2008). Surface-active compounds
and their role in the access to hydrocarbons in Gordonia strains. FEMS Microbiol. Ecol. 63:238-248.
Franzetti A., Caredda P., Ruggeri C., Colla La P., Tamburini E., Papacchini M. y Bestetti G. (2009).
Potential applications of surface active compounds by Gordonia sp. strain BS29 in soil remediation
technologies. Chemosphere. 75:801-807.

Gandhimathi R., Seghal Kiran G., Hema T.A., Selvin J., Rajeetha Raviji T. y Shanmughapriya S.
(2009). Production and characterization of lipopeptide biosurfactant by a sponge-associated marine
actinomycetes Nocardiopsis alba MSA10. Bioproc Biosyst Eng. 32: 825-835.

Gaspar B., R. J. (2009) Estudio de las comunidades bacterianas asociadas a suelos contaminados con
crudo y su aplicacion en biorremediacion. Tesis Doctoral. Universidad Central de Venezuela. Caracas,
Venezuela.

Gautam, K.K. y Tyagi, V.K. (2006). A Review of Microbial Surfactan. J Oleo Sci. 55(4), 155-166.
Georgiou G, Lin S.C. y Sharma M.M. (1992) Surface-active compounds from microorganisms.
Biotechnology. 10(1):60-65.

Gholamreza D. N., Mohammad H. M., Payam K. y Farideh A. (2007). Studies on Bioemulsifier
Production by Bacillus licheniformis PTCC 1595. Am. J. Pharm. & Toxicol. 2 (4): 164-169.

Gudifia E. J., Pereira J. F., Costa R., Evtuguin D.V., Coutinho J. A., Teixeira J. A. y Rodrigues L. R.
(2015). Novel bicemulsifier produced by a Paenibacillus strain isolated from crude oil. Microb Cell
Fact. 14(14):1-11.

Gunther IV N. W., Nunez A., Fett W. y Solaiman D. K. (2005). Production of Rhamnolipids by
Pseudomonas chlororaphis, a Nonpathogenic Bacterium. Appl Environ Microbiol. 71(5):2288-2293.
Haddadin M.S., Arqoub A.A., Reesh I.A. y Haddadin J. (2009). Kinetics of hydrocarbon extraction

from oil shale using biosurfactant producing bacteria. Energ. Convers. Manage. 50:983-990.

107


http://www.intechopen.com/books/biomedical-science-engineering-and-technology/biosurfactants-and-bioemulsifiers-biomedical-and-related-applications-present-status-and-future-pote
http://www.intechopen.com/books/biomedical-science-engineering-and-technology/biosurfactants-and-bioemulsifiers-biomedical-and-related-applications-present-status-and-future-pote
http://www.intechopen.com/books/biomedical-science-engineering-and-technology/biosurfactants-and-bioemulsifiers-biomedical-and-related-applications-present-status-and-future-pote

Hajfarajollah H., Mokhtarani B. y Noghabi K. (2014). Newly Antibacterial and Antiadhesive
Lipopeptide Biosurfactant Secreted by a Probiotic Strain, Propionibacterium Freudenreichii. Appl
Biochem Biotechnol. 174:2725-2740.

Hamzah A., Sabturani N., y Dariman S. (2013). Screening and Optimization of Biosurfactant
Production by the Hydrocarbon-degrading Bacteria. S. Malaysiana. 42(5): 615-623.

Hassan M., Essam T., Yassin A.S. y Salama A. (2014). Screening of Bio-Surfactant Production Ability
among Organic Pollutants Degrading Isolates Collected From Egyptian Environment. J. Microb
Biochem Technol. 6(4): 195-201.

Hernandez, A. (1999). Produccion de Biosurfactantes a partir de Sustratos, Utilizando un Grupo
Funcional Bacteriano. Tesis de licenciatura. Universidad Central de Venezuela, Caracas, Venezuela
Hewald S., Josephs K. y Bo'lker M. (2005). Genetic Analysis of Biosurfactant Production in Ustilago
maydis. Appl Environ Microbiol. 71(6): 3033-3040.

Holt, J. (2000). Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Williams y Wilkins, Novena Edicién,
Baltimore, Maryland, USA.

Hou N., Li D., Ma F., Zhang J., Xu Y., Wang J. y Li C. (2013). Effective biodemulsifier components
secreted by Bacillus mojavensis XH-1 and analysis of the demulsification process. Biodegradation.
25(4):529-41

House J. A. (2008). Adaptation of Pseudomonas aeruginosa in Kansas oil fields for use in tertiary oil
recovery. Cantaurus. 6:4-6.

Igbal S., Khalid Z.M. y Malik K.A. (1995). Enhanced biodegradation and emulsification of crude oil
and hyperproduction of biosurfactants by a gamma ray induced mutant of Pseudomonas aeruginosa.
Lett. Appl. Microbiol. 21, 176-179.

Jagtap S., Yavankar S., Pardesi K. y Chopade B. (2010). Production of bioemulsifier by Acinetobacter
species isolated from healthy human skin. Indian J. of Exp Biol. 48: 70-76.

Jain D, Collins-Thompson D y Lee H. (1991). A drop-collapsing test for screening surfactant-
producing microorganisms. J Microbiol Methods. 13(4): 271-279.

Jinfeng L., Lijun M., Bozhong M., Rulin L., Fangtian N. y Jiaxi Z. (2005). The field pilot of microbial
enhanced oil recovery in a high temperature petroleum reservoir. J. Petrol. Sci. Eng. 48:265-271.
Jing-Liang L. y Bing-Hung C. (2009). Surfactant-mediated Biodegradation of Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons. Materials. 2: 76-94 (Visitado el 22 de abril de 2015). Disponible en la web:

www.mdpi.com/journal/materials

Johny J. (2013) Screening, Gene Sequencing and Biosurfactant Production from Pichia Fermentans
Isolated From Dairy Effluents. IOSR-JESTFT. 6(5): 4-13

Joseph P.J. y Joseph A. (2009). Microbial enhanced separation of oil from a petroleum refinery sludge.
J. Hazard. Mater. 161:522-525.

Kalpana B., Gautham S. N. y Narayana H. (2012). Lipase Production from Waste Engine Oil Using
MicrobiaL Strains. IJBT. 1(1):1-6.

108


http://www.mdpi.com/journal/materials

Kalyani A.L., Naga Sireesha G, Aditya A.K. y Girija S.G. (2014a). Isolation and Antimicrobial activity
of rahmnolipd (biosurfactant) from oil-contaminated soil sample using humic-acid salts-vitamin agar.
IJRET. 3(5) 357-360.

Kalyani A.L., Naga S. G., Girija S. G. y Prabhakar T. (2014b). lIsolation, ldentification and
Antimicrobial activity of Bio-surfactant from Streptomyces matensis (PLS-1). Int. J. Pharm. Sci. Rev.
Res. 25(1): 165-170

Kalyani A.L., Naga S. G, Aditya A.K., Girija S. G. y Prabhakar T. (2014c) Production Optimization
of Rhamnolipid Biosurfactant by Streptomyces coelicoflavus (NBRC 15399") using Plackett-Burman
design. European J. of Biotec. and Biosci. 1(5): 07-13. (Visitado el 07 de junio de 2015). Disponible
en la web: www.biotechjournal.info

Kang S.W., Kim Y.B., Shin J.D. y Kim E.K. (2010). Enhanced biodegradation of hydrocarbons in soil
by microbial biosurfactant, sophorolipid. Appl. Biochem. Biotechnol. 160:780-790.

Karanth, N.G., Deo, P.G. and Veenanadig, N.K., (1999). Microbial production of biosurfactant and
their importance. Ferment. Sci. Technol. 77, 116-126.

Kermanshahi R., y Peymanfar S. (2012). Isolation and Identification of Lactobacilli from Cheese,
Yoghurt and Silage by 16S rDNA Gene and Study of Bacteriocin and Biosurfactant Production.
Jundishapur J Microbiol. 5(4):528-532.

Kiyohara, H. Nagao, K. Yano, K. (1982). Rapid screen for bacteria degrading water—insoluble, solid
hydrocarbons on agar plates. Appl. Environm. Microbiol. 43, 454-457.

Kokare C. R., Kadam S. S., Mahadik K. R. y Chopade B. A. (2007). Studies on bioemulsifier
production from marine Streptomyces sp. S1. Indian J Biotechnol. 6:78-84.

Koneman, Winn, Allen, Janda, Procop, Schreckenberger y Woods. 2008 Diagnostico Microbiolégico.
Editorial Médica Panamericana. Sexta Edicion. Buenos Aires, Argentina.

Kosaric N, Cairns WL, Gray NCC (1983). Microbial emulsifiers and de emulsifiers. Rehm HJ, Reed
G. Biotechnology. 3: 575-592

Kosaric, N. (2001). Biosurfactants for soil Bioremediation. Food Technol. Biotechnol. 39:295-304.
Krepsky N., Da Silva F.S., Fontana L.F. y Crapez, M.A. (2007). Alternative methodology for isolation
of biosurfactant producing bacteria. Braz. J. Biol. 67, 117-124.

Kuiper, 1., Lagendijk, E.L., Pickford, R., Derrick, J.P., Lamers, G.E., Thomas-Oates, J.E., Lugtenberg,
B.J. y col. (2004). Characterization of two Pseudomonas putida lipopeptide biosurfactants, putisolvin
I and I, which inhibit biofilm formation and break down existing biofilms. Mol Microbiol 51, 97-113.
Kumar M., Leon V., Materano A de S., llzins O. A., Galindo-Castro I. y Fuenmayor S. L. (2006a).
Polycyclic Aromatic Hydrocarbon Degradation by Biosurfactant-Producing Pseudomonas sp. IR1. Z.
Naturforsch. 61:203:212.

Kumar M., Leon V., Materano A. de S. y llzins O.A. (2006b). Enhancement of oil degradation by co-
culture of hydrocarbon degrading and biosurfactant producing bacteria. Pol J Microbiol. 55(2):139-
46.

109


http://www.biotechjournal.info/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17419292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leon%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17419292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Materano%20Ade%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17419292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ilzins%20OA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17419292
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17419292

Kumar A. S., Mody K. y Jha B. (2007). Evaluation of Biosurfactant/Bioemulsifier Production by a
Marine Bacterium. Bull Environ Contam Toxicol. 79:617-621.

Kumar M., Leon V., Materano A de S. y llzins O. A. (2007). A halotolerant and thermotolerant
Bacillus sp. degrades hydrocarbons and produces tensio-active emulsifying agent. World J Microbiol
Biotechnol. 23:211-220.

Kumar M., Leon V., Materano A.S., llzins O. A. y Luis L. (2008). Biosurfactant production and
hydrocarbon-degradation by halotolerant and thermotolerant Pseudomonas sp. World J Microbiol
Biotechnol. 24:1047-1057.

