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Resumen 

La contaminación con hidrocarburos representa un serio riesgo para el medioambiente y una 

amenaza a la salud pública. Ante este problema la biorremediación surge como una tecnología que 

brinda una solución alternativa. Dicha tecnología se fundamenta en la degradación biológica de estos 

contaminantes, sin embargo, esta es más que los tratamientos químicos y físicos. Una forma de 

acelerar este proceso es mediante el uso de biosurfactantes, los cuales intensifican la emulsificación 

de hidrocarburos e incrementan su biodisponibilidad para la degradación microbiana.  Los 

biosurfactantes son compuestos constituidos por un grupo de moléculas bioquímicas 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 rápidos, sencillos 

efectivos y económicos, microorganismos con potencial para producirlos. En este trabajo, enmarcado 

dentro del proyecto Misi·n Ciencia ñDesarrollo y validaci·n de nuevas tecnolog²as para el 

saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad petroleraò. Se ensay· el potencial de 

producción de biosurfactante de 23 cepas bacterianas aisladas del pozo petrolero LG-276-F1, del 

bloque Junín de la Faja Petrolífera del Orinoco (FPO). Dichas cepas fueron seleccionadas bajo un 

criterio fenotípico, que incluyó caracterización de respuesta positiva frente a los sustratos Lignina, 

Celulosa y Crudo. Luego se procedió a la producción 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 incubación, (3 días y 7 días). Se determinó la presencia del biosurfactante a nivel 

extracelular liberado por las cepas bacterianas durante el tiempo de incubación, al recuperar el 

sobrenadante y el pellet. Para la detección de biosurfactante se utilizaron y compararon las pruebas: 

Actividad  Hemolítica, Agar Azul y Producción de Lipasa, medición de actividad emulsificante (E%), 

dispersión de aceite (OSM), prueba de la adhesión bacteriana a un hidrocarburo (BATH), método de 

la gota colapsada (DC), método del Parafilm y medición de la tensión superficial (SFT). Finalmente 

se caracterizó el biosurfactante producido al estudiar su capacidad antimicrobiana, tanto para 

bacterias como para hongos, la taxonomía de las bacterias que lo producen y la carga iónica del 

compuesto tensoactivo. Los resultados obtenidos indican la presencia de 14 aislados bacterianos con 

potencial de producción de biosurfactantes, los cuales tras la identificación del género bacteriano, la 

caracterización de la actividad antimicrobiana y el tipo de carga iónica del compuesto tensoactivo,  

llevó a la identificación de 4 cepas productoras de biosurfactantes y 10 cepas productoras de 

bioemulsificacntes, así como la verificación del uso de distintas fuentes de carbono afecta la 

producción de biosurfactantes, indicando que los mejores resultados en actividad tensoactiva se 

observan en glucosa, mientras que mejores niveles de producción se encontraron en presencia de 
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aceite de oliva. En cuanto al  efecto del tiempo de incubación, solo se pudo observar un efecto sobre 

la producción de biosurfactantes, al estudiar su relación con la fuente de carbono y las cepas de 

producción, indicando que la presencia de cepas productoras de biosurfactantes requieren de tiempos 

cortos para la producción 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 hidrofóbicas 

requieren de períodos cortos. Los resultados de la relación de las pruebas de detección cualitativa de 

los biosurfactantes, mostraron que las pruebas de Parafilm, DC y OSM tienen una buena correlación 

con la SFT, con valores de (rs= 0,70 y ậ= -0,6) para los índices de Pearson y Spearman 

respectivamente, mientras que actividad hemolítica y producción de lipasa mostraron una relación 

intermedia (rs= 0,3 y ậ= -0,32). El índice de Pearson, para las pruebas de E% muestra una baja 

correlación (rs= -0,15), mientras que muestra una correlaci·n intermedia en el ²ndice de Spearman (ậ 

= -,036), caso contrario ocurre en la prueba de BATH,  bajo el índice de Spearman la correlación es 

baja (rs= 0,16) y la correlación es intermedia (rs= 0,47) en el índice de Pearson. Finalmente las pruebas 

de Agar Azul y Producción de Espuma mostraron la menor correlación con SFT bajo ambos índices 

(rs= 0,027, ậ= 0,14 y rs= 0,17, ậ= 0,091, respectivamente). Este comportamiento es t²pico de suelos 

ricos en cepas productoras de bioemulsificantes. 

Palabras clave: Bioemulsificantes, Biorremediacion, Biosurfactantes, Hidrocarburos, 

Microorganismos, Tensoactivos 
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I. Introducción 
 

En las últimas décadas, los ecosistemas terrestres se han visto severamente afectados para la 

presencia de agentes contaminantes de origen orgánico, sobre todo por la presencia de hidrocarburos. 

La problemática que tiene este tipo de contaminantes es su alta afinidad por las partículas 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 privación de elementos 

nutricionales y esenciales, como el oxígeno 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 problemática, se ha buscado el uso de sustancias capaces de mejorar la solubilidad 

y la movilización de los agentes contaminantes para mejorar su remoción del ambiente. Una de las 

soluciones es el uso de surfactantes sintéticos, los cuales por sus propiedades pueden cambiar la 

tensión superficial e interfacial, mejorando así la capacidad de extracción de estos agentes orgánicos 

(Saenz-Marta y col., 2015). Sin embargo, estos agentes son altamente tóxicos, difíciles de remover 

una vez cumplieron su función de agentes de limpieza y presentan propiedades fisicoquímicas 

altamente inestables. (Cha, 2000; Batista y col., 2006; Tambekar y Gadakh 2013). En busca de una 

solución a esta nueva problemática se planteó 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 biológico (Cameotra y Makkar, 1998; 

Lakshimapathy y col., 2010; Yañez-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, producción económica, 

espeficidad, eficacia en condiciones extremas. (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998; 

Kosaric, 2001). Además, los micoorganismos que producen biosurfactantes son aislados 
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normalmente de zonas que son o fueron impactadas o con derivados del petróleo: 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 última década, los biosurfactantes han adquirido un rol importante 

en las tecnologías implementadas para la biorremediación y recuperación mejora de crudo con 

microorganiasmos (MEOR). Sin embargo, hoy en día no se conocen muchos trabajos publicados 

sobre el uso de biosufactantes in situ. Situación que pudiera ser atribuida a la limitación e 

inconsistencia de los métodos de detección y comportamientos de los biosurfactes durante su 

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

Ante esta problemática, los investigadores han venido realizando  estudios orientados al 

desarrollo de métodos rápidos, precisos y capaces de detectar de manera simultánea un gran número 

de microorganismos con el potencial de producción, basándose en las propiedades de los 

biosurfactanes bajo distintas condiciones de crecimiento. Así, hoy en día existen numerosos trabajos 

que emplean diferentes métodos de detección y determinación de microorganismos productores de 

biosurfactantes (A1-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 mayoría de las metodologías utilizadas para la detección están basadas en las 

mediciones indirectas de las propiedades físico-químicas de los surfactantes, y esto requiere que los 

microorganismos con el potencial de producción, sean sometidos a una inoculación preliminar, la 

cual a su vez genera resultados impredecibles considerando que la producción de biosurfactantes está 

influenciada por diversos factores, tales como las fuentes de carbono, las condiciones externas, asi 

como las concentraciones de diferentes elementos utilizados en la incubación, para obtener el 

producto de interés (Perfumo y col., 2010). 
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Otro aspecto a considerar incluyen las limtaciones correspondientes a los equipos especiales 

requeridos para la detección y cuantififaccion de los biosurfactantes, que no todos los laboratorios 

poseen, a esto se adiciona el número de organismos con potencial productor de biosurfactatnes a ser 

evaluados, lo cual constituye un obstáculo a enfrentar en esta línea de investigación. Por otra parte, 

el acercamiento a nivel molecular para la detección de cepas productoras de biosurfactantes aún se 

encuentra en etapas tempranas, debido a que las rutas de biosíntesis y los genes relacionados en las 

mismas están altamente conservados a nivel de especies y el conocimiento en este aspecto está 

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

En Venezuela, los pasivos ambientales generados por la industria petrolera se originan por la 

acumulación y disposición no adecuada de materiales en desuso y desechos provenientes de las 

actividades de exploración, producción, refinación y comercialización del petróleo y gas; las cuales 

degradan el entorno físico, 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 número de 12.367 fosas de hidrocarburos sin sanear, con unas 96% ubicadas 

en el oriente oriente del país y un 2% en el occidente. Entre estas fosas, se incluyen las que 

corresponden a fosas de desechos inactivas las cuales podrian ser fácilmente saneadas por procesos 

de biorremediación.  

En Venezuela existe una gran número de trabajos relacionados con procesos de 

biorremediación (Gaspar 2002; León 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; Sulbarán 2002;  León 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 detección actualizados, o no incluyen la detección de 

microorganismos productores de biosurfactantes utilizando distintos métodos de detección y la 

posterior identificación de los biosurfactantes encontrados.Otro aspecto es el no considerar, la 
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distinción entre biosurfactantes y bioemulsificantes, lo cual es importante al momento de desarrollar 

los mecanismos de biorremediación 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 ñDesarrollo y validación de nuevas tecnologías 

para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad petrolera.ò, bajo la consideración 

de dos párametros distintos (fuente de carbono y tiempo de producción), además de la detección y 

diferenciación de dichos productos mediante métodos basados en las propiedades de las moléculas 

surfactantes y una posterior identificación del producto por la identificación del género bacteriano y 

la capacidad antimicrobiana del biosurfactante, que si bien está ampliamente reportada para 

biosurfactantes y bioemulsficantes específicos, no ha sido reportada como método de identificación 

de los mismos.  

II.  Marco Teórico 
 

1. Surfactantes 

 

Los surfactantes son moléculas anfipáticas formadas por una región hidrofóbica (no polar) y 

una región hidrofilica (polar), que generan una separación entre la interface de sustancias que 

presentan distintos niveles de polaridad y puentes de hidrógeno, como es el caso de la mezcla de 

agua-aceite, o la interface entre aire/agua. Usualmente, la región hidrofóbica es un hidrocarburo, y la 

región hidrofílica puede ser no iónica (surfactante no ionico), cargada positiva (surfactante catiónico) 

o negativamente (surfactante anionico) (Georgiou y col., 1992; Desai y Banat, 1997). Cuando se 

juntan varias moléculas con estas características, generan una biocapa entre ambas interfaces, 

disminuyendo la tensión interfacial, y esto se traduce en una disminución de la tensión superficial, 

siendo esta la característica más importante de este grupo de sustancias (Gautam y Tyagi, 2006; 

Cameotra y col., 2010). 