Lai C.C., Huang, Y.C., Wei Y.H. y Chang J.S. (2009). Biosurfactant-enhanced removal of total
petroleum hydrocarbons from contaminated soil. J. Hazard. Mater. 167:609-614.

Lakshmi P. J. (2013). Biodegradation of Diesel by Aeromonashydrophila. 1JPSI. 2(4):24-36.
Lakshmipathy D., Prasad A.S. y Kannabiran K. (2010). Production of Biosurfactant and Heavy Metal
Resistance Activity of Streptomyces Sp. VITDDK3-a Novel Halo Tolerant Actinomycetes Isolated
from Saltpan Soil. Advan. Biol. Res. 4(2):108-115.

Lawniczak L., Marecik R, y Chrzanowski L. (2013). Contributions of biosurfactants to natural or
induced bioremediation. Appl Microbiol Biotechno. 97:2327-2339.

Ledn, Y. (2008). Caracterizacion Funcional y Molecular De Una Comunidad Bacteriana Asociada A
Ripios Base Agua Impregnado En Crudo Pesado Con Enfasis En El Potencial De Produccion De 71
Biosurfactantes. Tesis de Licenciatura. Universidad Central De Venezuela Caracas, Venezuela.

Ledn Y., De Sisto A, Inojosa Y., Malaver N., y Naranjo-Bricefio, L. (2009). Identificacién de
biocatalizadores potenciales para la remediacién de desechos petrolizados de la Faja Petrolifera del
Orinoco. (RET). 1(2): 12-25.

Li J. y Chen B. (2009). Surfactant-mediated Biodegradation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons.
Materials. 2:76-94.

Liang T., Wu C., Cheng W., Chen Y., Wang C., Wang I|. y Wang S. (2014). Exopolysaccharides and
Antimicrobial Biosurfactants Produced by Paenibacillus macerans TKUO029. Appl Biochem
Biotechnol. 172:933-950.

LiuJ., Chen Y., ylJia Y. (2013). Screening and Evaluation of Biosurfactant-Producing Strains Isolated
from Oilfield Wastewater. Indian J Microbiol. 53(2):168-174.

Liu W., Luo Yo., Teng Y., Li Z. y Ma L. (2010). Bioremediation of oily sludge-contaminated soil by
stimulating indigenous microbes. Environ Geochem Health. 32:23-29.

Lopes E. M., Castellane T. C., Moretto C., Lemos E. G. y Souza J. A (2014). Emulsification Properties
of Bioemulsifiers Produced by Wild-Type and Mutant Bradyrhizobium elkanii Strains. J Bioremed
Biodeg. 5(6):1-6.

Lotfabad T. B., Shahcheraghi F. y Shooraj F. (2013). Assessment of Antibacterial Capability of
Rhamnolipids Produced by Two Indigenous Pseudomonas aeruginosa Strains. Jundishapur J
Microbiol. 6(1): 29-35.

110



Makkar R. S., Cameotra S. S. y Banat I. M. (2011). Advances in utilization of renewable substrates
for biosurfactant production. AMB Express. 1(5):1-19.

Maneerat S. y Dikit P. (2007). Characterization of cell-associated bioemulsifier from Myroides sp.
SM1, a marine bacterium. Songklanakarin J. Sci. Technol. 29(3): 769-779.

Marchant R. y Banat I. M. (2012). Biosurfactants: a sustainable replacement for chemical surfactants?
Biotechnol Lett. 34:1597-1605.

Mariashobana A., Nalini K., y Thangapandian V. (2014). Studies on Biosurfactants Produced by
Hydrocarbon Degrading Bacteria. J. of Advanced Botany and Zoology. 2(2): 1-6

Martinez-Checa F., Toledo F.L., Mabrouki K. E., Quesada E. y Calvo C. (2007). Characteristics of
bioemulsiWer V2-7 synthesized in culture media added of hydrocarbons: Chemical composition,
emulsifying activity and rheological properties. Bioresour. Technol. 98 3130-3135.

Mei H.C., Belt-Gritter B. y Busscher H.J. (1995). Implications of microbial adhesion to hydrocarbons
for evaluating cell surface hydrophobicity 2. Adhesion mechanisms. Colloids Sur/aces B:
BiointerJaces. 5:117-126.

Mejia, Maria. (2008). Evaluacion del efecto de la relacion carbono nitrégeno vy el nivel de oxigeno
disuelto sobre la produccion de biosurfactantes a partir de Bacillus subtilis. Tesis de Maestria. Instituto
Politécnico Nacional. México, D.F.

Mnif I. y Ghribi D. (2015a). Microbial derived surface active compounds: properties and screening
concept. World J Microbiol Biotechnol. 31(7):1001-1020.

Mnif 1. y Ghribi D. (2015b). High molecular weight bioemulsifiers, main properties and potential
environmental and biomedical applications. World J Microbiol Biotechnol. 31:691-706.

Mondragén Mora, Laura (2011). Aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas aerobias
autoctonas de yacimientos petroleros productoras de biosurfactantes para su aplicacion en técnicas de
meor. Tesis de Maestria. Instituto Politécnico Nacional. México, D.F.

Morikawa M., Hirata, Y., Imanaka, T. (2000). A study on the structure—function relationship of the
lipopeptide biosurfactants. Biochim.Biophys. Acta. 1488, 211 — 218.

Morita T., Konishi M., Fukuoka T., Imura T. y Kitamoto D. (2007). Physiological differences in the
formation of the glycolipid biosurfactants, mannosylerythritol lipids, between Pseudozyma antarctica
and Pseudozyma aphidis. Appl Microbiol Biotechnol. 74:307-315.

Mukherjee S., Das P. y Sen R. (2006). Towards commercial production of microbial surfactants.
Trends Biotechnol. 24: 509-515.

Mulligan C., Cooper D. y Neufeld R. (1984) Selection of microbes producing biosurfactants in media
without hydrocarbons. J Fermentation Technol. 62(4):311-314.

Nasrin S., Mohammad R. F., Neda A., Abbas A., Abbas T.y Hossein J. (2007). Biosurfactant
Production by the Strain Isolated from Contaminated Soil. Int J Biol Sci. 7(7):1266-1269.

Neu T. R. y Poralla K. (1990). Emulsifying agents from bacteria isolated during screening for cells
with hydrophobic surfaces. Appl Microbiol Biotechnol. 32:521-525.

111


http://ascidatabase.com/author.php?author=Nasrin&last=Samadi
http://ascidatabase.com/author.php?author=Mohammad&last=Reza%20Fazeli
http://ascidatabase.com/author.php?author=Neda&last=Abadian
http://ascidatabase.com/author.php?author=Abbas&last=Akhavan
http://ascidatabase.com/author.php?author=Abbas&last=Tahzibi
http://ascidatabase.com/author.php?author=Hossein&last=Jamalifar

Nievas M.L., Commendatore M.G., Estevas J.L., Bucala V. (2008). Biodegradation pattern of
hydrocarbons from a fuel oil-type complex residue by an emulsifier-producing microbial consortium.
J. Hazard. Mater. 154, 96-104.

Noparat P., Maneerat S. y Saimmai A. (2014a) Application of Biosurfactant from Sphingobacterium
spiritivorum AS43 in the Biodegradation of Used Lubricating Oil. Appl Biochem Biotechnol.
172(8):3949-63.

Noparat P., Maneerat S. y Saimmai A. (2014b). Utilization of palm oil decanter cake as a novel
substrate for biosurfactant production from a new and promising strain of Ochrobactrum anthropi 2/3.
World J Microbiol Biotechnol. 30:865-877.

Obayori O.S., llori M.O., Adebusoye S.A., Oyetibo G.O., Omotayo A.E. y Amund O.0. (2009).
Degradation of hydrocarbons and biosurfactant production by Pseudomonas sp. strain LP1. World J.
Microbiol. Biotechnol. 25, 1615-1623.

Oliveira F. J. S., Campos L. V. N. y Franga F. P. (2006). Biosurfactants Production by Pseudomonas
aeruginosa FR Using Palm Oil. Appl Biochem Biotech. 131 (1-3): 727-737.

Olteanu V., Sicuia O., Ciuca M., Carstea D. M., Voaides C, Campeanu G., Cornea C. P. (2011).
Production of biosurfactants and antifungal compounds by new strains of Bacillus Spp. isolated from
different sources. Rom Biotech Lett. 16(1):84-91.

Pacheco G., Ciapina E., Gomes E., y Junior N. (2010). Biosurfactant Production by Rhodococcus
erythropolis and its Application to Oil Removal. Braz J Microbiol. 41: 685-693.

Pacwa-Plociniczak M., Plaza G. A., Piotrowska-Seget Z. y Cameotra S. S. (2011) Environmental
Applications of Biosurfactants: Recent Advances. Int. J. Mol. Sci. 12, 633-654. (Visitado el 22 de
abril de 2015). Disponible en la web: www.mdpi.com/journal/ijms

Pandey A., Nandi D., Prasad N. y Arora S. (2013). Biosurfactant Producing Microbes from Qil
Contaminated Soil - Isolation, Screening and Characterization. JIEAS. 8(4):551-562.

Pandey A., Mishra M. y Rai V. (2014). Optimization and Characterization of Biosurfactant Producing
Microbes and Expression of Biosurfact Producing Genes in Non Biosurfactant Producing Miocrobes.
IJPRAS. 3(1): 47-56.

Panjiar N., Sachan S. G. y Sachan A. (2014). Screening of bioemulsifier-producing micro-organisms
isolated from oil-contaminated sites. Ann Microbiol. 65(2):753-764.

Pantazaki A. A., Dimopoulou M. 1., Simou O. M. y Pritsa A. A. (2010). Sunflower seed oil and oleic
acid utilization for the production of rhamnolipids by Thermus thermophilus HB8. Appl Microbiol
Biotechnol. 88:939-951.

Parkinson M. (1985). Biosurfactants. Biotechnol Adv. 3: 65-93

Pathak K. y Keharia H. (2014). Application of extracellular lipopeptide biosurfactant produced by
endophytic Bacillus subtilis K1 isolated from aerial roots of banyan (Ficus benghalensis) in
microbially enhanced oil recovery (MEOR). 3 Biotech. 4:41-48.

112


http://www.mdpi.com/journal/ijms

Pathaka A. y Nakhate P. (2015). Optimisation of Rhamnolipid: A New Age Biosurfactant from
Pseudomonas aeruginosa MTCC 1688 and its Application in Oil Recovery, Heavy and Toxic Metals
Recovery. J Bioprocess Biotech. 5(5): 1-14 (229)

Patil J.R. y Chopade B.A. (2001). Studies on bioemulsifier production by Acinetobacter strains
isolated from healthy human skin. J Appl Microbiol. 91:290-298.

Pemmaraju S. C., Sharma D., Singh N., Panwar R., Cameotra S.S. y Pruthi V. (2012). Production of
Microbial Surfactants from Oily Sludge-Contaminated Soil by Bacillus subtilis DSVP23. Appl
Biochem Biotechnol. 167:1119-1131.