 

5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Una de las propiedades importantes que poseen los surfactantes, se muestra al incrementar su 

concentración en sistema de aceite/agua o agua/aire, genera una disminución de la tensión superficial 

a un punto crítico donde el surfactante, que en principio se encontraba en forma de monómeros, puede 

formar estructuras como micelas, bicapas o vesículas. Esta concentración se define como 

concentración micelar crítica (CMC) y es el punto donde los monómeros libres comienzan a 

agruparse, y disponen la región hidrofóbica de los surfactantes en el centro rodeando el compuesto 

hidrofóbico y la región hidrofílica en contacto con el agua para luego concentrarse en la interface 

aceite/agua, logrando así la máxima reducción de la tensión superficial/interfacial (Saenz-Marta y 

col., 2015). Hay moléculas surfactantes que son capaces de reducir la tensión superficial del agua de 

72 a 27 nMm-1, 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 características les confieren excelentes 

cualidades como detergentes y emulsificantes, agentes espumosos y capacidades de dispersión, con 

lo cual se constituye en uno de los compuestos químicos más versátiles del mercado (Saenz-Marta y 

col., 2015). 

Figura 1. Estructura de las moleculas de los surfactante. (Imagen modificada a partir de la publicada en Pacwa-

Pğociniczak y col., 2011). 
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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 acuáticos o terrestres. De esta manera, 

solo un 10% del total de contaminación en el ambiente marino es derivado de los derrames petroleros 

que resultan también en contaminación 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 partículas 

del mismo, haciendo difícil su eliminación debido a la baja ssolubilidad que tienen estos compuestos 

orgánicos y los altos niveles de tensión interfacial con el agua, además 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 problemática similar. Por otro lado, los componentes de 

hidrocarburos livianos, generalmente tóxicos, tienden a ser altamente volátiles en la atmósfera, 

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 remediación de los 

suelos (Van Hamme y col, 2003). Por otra parte los lodos petrolizados formados por la separación de 

sistemas de agua/crudo en los tanques de almacenamiento de los campos petroleros, tienen muchos 

de sus componentes son tóxicos cancerígenos y mutagénicos, por lo tanto su manejo inadecuado 

Figura 2. Curva de formación de la CMC. (Imagen modificada a partir de la publicada en Pacwa-Pğociniczak y col., 2011) 
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puede causar enfermedades, contaminar el suelo y representa una amenaza para las aguas subterráneas 

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

Una solución a estos problemas generados por la industria petrolera ha sido la utilización de 

surfactantes para limpiar el suelo y aguas contaminadas, funamentandos en que dichos compuestos 

mejoran las interacciones superficie-superficie, mediante la formación 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 recuperación de petróleo, generalmente son tóxicos, lo cual 

genera una adición 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 formación de metabolitos intermediarios 

tóxicos (Cha, 2000; Batista y col., 2006; Tambekar y Gadakh 2013). Una posible solución a este 

problema es la sustitución de los surfactantes por moléculas con propiedades tensoactivas similares 

y de origen biológico, llamadas biosurfactatnes. 

3. Biosurfactantes 

 

Los biosurfactantes, son un grupo estructuralmente diverso de moléculas superficie-activas 

que son sintetizadas por microorganismos. Comúnmente, están compuestos por un componente 

hidrofilico, que pueden ser catiónico o anionico, y un componente hidrofóbico (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 fisiológicos involucrados en la accesibilidad de los microorganismos a nutrientes limitantes y 

tolerancia a substratos hidrofóbicos. Tambien están involucrados en el crecimiento sobre sustancias 

hidrofóbicas y la motilidad celular junto con la formación de biopelículas al reducir la tensión 

superficial. Otra función que cumplen los biosurfactantes es como agentes antimicrobianos. (Van 

Hamme y co., 2006, Saenz-Marta y col., 2015).  
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Entre las propiedades más importantes que presentan los biosurfactantes en su similitud con 

los surfactantes sintéticos se destacan:  

¶ La capacidad de reducir la tensión 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 líquido en otro, en forma de 

microgotas, así 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 adsorción del compuesto lo cual ayuda a las bacterias a la retención de moléculas 

hidrofóbicas, facilitando las interacciones en la superficie de moléculas activas en el 

sedimento. La reducción 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 

atracción entre partículas de naturaleza similar logrando así mantener partículas insolubles 

en suspensión (Satpute y col., 2010; Mnif y Ghribi, 2015a);  

¶ La capacidad de actuar como agente ñespumosoò, es decir, las mol®culas de biosurfactante 

se acumulan en la interface gas-líquido llevando a la formación de burbujas en el líquido y 

en la interface, lo que conlleva a la formación de espuma (Satpute y col., 2010);  

¶ La solubilización de elementos insolubles, mediante la formación de micelas que encapsulan 

las moléculas insolubles, permitiendo así la dilución 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).  
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Estas propiedades hacen a los biosurfactantes excelentes agentes desde el punto de vista 

fisicoquímico y biológico para la biorremediación de contaminantes orgánicos y metales pesados. 

Estos compuestos incrementan la biodisponibilidad de los hidrocarburos, estimulando el crecimiento 

bacteriano que a su vez se traduce en la degradación de los contaminantes por la acción de las 

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

Comparadado con los surfactantes químicos, los biosurfactantes tienen amplias ventajas, tales 

como una baja toxicidad, alto nivel de biodegradación, mejor compatibilidad con el ambiente, alta 

productividad de emulsiones, alto nivel de selectividad y actividad específica a temperaturas, pH y 

salinidad extremos, así como la habilidad de sintetizar sistemas de retroalimentación renovables en 

el ambiente. (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998). 