Perfumo A., Smyth T. J., Marchant R. y Banat I. M. (2010). Production and Roles of Biosurfactants
and Bioemulsifiers in Accessing Hydrophobic Substrates. Handbook of Hydrocarbon and Lipid
Microbiology. School of Biomedical Sciences, University of Ulster, Coleraine, County Londonderry,
Northern Ireland, UK.

Pinzon N. M. y Ju L.K. (2009). Improved detection of rhamnolipid production using agar plates
containing methylene blue and cetyl trimethylammonium bromide. Biotechnol Lett. 31:1583-1588
Plaza G., Zjawiony I. y Banat I. (2006). Use of different methods for detection of thermophilic
biosurfactant-producing bacteria from hydrocarbon-contaminated bioremediated soils. J Petro Science
Eng. 50(1):71-77.

Pornsunthorntawee O., Wongpanit P., Chavadej S., Abe M. y Rujiravanit R. (2008). Structural and
physicochemical characterization of crude biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa SP4
isolated from petroleum-contaminated soil. Bioresource Technol 99:1589-1595.

Prabhu Y.y Phale P. (2003). Biodegradation of phenanthrene by Pseudomonas sp. Strain PP2: novel
metabolic pathway, role of biosurfactant and cell surface hydrophobicity in hydrocarbon assimilation.
Appl. Microbiol. Biotechnol. 61, 342-351

Pradhan A. K., Pradhan N., Sukla L. B., Panda P. K. y Mishra B. K. (2013). Inhibition of pathogenic
bacterial biofilm by biosurfactant produced by Lysinibacillus fusiformis S9. Bioprocess Biosyst Eng.
37(2):139-49.

Pradnya A.J., Dhiraj B. y Shekhawat. (2014). Effect of carbon and nitrogen source on biosurfactant
production by biosurfactant producing bacteria isolated from petroleum contaminated site. Adv. Appl.
Sci. Res. 5(6):159-164.

Prats C., Gird A., Ferrer J., Lopez D. y Vives-Rego J. (2008) Analysis and IbM simulation of the stages
in bacterial lag phase: Basis for anupdated definition. J Theor Biol. 252:56-68.

Pruthi V. y Cameotra S.S. (1997). Rapid identification of biosurfactant- producing bacterial strains
using a cell surface hydrophobicity technique. Biotechnol Tech. 11(9):671-674.

Qiao G., Li H., Xu D. y Park S. I. (2012). Modified a Colony Forming Unit Microbial Adherence to
Hydrocarbons Assay and Evaluated Cell Surface Hydrophobicity and Biofilm Production of Vibrio
scophthalmi. J Bacteriol Parasitol. 3(1):1-6.

113



Qiao N. y Shao Z. (2010). Isolation and characterization of a novel biosurfactant produced by
hydrocarbon-degrading bacterium Alcanivorax dieselolei B-5. J. of J Appl Microbiol. 108:1207-1216.
Rahman K., Rahman T., Korkoutas Y., Petsas I., Marchant R. y Banat I. (2003). Enhanced
bioremediation of n — alcane in petroleum sludge using bacterial consortium amended with
rhamnolipid and micronutrients. Bioresour. Technol. 90, 159-168.

Rahman P. K., Pasirayi G., Auger V. y Ali Z. (2010). Production of rhamnolipid biosurfactants by
Pseudomonas aeruginosa DS10-129 in a microfluidic bioreactor. Biotechnol Appl Bioc. 55(1):45-52.
Ramachandran R., Chalasani A. G., Lal R. y Roy U. (2014). A Broad-Spectrum Antimicrobial Activity
of Bacillus subtilis RLID 12.1. ScientificWorldJournal. doi: 10.1155/2014/968487

Rashedi H., Jamshidi E., Mazaheri M., y Bonakdarpour B. (2005). Isolation and production of
biosurfactant from Pseudomonas aeruginosa isolated from Iranian southern wells oil. Int. J. Environ.
Sci. Tech. 2(2): 121-127. www.sciencejournal.in (Consulta el 26 de marzo de 2016)

Reddy M.S., Naresh B., Leela T., Prashanthi M., Madhusudhan N.C., Dhanasri G. y Devi P. (2010).
Biodegradation of phenanthrene with biosurfactant production by a new strain of Brevibacillus sp.
Bioresource Technol. 101:7980-7983.

Rehman N. M. A., Shete M. B., Dixit P.P. y Deshmunkh A.M. (2014). Screening of Biosurfactant
Producing Microorganisms from Qil Contaminated Soils of Osmanabad Region, Maharashtra, India.
1JS. 1(1): 35-39.

Reis F. A., Sérvulo E. F. y Franca F. P. (2004). Lipopeptide Surfactant Production by Bacillus subtilis
Grown on Low-Cost Raw Materials. Appl Biochem Biotech. 113-116:889-912.

Rhbal H., Souabi S., Safi M., Terta M., Arad M., Anouzla A. y Hafid M. (2014). Soils bioremediation

of hydrocarbons and green waste elimination through composting process. IJEMA. 2(6-1):13-22.

Rocha C., San-Bias F., San-Bias G. y Vierma L. (1992). Biosurfactant production by two isolates of
Pseudomonas aeruginosa. World J Microb Biot. 8:125-128.

Rodrigues L R.., Banat I. M., Teixeira J. y Oliveira R. (2006a). Biosurfactants: potential applications
in medicine. J Antimicrob Chemoth. 57:609-618.

Rodrigues L. R., Teixeira J. A., van der Mei H. C. y Oliveira R. (2006b). Isolation and partial
characterization of a biosurfactant produced by Streptococcus thermophilus A. Biointerfaces. 53:105-
112.

Rodrigues L. R. y Teixeira J. A. (2008). Chapter 6: Biomedical and Therapeutic Applications of
Biosurfactants. doi: 10.1007/978-1-4419-5979-9 6.

Rosenberg E. (1986). Microbial surfactants. CRC Rev Biotechnol. 3:109-132

Rosenberg E. y Ron, E.Z. (1999). High- and Low-molecular-mass Microbial Surfactants. Appl
Microbiol Biot.52:154-162.

Ron, E. and Rosenberg, E. (2001) A Review of Natural Roles of Biosurfactnats, Environ Microbiol.
3(4): 229-236.

114


http://www.sciencejournal.in/
https://dx.doi.org/10.1007/978-1-4419-5979-9_6

Ron E. y Rosenberg, E. (2002). Biosurfactants and oil bioremediation. Environmental biotechnology.
13: 249-252

Rosenberg E., Zuckerberg A., Rubinovitz C., y Gutnick D. L. (1979). Emulsifier of Arthrobacter
RAG-1: Isolation and Emulsifying Properties. Appl Environ Microb. 37(3): 402-408.

Rosenberg M., Gutnick D. y Rosenberg E. (1980). Adherence of bacteria to hydrocarbons—a simple
method for measuring cell-surface hydrophobicity. FEMS Microbiol Lett. 9(1):29-33.

Rosenberg M., Rottem S. y Rosenberg E. (1982). Cell surface hydrophobicity of smooth and rough
Proteus mirabilis strains as determined by adherence to hydrocarbons. FEMS Microbiology Letters.
13:167-169.

Rosenberg M. (1984). Bacterial adherence to hydrocarbons: a useful technique for studying cell
surface hydrophobicity. FEMS Microbiology Letters. 22:289-295.

Rosenberg M. y Rosenberg E. (1985). Bacterial Adherence at the Hydrocarbon-Water Interface. Qil
& Petrochemical Pollution. 2:155-162.

Rosenberg M. (2006). Microbial adhesion to hydrocarbons: twenty-five years of doing MATH. FEMS
Microbiol Lett. 262:129-134.

Rossi E. M., Beilke L., Kochhann M., Sarzi D. H. y Tondo E. C. (2016). Biosurfactant Produced by
Salmonella enteritidis SE86 Can Increase Adherence and Resistance to Sanitizers on Lettuce Leaves
(Lactucasativa L. cichoraceae). Front. Microbiol. 7(9):1-9.

Saisa-ard K., Saimmai A y Maneerat S. (2014). Characterization and phylogenetic analysis of
biosurfactant-producing bacteria isolated from palm oil contaminated soils. Songklanakarin J. Sci.
Technol. 36(2):163-175

Saimmai A., Kaewrueng J., y Maneerat S. (2012a). Used lubricating oil degradation and biosurfactant
production by SC-9 consortia obtained from oil-contaminated soil. Ann Microbiol. 62:1757-1767.
Saimmai A., Rukadee O., Onlamool T., Sobhon V. y Maneerat S. (2012b). Isolation and functional
characterization of a biosurfactant produced by a new and promising strain of Oleomonas sagaranensis
AT18. World J Microbiol Biotechnol. 28:2973-2986.

Salager J. y Fernandez A. (2004). Surfactantes. I. Generalidades Il. Materias Primas. Cuaderno FIRP
S301-PP. Universidad de los Andes. Mérida, Venezuela

Saminathan P., y Rajendran P. (2014). Screening and Identification of Potential Biosurfactant
producing microorganisms isolated from oil contaminated soils. 1JPBS. 5(1): 1096-1106.

Saranya P., Bhavani P., Swarnalatha S. y Sekaran G. (2015). Biosequestration of chromium (I11) in an
aqueous solution using cationic and anionic biosurfactants produced from two different Bacillus sp. —
a comparative study. RSC Adv.5:80596-80611.

Saravanan V., y Vijayakumar S. (2012). Isolation and screening of biosurfactant producing

microorganisms from oil contaminated soil. J. Acad. Indus. Res. 1(5): 2278-5213.

115



Sastoque-Cala L., Cotes-Prado A. M., Rodriguez-Vazquez R. y Pedroza-Rodriguez A. M. (2010).
Effect of nutrients and fermentation conditions on the production of biosurfactants using rhizobacteria
isolated from fique plants Universitas Scientiarum. 15(3), 251-264.

Sathe S. J., Kadam S. P., Bankar V. P., Mulik M. L., Gajbhiye M. H. y Doshi D. V. (2012). Studies on
Isolation and Bioemulsifier Production by Bacteria from Hydrocarbon Contaminated Soil. JERHRE.
1(1):45- 54.

Satpute S.K., Bhawsar B.D., Dhakephalkar P.K. y Chopade B.A. (2008). Assessment of different
screening methods for selecting biosurfactant producing marine bacteria. Indian J Mar Sci 37: 243-
250.

Satpute S.K., Banpurkar A.G., Dhakephalkar P.K., Banat I.B. y Chopade B.A. (2010). Methods for
investigating biosurfactants and bioemulsifiers: a review. Crit Rev Biotechnol. (Visitado el 02 de mayo
de 2015). Disponible en: http://www.informahealthcare.com/bty

Schaller K., Fox S., Bruhn D., Noah K., y Bala G. (2004). Characterization of Surfactin from Bacillus
subtilis for Application as an Agent for Enhanced Oil Recovery. Appl Biochem Biotech. 113(116):
827-836.