  

3.1. Tipos de biosurfactantes 

 

Los biosurfactantes están categorizados según su composición química, peso molecular, 

propiedades físico-químicas, disociación en el agua, y origen microbiano. Puede dividirse en dos 

grandes grupos basados en su peso molecular: los de bajo peso molecular, incluyen glucolipidos, 

fosfolípidos y lipopeptidos; y los de alto peso molecular incluyen biosurfactantes/bioemulsificantes, 

en los cuales se encuentran los polisacáridos anfilicos, proteínas, lipopolisacaridos, lipoproteínas o 

Figura 3. Estructuras de biosurfacactantes de los microorganismos hidrocarburoclásticos más estudiados. (a) Monoramnolípido (C10-C10) 
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) 
 

b 
c 
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mezclas complejas de biopolímeros, y debido a sus estructuras químicas únicas, 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 composición química 

En general, la estructura química de los biosurfactantes incluye un grupo hidrofílico 

consistente de aminoácidos, péptidos aniónicos o catiónicos; mono-, di-, o polisacáridos; y un grupo 

hidrofóbico constituido por ácidos grasos saturados o insaturados. La mayor parte de los 

biosurfactantes incluye glucolípidos, lipopéptidos, lipoproteínas, fosfolípidos y ácidos grasos (Desai 

y Banat, 1997; Mondragon, 2011) 

¶ Glucolípidos: Es uno de los grupos más conocidos entre los biosurfactantes. Son 

carbohidratos en combinación con una larga cadena alifática de ácidos y ácidos hidroxílicos. 

Generalmente son compuestos de carga aniónica, excelentes agentes tensoactivos y tienen la 

capacidad de generar cambios en la hidrofobicidad de la membrana bacteriana. Entre los 

glucolípidos conocidos, los más estudiados son los ramnolípidos, trehalolípidos, y 

soforolídpidos (Desai y Banat, 1997; Guatam y Tyagi, 2006). 

¶ Lipopéptidos y lipoproteínas: Es el segundo grupo de biosurfactantes microbiano mas 

estudiado, representado por gran número de lipopeptidos, que son simples moléculas 

organizadas en un compuesto cuyo esqueleto está conformado por un péptido cíclico unido a 

una cola de ácido 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 más conocido de este grupo. 
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¶ Acidos grasos, fosfolípidos y ácidos neutros: Este tipo de biosurfactante es producido por una 

gran variedad de especies bacterianas y levaduras durante su crecimiento sobre n-alcanos. El 

balance hidrofílico o lipofílico de los ácido grasos está relacionado con la longitud de la 

cadena de hidrocarburo. Los ácidos grasos que disminuyen considerablemente la tensión 

superficial e interfacial, son aquellos que en su molécula presentan entre 12 y 14 átomos 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 acción-biosurfactante y bioemulsificante 

En relación a su tamaño, 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 fisicoquímicas de los biosurfactantes de bajo peso molecular están 

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 

están constituidas por proteínas, polisacáridos y residuos de lípidos (Velioglu y Urek 2014; Saenz- 

Marta y col., 2015). 

En relación al mecanismo de acción, algunos compuestos son mejores disminuyendo la tensión 

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 debería ser el caso, si consideramos las diferencias significativas 

tanto en la estructura química como en la función biológica 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). 

 

3.2. Bioemulsificantes 

 
Los compuestos de alto peso molecular, también llamados bioemulsificantes (BE), son 

mucho más eficientes en la formación de espuma y en la estabilización de aceite en agua o la 

estabilización de agua en emulsiones formadas por aceites, pero no necesariamente reduce la tensión 

superficial o interfacial (Bonilla y col., 2004; Lopez y col., 2014; Gudiña y col., 2015). Usualmente 

los bioemulsificantes consisten en estructuras poliméricas, en algunos casos llamados 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 

Tabla 1. Tipos de biosurfactantes junto con el microorganismo que lo produce y su actividad biológica. (Tabla 

modificada tomada a partir de la publicada por Pacwa-Pğociniczak y col., 2011) 

Biosurfactante Organismo 
Valores de la tensión 

sueprficial (mN/m) 
Actividad biológica 

Glucolípidos 

Ramnolipidos 

P. aeruginosa 29 Buenos agentes tensoactivos y 
emulsificantes. Aumentan la 

hidrofobicidad de la membrana 
bacteriana 

Pseudomonas sp. 25-30 

Trehalolípidos 

R. erythropolis 32-36 
Excelentes agentes tensoactivos. 
Aumento en la biodisponibilidad 

de los hidrocarburos 
N. erythropolis 30 

Mycobacterium sp. 38 

Soforolípidos 

T.bombicola 33 Excelentes agentes tensoactivos y 
con amplia tolerancia a 

condiciones extremas. Malos 
agentes emulsificantes 

T. apicola 30 

T. petrophilum - 

Cellobiolipidos U. zeae, U. maydis  

Excelentes agentes espumosos, 
muy activos en la interface, 

debido a sus grandes propiedades 

de disminuir en gran medida los 
niveles de tensión interfacial a 

bajas concentraciones. Modulan la 
hidrofobicidad de la membrana 

bacteriana. 