Sharma D., Ansari M. J., Al-Ghamdi A., Adgaba N., Khan K. A., Pruthi V. y Al-Waili N. (2015a).

Biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa DSVP20 isolated from petroleum hydrocarbon-

contaminated soil and its physicochemical characterization. Environ Sci Pollut Res. 22(22): 17636-
17643.

Sharma D., Saharan B. S., Chauhan N., Procha S. and Lal S. (2015b). Isolation and functional
characterization of novel biosurfactant produced by Enterococcus faecium. SpringerPlus. 4(4):1-14.
Shennan J.L. y Levi J.D. (1987). In situ microbial enhanced oil recovery. Surf Sci Series. 21-35
Siegmund I. y Wagner F. (1991). New method for detecting rhamnolipids excreted by Pseudomonas
species during growth on mineral agar. Biotechnol Tech. 5(4):265-268.

SilvaF. S., Pylro V. S., Fernandes P. L., Barcelos G. S., Kalks K. H., Schaefer C. E. y Té6tola M. R.
(2015). Unexplored Brazilian oceanic island host high salt tolerant biosurfactant -producing bacterial
strains. Extremophiles. 19(3):561-72.

Smith D. D., Nickzad A., Déziel E. y Stavrinidesa J. (2016). A Novel Glycolipid Biosurfactant Confers
Grazing Resistance upon Pantoea ananatis BRT175 against the Social Amoeba Dictyostelium
discoideum. mSphere. 1(1):1-16.

Song B., Rong Y., Zhao M. y Chi Z. (2013). Antifungal activity of the lipopeptides produced by
Bacillus amyloliquefaciens anti-CA against Candida albicans isolated from clinic. Appl Microb Biot.
97:7141-7150

Stoimenova E., Vasileva-Tonkova E., Sotirova A., Galabova D.y Lalchev Z. (2009). Evaluation of
different carbon sources for growth and biosurfactant production by Pseudomonas fluorescens isolated

from wastewaters. Z. Naturforsch. 64, 96 — 102.

116


http://www.informahealthcare.com/bty
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stoimenova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19323273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasileva-Tonkova%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19323273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sotirova%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19323273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galabova%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19323273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lalchev%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19323273

Sulbaran, M. (2002). Produccién y caracterizacion de biosurfactantes aislados de Pseudomonas
fluorescentes. Tesis de Licenciatura. Universidad de los Andes. Mérida, Venezuela.

Sulbaran M., Bahsas, A., Velasquez, W. y Otoniel, J. (2005) Caracterizacién De Biosurfactantes
Producidos Por Pseudomonas Fluorescentes Aisladas De Emulsiones De Petrdleo Pesado. Cien. 13(2),
228-239

Sweet S. P., MacFarlane T. W. y Samaranayake L. P. (1987). Determination of the cell surface
hydrophobicity of oral bacteria using a modified hydrocarbon adherence method. FEMS Microbiol
Lett. 48:159-163.

Szulc A., Ambrozewicz D., Sydow M., Lawniczak L., Piotrowska-Cyplik A., Marecik R.,
Chrzanowski L. (2014). The influence of bioaugmentation and biosurfactant addition on
bioremediation efficiency of diesel-oil contaminated soil: Feasibility during field studies. J Environ
Manage. 132:121-128.

Tabatabaee A., Assadi M.M., Noohi A.A. y Sajadian V.A. (2005). Isolation of Biosurfactant
Producing Bacteria from Oil Reservoirs. Iran J Environ Healt. 2(1), 6-12.

Tabuchi T., Martinez D., Hospinal M., Merino F. y Gutiérrez S. (2015). Optimizacion y modificacion
del método para la deteccion de ramnolipidos. Revista peruana de biologia. 22(2):247-258.
http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/rpb/index. (Visitado el 29 de mayo del 2016).
Tadros T. F. (2005). Principles and Applications Applied Surfactants. doi: 10.1002/3527604812.

Tahmourespour A., Salehi R. y Kermanshahi R. K. (2011). Lactobacillus acidophilus-derived
biosurfactant effect on GTFB and GTFC expression level in Streptococcus mutans biofilm cells. Braz
J Microbiol. 42:330-339.

Tambekar D.H. y Gadakh P.V. (2013). Bioemulsifier Production and Molecular Detection of
Pseudomonas spp. Isolated from Hydrocarbon Contaminated Soil. IJEST 2(3): 470-477.

Techaoei S., Leelapornpisid P., Santiarwarn D. y Lumyong S. (2007). Preliminary Screening of
Biosurfactant-Producing Microorganisms Isolated from Hot Spring and Garages in Northern Thailand.
KMITL Sci. Tech. J. Vol. 7(1): 38-43.

Techaoei S., Lumyong S., Prathumpai W., Santiarwarn D. y Leelapornpisid P. (2011). Screening
Characterization and Stability of Biosurfactant Produced by Pseudomonas aeruginosa SCMU106
Isolated from Soil in Notthern Thailand. Asian J. Biol. Sci.

Thavasi R. y Jayalakshmi S. (2003). Bioremediation Potential of Hydrocarbonoclastic Bacteria in
Cuddalore Harbour Waters (India). Res. J. Chem. Environ. 7 (1): 17-22.

Thavasi R., Jayalakshmi S., Balasubramanian T. y Banat I. M. (2008). Production and characterization
of a glycolipid biosurfactant from Bacillus megaterium using economically cheaper sources. World J
Microb Biot. 24:917-925.

Thavasi R., Sharma S. y Jayalakshmi S. (2011). Evaluation of Screening Methods for the Isolation of

Biosurfactant Producing Marine Bacteria. J. Pet Environ Biot. S1:001

117


http://revistasinvestigacion.unmsm.edu.pe/index.php/rpb/index

Torres J.M. y Sanchez J.A. (2001). Produccion de un biosurfactante microbiano por Torulopsis
magnoliae en cultivos sumergidos por carga. CIENCIA. 9(3): 305-312

Tugrul T. y Cansunar E. (2005). Detecting surfactant-producing microorganisms by the drop-collapse
test. World J Microb Biot. 21:851-853.

Updegraff D. M. y Wren G. B. (1954). The Release of Oil from Petroleum-Bearing Materials by
Sulfate-Reducing Bacteria. (Visitado el 15 de junio de 2015). Disponible en la web:
http://aem.asm.org/

Urum K., Grigson S., Pekdemir T. y McMenamy S. (2006). A Comparison of the efficiency of different
surfactants for removal of crude oil from contaminated soils. Chemosphere. 62:1403-1410.

Uzoigwe, C., Burgess, J. G., Ennis, C. J., Rahman, P. K. S. M. (2015). Bioemulsifiers are not
biosurfactants and require different screening approaches. Frontiers in Microbiol. 6: 10.3389 (Visitado
el 02 de mayo de 2015). Disponible en la web:
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmich.2015.00245/full

Van Dyke M.I., Gulley S.L., Lee H. y Trevors J.T. (1993). Evaluation of microbial surfactants for
recovery of hydrophobic pollutants from soil. J. Ind. Microbiol. 11, 163-170.

Van Hamme J.D., Singh A. y Ward OP. (2003). Recent Advances in Petroleum Microbiology.
Microbiol Mol Biol. 67(4): 503-549.

Van Hamme J.D., Singh A. y Ward OP. (2006). Part 1 in a series of papers devoted to surfactants in
microbiology and biotechnology. Biotechnol Adv. 24(6):604 —620.

Vanavil B., Perumalsamy M. y Seshagiri R.A. (2013). Biosurfactant Production from Novel Air Isolate
NITT6L: Screening, Characterization and Optimization of Media. J. Microbiol Biot. 23(9), 1229-
1243.

Vargas J., Reza O.A., Chang C.K., Membrillo I.L. y Calva G. (2010). Produccion de biosurfactantes
por bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno crecidas en hidrocarburos. Revista CENIC. Ciencias
Quimicas. Vol 41. pp 1-9. Cuba.

Varjani S., Rana D., Bateja S., Sharma M., y Upasani V. (2014). Screening and identification of
biosurfactant (bioemulsifier) producing bacteria from crude oil contaminated sites of Gujarat, India.
IJIRSET. 3(2):9205-9213.

Vasileva-Tonkova E. y Gesheva V. (2007). Biosurfactant Production by Antarctic Facultative
Anaerobe Pantoea sp. During Growth on Hydrocarbons. Curr Microbiol. 54:136-141.

Vaux D. y Cottingham M. (2001) Method and apparatus for measuring surface configuration. Patent
number WO 2007/039729 Al.

Vegt W., Mei H. C., Noordmans J. y Busscher H. J. (1991). Assessment of bacterial biosurfactant
production through axisymmetric drop shape analysis by profile. Appl Microbiol Biot. 35:766-770.
Velioglu Z. y Urek R. O. (2014). Concurrent Biosurfactant and Ligninolytic Enzyme Production by
Pleurotus spp. in Solid-State Fermentation. Appl Biochem Biotech. 174:1354-1364.

118


http://aem.asm.org/
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fmicb.2015.00245/full

Vijaya B., Jayalakshmi N. R. y Manjunath K. (2014). Isolation and partial characterization of a
biosurfactant produced by Pseudomonas aeruginosa PAVIJ from contaminated soil. RIJPBCS.
5(2):881-895.

Viramontes-Ramos S., Portillo-Ruiz M., Ballinas-Casarrubias M., Torres-Mufioz J., Rivera-Chavira
B., Nevarez-Moorillon G. (2010). Selection of biosurfactan/bioemulsifier-producing bacteria from
hydrocarbon-contaminated soil. Braz. J. Microbiol. 41, 668-675.

Vyas T.y Dave B. P. (2016). Biosynthesis of Rhamnolipid Biosurfactant by Newly Isolated Marine
Bacterium Methylobacterium mesophilicum MTCC 6839 from Qil Contaminated Sites at Alang Coast,
Guajarat, India. 1JBSM. 7(1): 74-79.

Walter V., Syldatk C., y Hausmann. (2010). Screening Concepts for the Isolation of Biosurfactant
Producing Microorganisms. Madame Curie Bioscience Database (Online). Landes Bioscience
(Visitado el 07 de diciembre de 2014). Disponible en la  web:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6189/#A76787.

Wang W., Cai B. y Shao Z. (2014). Oil degradation and biosurfactant production by the deep sea
bacterium Dietzia maris As-13-3. Front MicrobioL. 5(711):1-11.

Wattanaphon H.T., Kerdsin A., Thammacharoen C., Sangvanich P. y Vangnai A.S. (2008). A
biosurfactant from Burkholderia cenocepacia BSP3 and its enhancement of pesticide solubilization. J
Appl Microbiol. 105:416-423.

Wei Y.H., Chou C.L. y Chang J.S. (2005) Rhamnolipid production by indigenous Pseudomonas
aeruginosa J4 originating from petrochemical wastewater. Biochem Eng J 27:146-154.