Lipopeptidos 
y 

lipoproteinas 

Péptido-lípidos B. licheniformis 27 

Serrawettina S. marcescens 28-33 

Viscosina P. fluorescens 26,5 

Surfactina B. subtilis 27,32 

Subtilisina B. subtilis - 

Gramicidinas B. brevis - 

Polymyxinas B. polymyxa - 

Acidos 
grasos, 

lipidos 
neutros, 

fosfolipidos 

Proteina-lipida-
manoproteina 

C. tropicalis - 

Excelentes agentes tensoactivos Proteina-lipida-
carbohidrato 

P. fluorescens 27 

D. polymorphis - 

Proteina PA P. aeruginosa - 
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ampliamente como los biosurfactantes, se sabe que varias especies de bacterias, levaduras, y hongos 

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

Su capacidad emulsificante se debe al alto número de grupos reactivos expuestos a lo largo 

de las cadenas que conforman estas moléculas, pueden unirse intrínsecamente con los hidrocarburos 

y aceites, así como formar una barrera que previene el colapso de dicha unión. 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, además 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, dispersión, 

solubilización de hidrocarburos,  los convierten en potenciales candidatos para la biorremediación de 

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

Adicionalmente de sus capacidades emulsificantes, los bioemulsificantes juegan un papel 

muy importante en la regulación de la unión-separación 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 actúan 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 

así disponibles no solo para los microorganismos hidrocarburoclasticos, sino también para otros 

organismos presentes en el ambiente y mejorando así 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 síntesis de una amplia variedad de 

bioemulsificantes desde bajo hasta alto peso molecular. Generalmente los bioemulsificantes de alto 

peso molecular son proteínas, polisacáridos, lipopolisacaridos, lipoproteínas o un compuesto surtido 

de varios de estos biopolímeros. También algunas de las estructuras dentro de las células bacterianas, 

como vesículas, y fimbrias o pelos (apéndices filamentosos rectos y rígidos, más cortos y más finos 

(3-10 nm de diámetro) que los flagelos, y que aparecen en muchas bacterias, sobre todo Gram-

negativas), actúan como agentes emulsificantes Los bioemulsificante poliméricos más estudiados 

son: emulsan, alasan, liposan, manoproteinas y otros complejos de proteínas de polisacáridos (Mnif 

y Ghribi, 2015b). 

¶ Familia de emulsan: El emulsan es un compuesto de polisacáridos acilado de carácter 

extracelular, producido en su mayoría por bacterias gram negativas, en especial especies de 

Acinetobacter, y es uno de los bioemulsificantes poliméricos más populares en el campo de 

investigación (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 más estudiados son: emulsan, alasan y manoproteinas. 

¶ Ácidos grasos, fosfolípidos y lípidos 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 tensión superficial e interfacial. Entre los más estudiados tenemos: 

biosurfactantes derivados de ácidos grasos; fosfolípidos y lípidos neutrales.  

¶ Bioemulsificantes exopolisacaridos: son carbohidratos polímericos 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 polisacáridos son: xanthan dextran y gellan, los 

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

¶ Biosurfactante en partículas y/o en toda la célula bacteriana: Numerosas cepas bacterianas 

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

biosurfactantes en partículas, que son responsables de la separación de las moléculas de 

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

alcanos como sustrato por los microorganismos. Más aun, algunas partículas 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 biológicas de los mismos dentro del microorganismo. 

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

Tipos de bioemulsificantes Cepa productora Actividad biológica  

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 FII 510700 Actividad emulsificante 

S. cerevisiae Actividad antiadhesiva y evita la formación 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 

Fosfolípidos 
Acinetobacter sp. Componentes de agentes tensoactivos 

Sphingobacterium sp. Agente tensoactivo 

Complejo de polisacáridos y 
lípidos 

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 lípidos, proteínas y 
polisacáridos 

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: (polisacárido 
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 

Proteina 

Pseudomonas PG-1 Aumento en la tasa de biodegradación de hidrocarburos 

P. aeruginosa S7B1 Actividad emulsificante 

Acinetobacter sp. A3 
Relacionada en los procesos de biodegradación de 

hidrocarburos 

Aeromonas salonicida Actividad inmunomoduladora 

Lactobacillus fermentum Actividad antiadhesiva 

Brevibacilus breis (Gramicidin S) Actividad antifungica 

Staphylococcus aureus Actividad inmunomoduladora 

B. mojavensis XH-1 Actividad bioemulsificante 

Biosurfacatntes 
particulados 

Vesiculas y 
fimbrias 

A. calcoaceticus 
Actividad emulsificante y aumentan la hidrofobicidad de la 

membrana bacteriana 

Toda la 
célula 

Variedad de bacterias  

 

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

contaminadas con petróleo, MEOR, reemplazo de solventes clorados en la limpieza de tuberías de 

crudo y la formación 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 aplicación varia de acuerdo al 

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

4. Factores que afectan la producción de biosurfactantes 

 
La producción del biosurfactante depende en gran medida de la composición del medio, y como 

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

estos compuestos son lípidos de alta complejidad, los cuales normalmente se producen bajo 
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condiciones aerobias (Saenz-Marta y col., 2015). La composición química de un biosurfactante es 

altamente variable y depende de la cepa, el sustrato y las condiciones de incubación, así como las 

características de las fases de crecimiento bacteriano (Al-Mallah y col., 1990). Las propiedades 

fisicoquímicas de los biosurfactantes de bajo peso molecular son influenciadas por los residuos de los 

ácidos 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 secreción de biosurfactante (Xia y col., 2012). 

¶ Fuente de carbono 

 

Uno de los factores importantes a tomar en cuenta en la producción 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 producción de biosurfactantes puede influenciar en la estructura del mismo 

(Saenz-Marta y col., 2015).  

Adicionalmente, la disponibilidad de un sustrato específico influye en la biosíntesis 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 síntesis del compuesto (Nasrin y col., 2007; Xia y col., 

2012). Es por ello que mucho de los trabajos realizados en este campo están relacionados con los 

factores fisiológicos que regulan la producción de biosurfactantes, con el fin de mejorar la eficiencia 

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

La fuente de carbono también puede afectar la diferenciación entre biosurfactantes o 

bioemulsificantes, ya que en el caso de los bioemulsificantes poliméricos, estós 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 económico 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 producción 

de biosurfactantes se logran mediante el uso de fuentes de carbono hidrofóbicas, 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 tensión superficial. 