Willumsen P. y Karlson U. (1997). Screening of bacteria, isolated from PAH-contaminated soils, for
production of biosurfactants and bioemulsifiers. Biodegradation. 7(5): 415-423.

Windevoxhel R., Malaver N., Bastardo H., Subero N., Sancheza N. y Marcanoa L. (2009a).
Caracterizacion de la comunidad bacteriana de un Ripio de perforacidn y aislamiento de un consorcio
bacteriano con capacidad hidrocarburoclastica. Revista Ingenieria UC. 16(2):14-19.

Windevoxhel R., Sanchez N., Subero N., Bastardo H. y Malaver N. (2009b) Grupos funcionales de
bacterias con potencial para Biodegradacion de Hidrocarburos. Revista Ingenieria UC. 16(1): 51-53
Windevoxhel R., Sanchez N., Bastardo H. y Malaver N. (2011). Biorremediacion de un suelo
petrolizado empleando humus del Rio Caroni. Ingenieria y Sociedad UC. 6(2): 94-99.
Witek-Krowiak A., Witek J., Gruszczynska A., G. Szafran R., Kozlecki T. y Modelski S. (2010). Scale
up and Application of Biosurfactant from Bacillus subtilis in Enhanced Oil Recovery. Appl Biochem
Biotech. 162:510-523.

Witek-Krowiak A., Witek J., Gruszczyn ska A., Szafran R., Kozlecki T. y Modelski S. (2011).
Ultrafiltrative separation of rhamnolipid from culture medium. World J Microb Biot. 27:1961-1964.
XiaW., Luo Z., Dong H., Yu L., Cui Q. y Bi Y. (2012). Synthesis, Characterization, and Oil Recovery
Application of Biosurfactant Produced by Indigenous Pseudomonas aeruginosa WJ-1 Using Waste
Vegetable Oils. Appl Biochem Biotech. 166:1148-1166.

119


http://www.landesbioscience.com/curie/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK6189/#A76787

e Yafiez-Ocampo G. y Wong-Villarreal A. (2013). Biosurfactantes Microbianos, Produccién Potencial
con Residuos Agroindustriales de Chiapas. BioTecnologia. 17 (3): 12-28.

e Yilmaz F., Ergene A., Yalgin E. y Tan S. (2009). Production and characterization of biosurfactants
produced by microorganisms isolated from milk factory wastewaters. Environ Technol. 30(13):1397-
1404.

e Youssef N., Duncan K., Nagle D., Savage K. N., Knapp R. M. y Mclnerney M. J. (2004). Comparison
of methods to detect biosurfactant production by diverse microorganisms. J Microbiol Meth. 56(3):
339-347.

e Youssef N., Duncan K., y Mclnerney M. (2005). Importance of 3-Hydroxy Fatty Acid Composition
of Lipopeptides for Biosurfactant Activity. Appl Environ Microb. 71 (12): 7690—7695.

e Youssef N., Nguyen T., Sabatini D. A. y Mclnerney M. J. (2007). Basis for formulating biosurfactant
mixtures to achieve ultra-low interfacial tension values against hydrocarbons. J Ind Microbiol Bio.
34:497-507.

e Zamora, A. (2006). Andlisis Funcional De Comunidades Bacterianas Asociadas A Un Proceso De
Biorremediacion De Muestras De Suelo Contaminado Con Hidrocarburo. Tesis de Licenciatura.
Universidad Central De Venezuela — Facultad De Ciencias (Venezuela).

e Zamora, A., Malaver, N. y Ramos, J. (2012). Anélisis Funcional de Microorganismos: un estimador
de diversidad y estructura comunitaria. Acta Biol. Venez. Vol 32 (1):57-86.

e Zhang T., Shi Z., Hu L., Cheng L. y Wang F. (2008). Antifungal compounds from Bacillus subtilis B-
FS06 inhibiting the growth of Aspergillus flavus. World J Microb Biot. 24:783-788.

e Zhou H., Chen J., Yang Z., Qin B., Li Y. y Kong X. (2015). Biosurfactant production and
characterization of Bacillus sp. ZG0427 isolated from oil-contaminated soil. Ann Micro. 65(4):2255-
2264.

Consultas en linea;

e Biosurfactantes. [En linea] [17 paginas en PDF]. Disponible en:
https://ximegabydelatorre.wikispaces.com/file/view/pinedorevilla_trigochorda.pdf). (Consulta: el 4
noviembre de 2014).

e Biosurfactants of Probiotic Lactic Acid Bacteria. Chapter 2. [En linea] [14 paginas en PDF].
Disponible en:
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/9783319262130-
c2.pdf?SGWID=0-0-45-1549541-p177778746. (Consulta: el 05 de abril de 2017).

e  http://vlab.amrita.edu/?sub=3&brch=70&sim=638&cnt=2, (Visitado el 19 de abril de 2016).

120


https://ximegabydelatorre.wikispaces.com/file/view/pinedorevilla_trigochorda.pdf
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/9783319262130-c2.pdf?SGWID=0-0-45-1549541-p177778746
http://www.springer.com/cda/content/document/cda_downloaddocument/9783319262130-c2.pdf?SGWID=0-0-45-1549541-p177778746
http://vlab.amrita.edu/?sub=3&brch=70&sim=638&cnt=2

X. Anexos

Anexo |. Resultados de Is métodos de detecion cualitativos

Cepas Fuentes de Carbono | OSM (cm?) | BATH* (%) | Parafilm DC
Glucosa 0,2+0,14 2,24+7,7 - -
Acetato de Sodio 0,3+0,10 9,23+3,5 - -
MN2-13 (FMA) -
Gasoil 0,3+0,14 - - -
Oliva 0,5+0,05 407+1,4 - -
Glucosa 0,3+0,10 | 33,09+18,4 - -
Acetato de Sodio 0,4+0,05 38,69+2,9 - -
MR1-24 (FMC) -
Gasoil 0,1+0,12 | 38,50+54,4 - -
Oliva 0,3+0,18 79,7345,4 - -
Glucosa 0,3+0,09 1,98+7,7 - -
Acetato de Sodio 0,3+0,08 -4,69+6,6 - -
MR3-25 (FMD) -
Gasoil 0,0+0,00 | 49,55+26,3 - -
Oliva 0,3+0,05 19,97+6,7 - -
Glucosa 0,2+0,15 -2,25+3,2 + +
Acetato de Sodio 0,3+0,08 - - -
ER3-11 (FME) -
Gasoil 0,0+0,00 | 28,50+40,3 - -
Oliva 0,2+0,10 | 44,05+67,9 ++ -
Glucosa 1,2+0,23 - +++ ++
Acetato de Sodio 0,4+0,26 - - -
BR2-26 (FMF) 5
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,2+0,14 | -36,83+52,1 ++ +
Glucosa 0,8+0,14 -0,56+0,8 - +
Acetato de Sodio 0,4+0,23 - - -
MN3-5 (FMG) -
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,4+0,12 8,13+20,5 - +
Glucosa 0,4+0,08 12,05+3,6 ++ ++
Acetato de Sodio | 0,2+0,21 | -17,72+4.,8 - +
MR3-26 (FMH) 5
Gasoil 0,1+0,09 - - -
Oliva 0,2+0,12 | -13,96+19,7 - ++
Glucosa 0,8+0,14 - ++ ++
Acetato de Sodio 0,5+0,04 - + +
MR1-25 (FMI) -
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,3+0,16 | -13,96+19,7 - ++
Glucosa 0,4+0,12 - - -
Acetato de Sodio 0,2+0,10 - - -
BR1-16 (FMJ) -
Gasoil 0,3+0,19 - - -
Oliva 0,3+0,17 |-116,20+90,8 - -
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Glucosa 0,3+0,13 43,54+5,8 - -
Acetato de Sodio 0,3+0,12 | 19,55+28,1 - -
ER1-11 (FMK) -
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,5+0,16 | 22,84+15,6 - -
Glucosa 0,5+0,06 11,51+0,3 - -
Acetato de Sodio 0,6+0,08 1,26+17,6 - +
MR2-11 (FMM) -
Gasoil 0,1+0,15 - + -
Oliva 0,5+0,14 | -15,35+4,5 - +
Glucosa 0,5+0,08 | 30,32+17,1 - -
Acetato de Sodio 0,1+0,12 6,06+8,6 - -
BN1-7 (FMO) -
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,5+0,13 33,43+4,6 - -
Glucosa 0,3+0,10 | 20,69+37,4 - -
Acetato de Sodio 0,4+0,15 | -5,00+15,0 - -
BR1-11 (FMP) -
Gasoil 0,2+0,08 - - -
Oliva 0,4+0,10 40,86+4,9 - -
Glucosa 0,5+0,08 | -11,61+10,5 +
Acetato de Sodio | 0,5+0,08 | -11,02+8,9 - +
BN1-1 (FMQ) -
Gasoil 0,3+0,10 - - -
Oliva 1,3+0,93 7,93+2,7 ++ ++
Glucosa 0,7+0,15 - ++ ++
Acetato de Sodio 0,4+0,06 | -13,53+10,7 - -
MR2-18 (FMR) ;
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,6+0,26 - ++ +
Glucosa 0,7+0,05 5,74%3,3 - -
Acetato de Sodio 0,5+0,05 | -14,85+13,1 - +
MR3-20 (FMS) -
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,7+0,27 | 24,56+11,4 + +
Glucosa 0,7+0,12 | -31,73+8,6 + +
Acetato de Sodio 1,2+0,27 - - -
BR1-15 (FMT) 5
Gasoil 0,2+0,11 - - -
Oliva 0,5+0,05 - - +
Glucosa 0,4+0,06 | -20,68+23,5 ++ -
Acetato de Sodio 0,4+0,04 - - -
BR2-14 (FMU) ;
Gasoil 0,1+0,08 - - -
Oliva 0,2+0,08 59,93+9,9 + +
Glucosa 0,5+0,00 0,99+2,4 - -
Acetato de Sodio 0,5+0,10 - - -
MR3-27 (FMV) -
Gasoil 0,5+0,08 | -14,58+35,9 - -
Oliva 0,6+0,17 17,02+3,1 - +
MN2-16 (FMW) Glucosa 0,3+0,12 29,11+5/1 - -
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Acetato de Sodio 0,4+0,10 -21,72€2,0 - -
Gasoil 0,0+0,00 - - +
Oliva 1,1+0,15 25,5146,1 + +
Glucosa 0,7+0,20 | -26,88+6,7 R ++
Acetato de Sodio 0,3+0,14 | -24,02+42,2 - +
MN3-4 (FMX) :
Gasoil 0,2+0,13 - - -
Oliva 5,7+0,45 - +++ +++
Glucosa 0,8+0,15 - ++ ++
Acetato de Sodio 0,5+0,05 - - -
MN3-1 (FMY) :
Gasoil 0,5+0,08 - - ++
Oliva 2,1+0,49 9,22+13,0 +++ ++
Glucosa 0,3+0,16 | 21,37+12,7 - -
Acetato de Sodio 0,0+0,00 | -24,12+18,8 - -
MR1-2 (FMZ) :
Gasoil 0,0+0,00 - - -
Oliva 0,4+0,12 - - -
SDS - 6,00+0,0 - T+t T+t

*Resultados en negro representan los valores de absorbancia negativos

Anexo Il. Resultados de los indice de emulsificacion (E%) a las 24, 48, 72 'y 96 horas

Cepas Fuentes de Carbono | Ez4%(%) | Easw(%) | E72%(%) | Eosw (%)
Glucosa 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00

Acetato de Sodio 2,846,8 2,846,8 3,3148,2 3,348,16

MN2-13 (FMA) Gasoll 31477 | 31277 | 3382 | 368,75
Oliva 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00

Glucosa 72.4%4,0% | 674445 | 57,077 | 56,046,84

Acetato de Sodio | 1L,9%11,7 | 11,9411,7 | 8,0480 | 6,67,30

MR1-24 (FMC) Gasoil 0,0:00 | 0,040,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
oliva 15881 | 158481 | 104442 | 62%517

Glucosa 65,0+3,1 | 58,8458 | 54,7+2,6 | 54,7+2,64

Acetato 644175 | 61,3186 | 57,3185 | 57,3851

MR3-25 (FMD) Gasoil 31434 | 31234 | 3134 | 000,00
Oliva 46.9+24,0 | 3441204 | 34,4204 | 33,3%20,03

Glucosa 68,1217 | 66.1+43 | 66,1443 | 61,9423

Acetato de Sodio | 44.4+15,0 | 44.4+15,0 | 37,8+14,4 | 37,8%14,40

ERS-11 (FME) Gasoll 0,020,0 | 00200 | 00200 | 0,020,00
Oliva 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00

Glucosa 3674156 | 36,7+15,6 | 32,1¢14,4 | 24.7%6,00

BR2-26 (FMF) Acetato de Sodio | 29,2+16,6 | 29,2+16,6 | 22,9+18,4 | 14,6+£14,61
Gasoil 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
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Oliva 72,2432 | 72,2432 | 70,1¥25 | 69,1%0,75

Glucosa 63,0431 | 63,0+3,1 | 63,450 | 67,4654

Acetato de Sodio | 37,5+13,4 | 35,3%9,5 | 28,8484 | 255+10,83

MN3-5 (FMG) Gasoil 12,8£14,0 | 12,8140 | 2254 | 0,0£0,00
Oliva 69,5459 | 68,4453 | 67,5454 | 6544573

Glucosa 485%3,6 | 485%3,6 | 47,5+40 | 46,4400

Acetato de Sodio | 49,313,7 | 42,7+10,8 | 38,6168 | 27,8%17,60

MR3-26 (FMH) Gasoil 6,3t153 | 3,1#7,7 | 3,1x7,7 | 0,0£0,00
Oliva 0,000 | 00%00 | 0,0:00 | 0,0%0,00

Glucosa 63,2+10,6 | 51,7+13,0 | 43,2475 | 41,1890

Acetato de Sodio | 16,653 | 145452 | 135451 | 12,4%4,00

MR1-25 (FMI) Gasoil 0,000 | 31*0,0 | 3,100 | 0,0£0,00
Oliva 65,0431 | 66,3+2,3 | 65410 | 63,5:2,9

Glucosa 67,8436 | 67,8436 | 67,8436 | 64,6+2,28

Acetato de Sodio | 26,0+10,0 | 125%52 | 125459 | 8,3*4,74

BR1-16 (FMJ) Gasoil 7,3#150 | 00,0 00,0 00,00
Oliva 0,000 | 0,0%00 | 0,0:00 | 0,0%0,00

Glucosa 61,2694 | 551%7,1 | 54,4+16,2 | 48,0+16,84

Acetato de Sodio | 67,717 | 64,852 | 66,659 | 63,8+4,74

ER1-11 (FMK) Gasoil 0,0£0,0 | 0,0+00 | 0,000 | 0,0+0,00
Oliva 0,000 | 0,0%00 | 0,0:00 | 0,0%0,00

Glucosa 53,047 | 46,344 | 446%4,6 | 37,0£2,45

Acetato 534139 | 44,9t63 | 44,0:7,3 | 43,2596

MR2-11 (FMM) Gasoil 0,0£0,0 | 0,0+00 | 0,000 | 0,0+0,00
Oliva 41259 | 344%64 | 27,698 | 23,1719

Glucosa 67,582 | 63,3+41 | 61,7+41 | 61,7+4,08

Acetato de Sodio | 50,0£28,9 | 46,6+26,0 | 46,626,0 | 41,4+21,48

BN1-7 (FMO) Gasoil 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,0%0,00
Oliva 40,7%4,2 | 40,7%4,2 | 32,5%+52 | 24,2585

Glucosa 63,7+12,1 | 60,3+11,4 | 52,6+11,8 | 52,6+11,82

Acetato 66,3t2,0 | 66,320 | 653+22 | 64,2+2,89

BRI1-11 (FMP) Gasoil 0,0+00 | 0,0%0,0 | 0,0£00 | 0,0£0,00
Oliva 8,8+138 | 49+120 | 3,9+96 | 2,0%4.80

Glucosa 53,2+13,8 | 48,9+13,9 | 48,1+14,1 | 39,7+17,82

Acetato de Sodio | 66,0£50 | 66,0450 | 65,0%6,4 | 63,9+4,69

BN1-1 (FMQ) Gasoil 48+117 | 24+58 | 24%58 | 0,8+1,94
Oliva 10,0+15,6 | 10,0+15,6 | 8,9+138 | 3,3%8,16

Glucosa 62,6445 | 64,1+45 | 60,0631 | 60,0+7,59

Acetato de Sodio | 26,333 | 21,3%3,6 | 16,1#4,7 | 13,1%2,25

MR2-18 (FMR) Gasol 0,000 | 0,0£00 | 0,000 | 0,0%0,00
Oliva 59,3+16,9 | 57,2+159 | 58,3+16,4 | 55,1+14,88
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Glucosa 5501241 | 53,1223.2 | 50,0421,6 | 47,9420,71
Acetato de Sodio | 18.3%28.3 | 16.2425,2 | 16.2425,2 | 12,9%20,03

MR3-20 (FMS) Gasoil 30406 | 44109 | 443109 | 1,0:2,40
oliva 62,0£21,9 | 62,0£3,0 | 56,029 | 56,0+2,95

Glucosa 56.0+11,0 | 52,8+14,0 | 48.6+12,5 | 46,9+12,91

Acetato de Sodio | 62,6+16,5 | 60,0+17,6 | 57,5416,1 | 54,1%19,49

BRI-15 (FMT) Gasoil 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
Oliva 643130 | 63333 | 633233 | 60,3%3.89

Glucosa 56.5¢13,0 | 56,5+13,0 | 49.3+15,6 | 41,2+14,22

Acetato de Sodio | 48.6+16,5 | 48,6+16,5 | 33,9+19,3 | 28,8+16,55

BR2-14 (FMU) Gasoil 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
Oliva 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00

Glucosa 55.017,6 | 50,6+2,5 | 48,3tL8 | 45,2¢160

Acetato de Sodio | 73.0£6,5 | 65343 | 65343 | 65,3%4.26

MR3-27 (FMV) Gasoil 34.4+37,7 | 33,3£36.6 | 31,334,2 | 30,2433,17
Oliva 66.0£2,8 | 63.9t22 | 60,6+25 | 59,6+2.81

Glucosa 1632140 | 13.0:104 | 7.4%12,8 | 7,4%12,83

Acetato de Sodio 65,0£2,4 55,6£2,2 55,6£2,2 54,6£3,12

MN2-16 (FMW) Gasoil 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
Oliva 20,8136 | 18.8+63 | 14,6436 | 14,6+361

Glucosa 5214265 | 44.3+33.1 | 44,3%33,1 | 39,9429,30

Acetato 23,1+9,9 9,5+6,5 7,545,0 7,545,00

MN3-4 (FMX) Gasoil 0,0:00 | 0,0£0,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
Oliva 58.419,3 | 54.0t72 | 551458 | 52,946.62

Glucosa 70,9+4,8 68,745,7 63,5+7,5 62,5+5,79

Acetato de Sodio 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,00

MN3-1 (FMY) Gasoll 0,020,0 | 00200 | 0000 | 0,020,00
Oliva 60,1225 | 59,1426 | 50,1426 | 55,9+4.66

Glucosa 67,5+3,7 | 66,5+3,5 | 65,5+4,7 | 63,3+3,10

Acetato de Sodio 59,7410,3 | 52,2+8,2 50,1+9,4 49,0+7,23

MR1-2 (FM2) Gasoil 0,0:00 | 0,040,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00
oliva 0,0:00 | 0,040,0 | 0,0%0,0 | 0,0£0,00

DS . 8010,0 | 8000 | 80%00 | 80%0,0

*Resultados en negro son los indices de emulsificacion por encima del 40%
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Anexo I11. Resultados de las mediciones de tension superficial (mN/m)

Cepas Glucosa (mN/m) | Acetato de Sodio (mN/m) | Gasoil (mN/m) | Oliva(mN/m)
MN2-13 (FMA) 61,50+0,42 60,66+2,45 61,79+1,56 61,96+2,02
MR1-24 (FMC) 58,02+3,77 56,15+3,25 63,14+1,01 62,04+1,91
MR3-25 (FMD) 64,14+2,52 65,29+4,00 62,29+1,50 65,84+1,26
ER3-11 (FME) 42,29+3,59 54,85+2,81 58,35+2,46 45,2745,22
BR2-26 (FMF) 42,29+3,59 54,85+2,81 58,35+2,46 45,2745,22
MN3-5 (FMG) 47,34+3,78 65,99+1,59 62,02+2,12 46,33£1,90
MR3-26 (FMH) 48,72+3,38 54,39+3,09 61,28+3,01 53,4745,62
MR1-25 (FMI) 29,58+3,79 56,66+1,94 58,10+3,39 57,34+2,59
BR1-16 (FMJ) 56,4345,78 52,88+1,84 63,19+1,06 61,90+2,51
ER1-11 (FMK) 61,9045,60 65,61+1,79 62,89+2,33 66,9612,84
MR2-11 (FMM) 61,77+3,15 64,53+1,96 60,91+2,80 61,5745,33
BN1-7 (FMO) 57,61+2,71 60,62+2,84 64,53+1,86 66,22+1,82
BR1-11 (FMP) 56,79+4,20 60,37+0,96 64,38+2,38 55,25+1,14
BN1-1 (FMQ) 39,79+3,64 45,01£2,70 65,18+2,21 41,9244,65
MR2-18 (FMR) 39,3943,93 48,44+3,24 63,09+3,28 42,34+3,73
MR3-20 (FMS) 66,88+4,35 56,71+4,08 65,72+2,99 33,06+0,44
BR1-15 (FMT) 42,6516,67 45,00+4,28 65,96+3,02 53,98+2,26
BR2-14 (FMU) 42,28+16,75 63,58+1,26 65,79+3,50 64,59+2,32
MR3-27 (FMV) 54,13+4,14 52,01£1,77 55,75+2,62 44,9946,24
MN2-16 (FMW) 64,75+2,20 66,03+1,75 61,13+2,17 46,63+2,85
MN3-4 (FMX) 30,39+1,79 56,51+2,13 59,01+2,81 24,9840,85
MN3-1 (FMY) 39,93+7,83 67,82+5,99 49,81+4,31 39,72+4,68
MR1-2 (FMZ) 64,3415,43 65,61+1,53 66,26+1,07 60,73+4,49