Sin embargo, la selección de la fuente de carbono no debería depender solamente de obtener la 

mayor tasa de producción, 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 producción de lípidos de manosileritritol (MEL), pero sus procesos 

de producción y recuperación son complicados, por la remoción de los residuos del sustrato después 
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de la incubación, purificación y separación del MEL, ademas se requiere de una segunda purificacion 

y separacion de los producctos de degradacion por acción de lipasas, como lo son monogliceridos y 

digliceridos y ácidos grasos. Para mejorar la producción de MEL, el uso de fuentes solubles a agua y 

no de aceites vegetales, se presenta como mejor opción, haciendo de glucosa y glicerol las mejores 

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

¶ Factores ambientales 

 

La producción de biosurfactantes como muchas otras reacciones químicas, puede verse afectada 

por varios factores ambientales y condiciones de crecimiento, los cuales incrementan o inhiben su 

producción. Acorde a esto, factores ambientales como pH, salinidad, agitación, oxígeno disuelto y 

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

El pH juega un papel clave en la producción de soforolípidos por T. bombicola. La producción 

de ranmolípidos en Pseudomonas sp., alcanza su punto máximo en rangos de pH entre 6 y 6,5, y 

disminuye drásticamente con valores por encima de 7. Adicionalmente, la tensión superficial y la 

CMC del biosurfactante debe ser capaz de ser estable en amplios rangos de pH, mientras que la 

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

Una cepa termófila 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 tensión 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 producción de glucolípidos. La producción 

de ramnolipidos alcanzó su mejor punto a temperatura ambiente, con crecimiento estático en el medio 

mínimo. Dichas condiciones de producción son opuestas a las condiciones óptimas de crecimiento de 



 

20 
 

P. aeruginosa, que incluyen una temperatura de 37 °C y una constante agitación, lo cual debería 

disminuir el costo energético requerido en proceso de producción de ramnolipidos. El potencial de 

este ahorro energético en concordancia con el uso de microorganismos no patógenos, hace más 

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

¶ Tiempo de producción 

 
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 producción (Kalpana y col., 2012).  

Los biosurfactantes son compuestos producidos por reacciones de metabolitos secundarios 

relacionados a las funciones de capacidad adhesión de las células y la motilidad, diferenciación y 

accesibilidad al sustrato y a las moléculas de carbono, así como almacenamiento de energía (Van 

Hamme y col., 2006).  

En el caso de los ramnolipidos, estos son sintetizados cuando la fuente de carbono está en 

suficiente concentración para el crecimiento bacteriano, pero en condiciones restrictivas. Los 

ramnolipidos, cuya producción ocurre constitutivamente a bajo nivel, ya sean en sustratos solubles o 

insolubles en agua, son metabolitos secundarios producidos y cuya concentración incrementa durante 

una fase tardía 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 producción 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 períodos 

largos de incubación, disminuyendo así su concentración en el medio (Zhou y col., 2015).  

Utilizando como fuente de carbono melaza, y un tiempo de incubación total de 144 horas,  

Noparat y col., (2014a) tuvieron el mayor registro en la actividad del biosurfactante (27 mNm-1), así 

como la mayor concentración a las 108 horas de incubación, 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 razón de estos resultados es posiblemente 

que la liberación del biosurfactante de la membrana bacteriana, mediante el rompimiento de su unión 

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 concentración 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 liberación del biosurfactante de su unión a la membrana de las bacterias 

directamente al medio de cultivo, lo cual conlleva a un aumento en la concentración de biosurfactante 

extracelular. Esto demuestra que existe un patrón en las etapas de crecimiento y la producción de 

biosurfactantes. También se observó una disminución en la concentración de biosurfactante en el 

tiempo (Thavasi y col., 2008). 

5. Métodos de detección de Biosurfactante  

 

El interés en la producción de biosurfactantes ha llevado al desarrollo de métodos rápidos y 

eficientes, que sean capaces de identificar un gran número de microorganismos con potencial de 

producción en cultivos de gran escala, así como permitir la cuantificación del producto de interés 

(Mukherjee y col., 2006; Satpute y col 2008; Thavasi y col., 2011; Varjani y col., 2014, Mnif y Ghribi, 

2015a; Saenz-Marta y col., 2015). Generalmente estos métodos de detección se basan en las 

propiedades de los surfactantes, sobretodo en la capacidad de disminuir la tensión 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 idóneos para grupos específicos de biosurfactantes. (Walter 

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

utilizados en la detección de los biosurfactantes. 

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

Método de 

Detección 
Fundamentación Ventajas Desventajas Aplicabilidad  

Tipo de 

métodología 

Técnica de la 
Forma de la 

gota colgante 

Registra cambios 
en la tensión 
superficial e 
interfacial al 

registrar el perfil 
de una gota 

colgada en un 
soporte. 

Puede ser 
utilizado para la 

medición 
cuantitativa de la 
tensión superficial 

e interfacial. 

Requiere de bajos 
volumenes 

Requiere del uso 
de equipos 

especiales y/o 
software que en 

su mayoría 
requieren 

inversión 
monetaria 

Utilizado para la 
detección de 

cepas productoras 
de BS y puede ser 

utilizado para 
monitorear la 

producción de BS 
en bacterias 

Método 
Cuantitativo 

Medición de 
la actividad 

emulsificante 

Detección de las 
propiedades 

emulsificantes, al 
medir la altura y 
estabilidad en el 
tiempo de una 

capa de emulsión 
de aspecto 

cremoso, que se 
forma al agitar 
dos líquidos 
inmiscibles. 

Fácil de ejecutar. 
Puede detectar 
tanto BS como 

BE 
 

No específica para 
BS. 

Depende de la 
concentración del 

biosurfactante. 
No está 

correlacionada 
con la tensión 

superficial 

Utilizada para la 
detección de 

cepas productoras 
de biosurfactante 

o BE. 

Método 
mayormente 
cualitativo. 

Dispersión de 

crudo 

Medición de la 
tensión superficial 
por la formación 
de una dispersión 

del compuesto 
hidrofóbico sobre 

una superficie 
acuosa. 

El área de 

desplazamiento 
creada por una 
solución con 

surfactante, es 
directamente 

proporcional a la 
concentración. 
Sensible a bajas 
concentraciones 

de BS 

No diferencia BS 
de BE 

 

Utilizada para la 
detección de 

cepas productoras 
de biosurfactante. 

Método 

semicuantitativo 

Método del 
colapso de la 

gota 

Detección por 
cambios en la 

tensión 
interfacialal 
estudiar el 

comportamiento 

de una gota sobre 
una superficie 
hidrofóbica 

(aceite). 

Método sensible y 
fácil de producir 
para la detección 
de BS. También 
La estabilidad de 

la gota esta 

correlacionada 
con la tensión 
superficial e 
interfacial. 

No detecta bajas 
concentraciones 
de BS y puede 
generar falsos 

negativos. 

Utilizado para la 
detección de 

cepas productoras 

de biosurfactante. 

Método 
cualitaivo, 

aunque puede ser 
utilizando para 

determinar 
cuantitativament

e  la 
concentración 

del BS. 
 

Prueba de 
Para Film 

Detección por 
cambios en la 

tensión 

Rápida y sencilla. 
Al igual que el 

método del 

Depende de la 
concentración del 

Usada para la 
detección de 

Método 
cualitaivo 
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interfacialal 

estudiar el 
comportamiento 
de una gota sobre 

una superficie 
hidrofóbica 
(parafilm). 

colapso de la gota,  

la estabilidad de 
la gota esta 

correlacionada 
con la tensión 
superficial e 

interfacial. Puede 
agregarse agentes 
colorantes para 

observar mejor los 
resultados. 

biosurfactante No 

detecta BE. 

cepas productoras 

de BS. 

Adhesión 
Bacteriana a 

un 

Hidrocarburo 
(BATH) 

Medición del 
índice de 

hidrofobicidad de 
las bacterias por 
un hidrocarburo 

mediante el grado 
de adsorción de 
las cepas por los 

mismos. 

Algunos autores 
la recomiendan 

para detectar BE. 
No se requiere de 

ningún equipo 
especial para su 

medición. 

Método indirecto 

para la detección 
de cepas 

productoras de 
BS. Varios 
parámetros 

pueden alterar los 
resultados 

Aprobado por 
varios 

investigadores 
para evaluar la 
producción de 
biosurfactante. 

Método 
cualitaivo 

Actividad 
Hemolítica 

(Agar 
Sangre) 

Detecta 
microorganismos 

con potencial de 
producción por la 

presencia de 
moléculas activas 
de surfactantes 

mediante la 
ruptura de las 

células de sangre 

(lisis hemolítica) 

Prueba simple y 
fácil de ejecutar 

para detectar 
actividad de BS 

No es específica, 
ya que no 

diferencia entre 

enzimas líticas o 
factores virulentos 
que presentan el 

mismo 
comportamiento 

que los BS. 
Puede estar 

limitada por la 

mala difusión de 
los surfactantes. 

Puede ser 
calificada como 

ensayo preliminar 
para la detección 

de aislados 
bacterianos 

productores de BS 
y debe ser 

complementada 
por estudios de 

actividad 
emulsificante y 

medición de 
tensión 

superficial. 

Método 

cualitaivo 

Agar Azul 

Detecta 
microorganismos 
con potencial de 
producción por la 
formación de un 

halo en presencia 
de un surfactante 
de carga iónica 

opuesta al 
biosurfactante 

producido 

Simple y fácil de 
ejecutar 

Detecta grupos 
específicos de 

biousrfactantes. 
 

Es utilizado 
ampliamente para 
la detección de 
ramnolipidos 

Método 
cualitaivo, 

aunque también 

puede ser 
calificado como 

método 
semicuantitatvo 

Producción 
de Lipasa 

(Placas con 
Tween) 

Detecta 
microorganismos 
con potencial de 

producción por su 
capacidad de  

degradar fuentes 
lipídicas gracias a 
la excreción de 

lipasas 

Simple y fácil de 

ejecutar. 

Solo detecta 
aquellos 

organismos 
capaces de 

producir lipasas. 

La producción de 
lipasas no siempre 
tiene correlación 
con la tensión 

superficial 

El estudio de la 

lipasa, se debe a 
que estas enzimas 

pertenecen al 
grupo de las 
hidrolasas se 
encargan de 
hidrolizar los 

triglicéridos para 

dar ácidos grasos 
libres y glicerol. 