Medios sin inocular 65,71+1,60 66,56+2,36 55,65+1,09 61,33+5,47
Agua destilada 70+1,01
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Anexo 1V. Resultados de los métodos de deteccidn a nivel de respuesta de todas las cepas bajo las cuatro fuentes de

carbono.
) Glucosa Acetato de Sodio Gasoil Aceite de Oliva
Nivel de # de % de # de % de # de % de # de % de
respuesta cepas cepas cepas cepas cepas cepas | cepas cepas
- 3 13% 10 43% 23 100% 13 57%
02 + 0 0% 3 13% 0 0% 1 4%
++ 1 4% 0 0% 0 0% 0 0%
+++ 19 83% 10 44% 0 0% 9 39%
- 22 96% 23 100% 22 96% 19 83%
+ 1 4% 0 0% 1 4% 1 4%
BATH® n 0 0% 0 0% 0 0% 3 13%
+++ 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
- 13 57% 22 96% 22 96% 14 61%
Parafilme + 3 13% 1 4% 1 4% 3 13%
++ 5 22% 0 0% 0 0% 4 17%
+++ 2 9% 0 0% 0 0% 2 9%
- 13 57% 21 91% 21 91% 9 39%
DCe + 4 17% 2 9% 1 4% 9 39%
++ 6 26% 0 0% 1 4% 4 17%
+++ 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
- 11 48% 16 70% 21 91% 12 52%
+ 11 48% 6 26% 2 9% 7 30%
- n 1 4% 1 4% 0 0% 2 9%
+++ 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
++++ 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
<++++ 0 0% 0 0% 0 0% 1 4%
- 0 0% 0 0% 0 0% 0 0%
SET + 12 52% 20 87% 22 96% 14 61%
++ 6 26% 3 13% 1 4% 6 26%
+++ 5 22% 0,00 0% 0 0% 3 13%

a (-) no productora de espuma, (+) indice de > 40% a las 48 horas, (++) indice de > 40% a las 72 horas, (+++) indice de >
40% a las 96 horas.

b (-) 0-39% porcentaje de adsorcidn de las células; (+) 40-59% porcentaje de adsorcion de las células; (++) 60-89%
porcentaje de adsorcion de las células; (+++) >90% de porcentaje de adsorcion de las células

€ (-) no cambia su forma; (+) la gota “colapsa” al 1’; (++) la gota “colapsa” a los 30°", (+++) la gota colapsa inmediatamente.
d (-) sin dispersion de la gota; (+) poca dispersion de la gota; (++) mediana dispersion de gota; (+++) amplia dispersion de
la gota.

€ () no forma halo de dispersion en el aceite; (+) dispersién de aceite con un halo de diametro entre 0,5 cm < X < 0,9 cm;
(++) didmetro de halo entre 1 cm<X<1,5 cm; (+++) didmetro de halo entre 1,5 cm<X< 2,1 cm; (++++) didmetro de halo
entre 2,1 cm<X<3 cm; (<++++) diametro de halo >3 cm.

f(-) no hay actividad surfactante; (+) tension superficial entre 51-70 mN/m; (++) tension superficial entre 41-50 mN/m;
(+++) tension superficial <40 mN/m.
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Anexo V. Resultados segin de los métodos de comportamiento especifico

Aislados Bacterianos | Actividad Hemolitica AE%‘.F:SJ ! Ag(ggg)zul Pro?_t:;glsc;n de
MN2-13 (FMA) - - - +++
MR1-24 (FMC) ++ - - -
MR3-25 (FMD) +++ + +++ -
ER3-11 (FME) +++ - - -
BR2-26 (FMF) +++ - - +
MN3-5 (FMG) +++ - - ++
MR3-26 (FMH) - - - -
MR1-25 (FMI) ++++ - - -+

R1-16 (FMJ) - - - -
ER1-11 (FMK) - ++ - -
MR2-11 (FMM) +++ ++ +++ -

BN1-7 (FMO) ++ - - -
BR1-11 (FMP) ++ - - -

BN1-1 (FMQ) +++ - - -
MR2-18 (FMR) +++ - - ++
MR3-20 (FMS) +++ + +++ ++
BR1-15 (FMT) +++ - - ++
BR2-14 (FMU) ++ - - -
MR3-27 (FMV) +++ - +++
MN2-16 (FMW) ++ +++ -
MN3-4 (FMX) +++ +++ + ++
MN3-1 (FMY) +++ - - ++
MR1-2 (FMZ) +++ - - -
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Anexo VI. Resultados de los métodos cualitativos y cuantitativo de la cepas seleccionadas para la incubacién de los 3 dias

Cepas Fuente de OSM (cm?) BATH (%) I;arafilr; - DC - TS (mMN/m)
Carbono ] ] ] ] : . : . ] ]
3 dias 7 dias 3 dias 7 dias dias | dias | dias | dias 3 dias 7 dias
Glucosa | 0,5x0,1 | 1,18+0,23 | 23,06+2,1 0,0+0 + | ++ | ++ | + [62,69+2,90 | 42,29 + 3,59
BR.26 Acetato | 0,27+0,23 | 0,42+0,26 |22,34+0,36 | 0,00 - - + - | 64,27+1,74 | 54,85 + 3,033
Gasoil | 0,37+0,058 0+0 00 36,83+52,1| - - - - |63,40+2,11 | 58,35+ 2,66
Oliva 0,7+0,17 | 0,23+0,14 |10,85+2,78 | 0,00 ++ | - | ++ | - |52,64+2,67| 4337+772
Glucosa | 1,5+0,1 | 0,77+0,14 |51,81+4,43| 0,0+0 ++ |+ | +++ | + |32,7241,81| 29,58 + 3,77
MR1.25 | Acetato | 0,33+0,06 | 0,48+0,04 |57,42+2,04| 0,040 + + - | 67,84+4,2 | 56,66 + 1,94
Gasoil | 0,13%0,12 0+0 0+0 0,00 - - - - |60,90+1,42 | 58,10 + 3,39
Oliva 2,2+0,46 | 0,32+0,16 0+0 13,96+19,7 | ++ | - |+++| + |48,41+2,39| 47,36 8,61
Glucosa | 3,23+0,25 0,740,2 0+0 -26,88+6,7 | ++ | ++ | +++ | ++ [27,31+0,44| 30,39+1,71
VN34 | Acetato | 04%0,1 | 0.25+0,14 |17,18+0.75 | 24,02¢42.2| - | - | + | + |e80641,17| 2046+2.08
Gasoil 0,4+0 0,22+0,13 0+0 0,0+0 - - - - | 65,48+0,41 | 59,47+ 2,79
Oliva 2,2+0,1 | 5,67+0,44 00 0,0+0 ++ | ++ | +++ | +++ [ 31,95+0,62 | 24,64+0,48
Glucosa | 0,37+0,12 | 0,77+0,15 |52,69+4,43 | 0,00 + + | ++ | + |43,27+6,80| 64,59£1,55
MN3-1 | Acetato | 0,27+0,23 | 0,470,052 | 63,04+0,31| 0,0+0 - - + - |61,8645,25| 60,94+1,50
Gasoil | 0,17+0,15 | 0,52+0,08 040 0,00 - - - + |55,3620,99 | 64,10+2,31
Oliva 2+0,1 2,07+0,49 |58,49+0,87 | 9.22+13,0 | ++ | + | ++ 41,97+0,39 | 43,05+2,34

Anexo VII. Resultados del indice de emulsificacion (%) de las cepas seleccionadas para la incubacion de los 3 dias

Aislado Fuente de 3dias | 7dias 3dias 7dias 3dias 7dias 3dias 7dias
Bacteriano Carbono 24h 48h 72h 96h
Glucosa 55,3+1,7 | 36,7+15,6 | 51,1+1,9 | 36,7+15,6 | 51,0419 | 321 | 51,019 | 247
BRo.og | /cetato de Sodio| 15,6+26,9 | 29,2+16,6 | 15,6+26,9 | 29,2+16,6 | 1564269 | 22,9 | 1564269 | 14,6
Gasoil 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
Oliva 59,7+13,8 | 72,2+3,16 | 55,4485 | 72,2431 | 53,3+85 | 70,1 | 51,1#85 | 69,1
Glucosa 60,02,1 |63,2+10,6 | 60,0+2,1 | 51,7+13,0 | 60,0+2,1 | 43,2 | 60,0+21 | 411
MRLos | fcetatode Sodio| 0,0+00 | 16,6453 0,0 14,5#5,3 0,0 13,5 0,0 12,4
Gasoil 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
Oliva 61,2+159 | 72,1422 | 59,1+13,4 | 66,3+2,2 |59,1+1,01 | 65,4+3,1| 40,8+2,9 | 63,5+,9
Glucosa 63,9+2,4 | 48,6285 | 61,7+1,4 | 44,3+14 | 61,7+14 |44,3+1,4| 59,6+1,4 |39,9+14
MN3-4 Acetato de Sodio| 0,0+0,0 | 23,1498 | 0,000 | 9,5+98 | 0,0+0,0 | 7,5+9,8 | 0,0+0,0 | 7,5+9,8
Gasoil 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
Oliva 70,33+2,6 | 58,4+9,2 | 63,9+2,4 | 54,0+9,2 | 63,9+2,4 |551+9,2| 59,7+2,4 |52,9+9,2
Glucosa 70,83+2,6 | 70,9+4,7 | 68,8+0,0 | 68,7+4,7 | 68,8+0,0 | 63,5+4,7| 68,8+0,0 |62,5+4,7
MNg.y |Acetatode Sodio| 62,7439 | 00+00 | 627+39 | 00+00 | 62,739 | 0,0400 | 60,639 | 0,000
Gasoil 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+00 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
Oliva 23,0+£3,9 | 60,1+25 | 20,9+4,5 | 59,1+2,5 | 14,8445 |59,1425| 14,8+4,5 |559+2,5
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Anexo VIII. Matriz de similitud de Pearson.

Hemolisis | CTAB | SDS Lipasa | Espuma | BATH | E% Parafilm | DC OSM | SFT
Hemolisis | 1,000
CTAB 0,203 1,000
SDS 0,175 0,615 | 1,000
Lipasa 0,332 0,093 |-0,2135 | 1,000
Espuma | 0,124 0,019 | 0,040 0,071 | 1,000
BATH 0,178 0,016 |-0,012 | -0,091 | -0,055 | 1,000
E% -0,158 -0,085 | -0,070 | -0,091 | -0,079 | -0,194 | 1,000
Parafilm | 0,233 0,178 | -0,074 | 0,122 | 0,113 0,282 | 0,043 1,000
DC 0,273 0,219 |-0,018 | 0,225 | 0,081 0,295 | -0,113 | 0,688 1,000
OSM 0,287 0,222 | 0,069 0,334 | 0,128 0,270 | -0,103 | 0,547 0,590 | 1,000
SFT 0,305 0,131 | -0,077 | 0,278 | 0,165 0,465 | -0,150 | 0,755 0,723 | 0,598 | 1,000

Anexo IX. Matriz de similitud de Spearman.

Hemolisis | CTAB | SDS Lipasa | Espuma | BATH | E% Parafilm | DC OSM SFT
Hemodlisis | 1
CTAB 0,055 1
SDS 0,034 0,98 1
Lipasa 0,522 -0,028 | -0,08 1
Espuma 0,098 0,066 | 0,07 0,144 |1
BATH -0,156 -0,025 | 0,006 -0,113 | 0,05 1
E% 0,192 -0,007 | -0,003 | 0,056 | -0,247 | -0,166 | 1
Parafilm | 0,254 0,042 | 0,005 0,104 | -0,036 | -0,039 | 0,178 1
DC 0,318 0,109 | 0,069 0,233 | -0,038 | -0,203 | 0,267 0,627 1
OSM 0,226 0,079 | 0,064 0,308 | -0,16 0,009 | 0,444 0,4 0,491 | 1
SFT -0,302 0,111 | 0,167 -0,341 | 0,091 0,163 | -0,361 | -0,551 -0,64 | -0,512 |1
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Anexo X. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas sobre los 14 aislados bacterianos con potencial de produccion de biosurfactantes

ER3-11 | BR2-26 | MN3-5 | MR3-26 | MR1-25 | BN1-1 | MR2-18 | MR3-20 | BR1-15 | BR2-14 | MR3-27 | MN2-16 MN3-4 MN3-1

(FME) (FMF) | (FMG) | (FMH) | (FMI) | (FMQ) | (FMR) | (FMS) | (FMT) | (FMU) | (FMV) | (FMW) (FMX) (FMY)
Gram + - - - - + + - - - + - - -

Morfologia Bastdn Cocos Bastdn COC9' Cocos Cocos Cocos Cocos Cocos Cocos Cocos Baston Baston COC(,)'

cadenas baston cadenas | cadenas bastén
Tioglicolato* A F F F MA F A A A F A F A F

Catalasa + + + + ++ + + + + ++ ++ ++ ++ ++

Oxidasa + + - + - + + + + + - + + .
Maconkey** - G - G - V+ V+ V+ V+ - - G Vv G
Nitrato + + + + + + + + + + + + + +
Motilidad + + + - + - - - - + - - - n
OF*** Glucosa F FG FG F F F F F FG F F 0 F
OF Sacarosa FG F F FG F F F F F F - E - E
OF Lactosa FG - F F - - - - - - F - - -

H2S - - + - - - - - - - -

Gas - + + + - - + - - - + - - -
Fructosa - + + - + + + + + - + - - -
Maltosa + + + - + + + - - - + + - -
Manitol - - + + - - + + ¥ i ¥ _ + ;
Inositol - - - + + + + + + + + - + -
Xilosa - - + + - - - - - + - + + -
Bilis esculina - - - - - + + + + + - - + -
Indol - - - - - - - + - - - - - -
Gelatina + + + - + + + + + + + - + +
Almidon + - + - - - - - - ¥ - T .
Rojo Metilo + - - - - + - - - - - - - -
Ornitina - + + + + + + + + + + - + +
Lisina - + + + + + + + + + - + - +
Arginina + + + - - " . B N _ n N - :
Uso de Citrato - + + + + - + + + - B B ¥ +

Urea - + + - + + - - B - B - _

*A=Aerobio; F= facultativo; MA=microaerobio

**G=crecimiento de colonias rosadas o violetas; V+=Crecimiento colonias pardas o transparentes; VV+=crecimiento rosado con bordes verdes; VV=crecimiento rosado o violeta; V-

=crecimiento colonias transparentes
***E=fermentacion; FG=fermentacion con gas; O=oxidativa
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Anexo XI. Resultados de la actividad microbiana (cm?) observada por los distintos biosurfactantes producidos por los aislado bacterianos

n g % o
= =] = — = o =
Aislado S g b= 8 5 2 3 = S S 3 S % 5 3 I
Bacteriano 2 T 2 = = < 0 = @ = = 8 = < S S
& & o £ “ < < 2 = S s 2 < s Z
0,00, 0,040

MN3-5 045+ | 0,0:00 | 0,0:00 | 0,0£00 | 0,250, | 0,20£0, | ~ ™ | 0,0£0,0 | ™| 0,000 | 0,0:00 | 0,0£00 | 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0:0,0 | 0,0:0,0

(FMG) 0,07 21 00 ’

'\(AFRI\i;—|2)6 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 O'Ooio' 0,0£0,0 O’Ooio 0,0£0,0 | 0,00,0 | 0,45+0, | 0,00,0 | 0,0+0,0 | 0,040,0 | 0,0+0,0
’ 07

'\?Enl/|_|2)5 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 O'Ooio' 0,0£0,0 O’Ooio 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,53+0, | 0,00,0 | 0,0+0,0 | 0,040,0 | 0,0+0,0
' 06

- + +

{BF'\;/IlQl) 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 0'00‘0' 0,0£0,0 0’00‘0 0,00,0 | 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,570,
' 23

'\("FRI\i'F;L)S 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,00,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,040,0 O'OOJ"O’ 0,040,0 0'0010 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0£0,0 | 0,00,0 | 0,0+0,0 | 0,850,
' 19

MR320 1 50+0,0 | 0,0:0,0 | 0,0:0,0 | 0,0:0,0 | 0,0£0,0 | 0,0£0,0 | %% | 0,0:0,0 | %90 0,0+0,0 | 0,0:0,0 | 0,470, | 0,0:0,0 | 0,040,0 | 0,040,0 | 04720,

(FMS) 0 0 12 14

MN3-4 |, - [ 0,950, | 0,250, | 1,000, | 0,80£0, | 0,75£0, [0,0020 | 0,6520, | 0,10 | 0,10%0, | 0,720, | 0,500, | 0,530, | 0,10%0, | 1800, | (oo

(FMX) | 7™ 07 07 00 14 21 0 07 0 04 23 26 21 00 07 |
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A B.

Anexo XII. Resultados de la actividad hemolitica. (A)
Ausencia de actividad hemolitica (ausencia de halo
transparente alrededor de la colonia); (B) Presencia de
hemolisis completa en el medio (halo transparente alrededor
de la colonia).

A B.

Anexo XIII. Resultados de la produccion de lipasas. (A)
Ausencia de lipasas en el medio (ausencia de halo tornasolado
alrededor de la colonia); (B) Presencia de lipasas degradando
los lipidos presentes en el medio (presencia de halo
tornasolado alrededor de la colonia).

A B. C.

Anexo XIV. Niveles de respuesta los aislados bacterianos en Agar Azul. Resultado de Agar Azul + CTAB (A), ausencia de algun tipo
de pigmentacion (-); pigmentos visibles en el pocillo (+); (C) pigmentos alejados del pocillo (+++). Resultados Agar Azul + SDS, (D)
ausencia de algin tipo de pigmentacion (-); (E) pigmentos visibles en el pocillo (+); (F) pigmentos alejados del pocillo (+++).

A

B.

Anexo XV. Resultados encontrados en la medicion de la actividad emulsificante (E%). (A) No hay formacion de emulsion;
(B) Formacion de emulsion, con apariencia de espuma “cremosa”, con un indice de emulsion superior al 40%.

133



A. B.

Anexo XVI. Resultados encontrados en la dispersion de aceite (OSM). (A) No se observa dispersion sobre la capa de
aceite; (B) Formacion de dispersion mediante la aparicion de un halo en el centro de la capa de aceite, a mayor diametro
presente el halo, mayor sera la concentracion del biosurfactante.

A. B. C. D.

Anexo XVI1I. Resultados encontrados en Prueba de Parafilm (A) Colapso de la gota (pierde su forma y se vuelve aplanada)

inmediatamente, vista desde arriba (A) y vista periférica (B); Comportamiento del colapso de la gota a en un minuto vista
desde arriba (C) y vista periférica (D).

A

ey

Anexo XVIII. Resultados encontrados en obtenidos de la prueba de BATH, antes y después de la agitacion de la suspension
bacteriana (solucién acuosa) con los 150 pl de crudo (solucion hidrofdbica). (A) Solucion acuosa previa a la agitacion crudo; Tras
la agitacion tenemos que: (B) La suspensidn bacteriana no mostro una alta afinidad por el crudo, por lo tanto no se observo un
descenso significativo en la turbidez de la solucion acuosa; (C) La suspension bacteriana mostro cierta afinidad por la solucién
hidrofébica, lo cual se traduce en un descenso significativo de la turbidez de la solucién acuosa; (D) En ocasiones las gotas del

crudo no se separan de la solucién acuosa, y aumentan la turbidez de la misma, generando asi resultados negativos dentro del indice
utilizado para el calculo de la adherencia bacteriana.
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A. B. C.

Anexo XIX. Presencia de Actividad antimicrobiana, mediante la aparicién de un halo transparente alrededor del filtro/pocillo que
indica la inhibicion del organismo patogeno seleccionado. (A) Actividad antibacteriana del biosurfactante producido por las cepas
MN3-4 y MN3-5 sobre el organismo patégeno S. aureus; (B) Actividad antiflngica del biosurfactante producido por la cepa MR3-

26 sobre la levadura Criptococcus sp.; (C) Actividad antiflngica del biosurfactante producido por la cepa MR2-18 sobre el
organismo patdgeno Fusarium sp.

Anexo XX. Resultados en la doble difusion con agar (ADD) para determinar la carga ionica del biosurfactante. Los pocillos
superiores estan cubiertos con solucion de SDS a 0,5g/l, mientras que los pocillos inferiores estan cubiertos de una solucién de
CTAB 0,5¢/I. En los pocillos del centro estan las muestras de los biosurfactantes producidos por las cepas MN3-4 (pocillo del
centro a la derecha, sobre la X) y la cepa MN3-1 (pocillo del centro a la izquierda, sobre la Y). El biosurfactante producido por la
cepa MN3-4 es de carga anionica, y en presencia de SDS precipitara y formara un precipitado (halo difuso alrededor del pocillo)
orientado hacia su carga opuesta, mientras que en presencia de CTAB, su misma carga se repelera. En el caso de la cepa MN3-1,
esta al no presentar carga idnica no respondera a ninguno de los dos surfactantes y no formara precipitado.
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