Método 

cualiativo 
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a. Métodos basados en la medición y el comportamiento de la tensión 

superficial/interfacial  

 
Fundamentado en las propiedades de los biosurfactantes, se han desarrollado, una avariedad 

de metodologías para la detección de cepas productoras de estos compuestos, las cuales incluyen tanto 

medición directa de la tensión superficial/interfacial, como determinación de la actividad interfacial 

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

Para la medición directa del comportamiento de la tensión superficial e interfacial, se utilizan 

tensiómetros, que son equipos especiales capaces de determinar la tensión superficial/ interfacial de 

un líquido o compuesto en otro. La presencia de surfactantes en las soluciones disminuye 

drásticamente la tensión superficial, lo cual hace que este método sea el más confiable para la 

detección de estos compuestos. Adicionalmente, mediante la medición de la tensión superficial se 

puede determinar el punto de la CMC (Mnif y Ghribi, 2015a). Entre los métodos utilizados, uno de 

los más populares es la técnica de la gota colgante (Van der Vegt y col., 1991; Arashiro y Demarquette 

1999), la cual al requerir bajos volúmenes de muestra tiene una ventaja sobre otros métodos de 

medición de tensión superficial. Sin embargo, este método requiere de equipos especiales, además de 

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

Otra ventaja de la medición directa de la tensión 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 además métodos cualitativos, los cuales detectan la presencia de 

biosurfactantes de manera indirecta por la medición de los cambios que genera la presencia de 

biosurfactantes sobre la tensión superficial/interfacial. Entre los métodos presentados están: la 

actividad emulsificante (Cooper y Goldenber, 1987); dispersión de aceite (Youssef y col 2004), 

Método de Colapso de la Gota (Bodour y Miller -Maier, 1998), Prueba con Para-Film (Kalyani y col. 

2014) y Adhesión 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 simultánea. Sin embargo, su principal desventaja es que al ser cualitativos, y 

en algunos casos, los resultados de las pruebas no están relacionados con los cambios en la tensión 

superficial, situación 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 podrían llevarnos 

al siguiente problema, si bien la mayoría se fundamenta en cambios que sufre la tensión 

superfical/interfacial, se conocen agentes biosurfactantes que no generan cambios significativos en la 

tensión como es el caso de los bioemulsificantes. Esto ha resultado en la eliminación de buenos 

emulsificantes por presentar resultados negativos en los métodos de detección utilizados. En tal 

sentido, Maneerat y Dikit (2007); Satpute y col., (2008); Uzoigwe y col., (2015) sugieren el uso de la 

medición de actividad emulsificante y el índice de BATH como métodos orientados hacia la detección 

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 índice de BATH se basa en la detección de la unión de los agentes emulsificantes a 

la membrana celular de los microorganismos. 

b. Métodos de detección por comportamiento específico 

 

Existen otros métodos de detección que no se basan en los cambios generados sobre la tensión 

superficial/interfacial, sino más bien se han desarrollado basados en el comportamiento de las 

bacterias en medios de crecimiento específicos, (Tabla 3), los mismos se fundamentan en que la 

producción 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 hemolítica (Carrillo y col 1996), 

agar azul (Siegmund I y Wagner F, 1991) y producción de lipasa (Vanavil y col., 2013).  
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Un aspecto a considerar en los métodos de detección, es que, independientemente de ser 

métodos cualitativos o cuantitativos, todos estos procedimientos requieren una previa inoculación, la 

cual sin una selección preliminar de cepas con potencial de producción, puede llevar a una gran 

cantidad de gasto de material y tiempo innecesarios. Esto le da una gran ventaja a los métodos de 

comportamientos específicos, ya que no requieren una inoculación previa, permitiendo así el ahorro 

de materiales y tiempo al considerar el estudio simultaneo de un gran número de organismos de 

interés, y en algunos casos, como sucede con el agar azul, pueden indicar que tipo de biosurfactante 

se está 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 detección, así como una organización en el 

esquema de detección, ya que cada prueba presenta sus propias ventajas y desventajas, dando una 

caracterización primaria, secundaria y terciaria según el uso de los métodos de detección (Youssef y 

col., 2004). 

6. Mecanismos de extracción de biosurfactantes/bioemulsificantes 

 

La recuperación del biosurfactane depende de su carga ionica, su solubilidad en agua y  

localización en relación al microorganismo (intracelular, extracelular y/o unido por enlaces con la 

membrana celular) (Gautam y Tyagi, 2006). Varios métodos de extracción han sido ampliamente 

reportados en la literatura, incluyendo precipitación por ácidos, extracción por solvente, 

cristalización, precipitación con sulfato de amonio y centrifugación (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; Xia y col., 2012; Ali y 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 clásicos de separación del biosurfactante (extracción por solventes y 

precipitación) requieren de grandes volúmenes de solventes organicos, como lo son acetona, metanol 

y cloroformo son en su mayoría tóxicos y dañinos para el medio ambiente (Witeck-Krowiak y col., 

2011). Ademas, para el aislamiento de una muestra se deben de utilizar varios mecanismos de 

separación de manera simultánea, lo cual consume grandes cantidades de tiempo y dinero en 

soluciones. Ante esta desventaja se utilizan los métodos continuos para la separación los cuales  

ayudan en la reducción de costos y permiten la extracción 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 

separación total del biosurfactante de otros elementos presentes en la solución que puedan afectar sus 

capacidades tensoactivas. Otra medida tomada es la sustituticion de estos solventes por otros mucho 

más económicos y menos tóxicos como el metil terciario butil éter ha sido utilizado con buenos 

resultados recientemente en Rhodococcus. Este tipos de solventes son de bajo costo, menos tóxicos y 

muy accesibles, pueden utilizase y reducir el costo de forma sustancial y minimizar el daño ambiental 

(Gandhimathi y col., 2009). Sin embargo, el proceso de purificación aun requiere de grandes 

cantidades de gastos y se corre el riesgo de contaminación por con elementos indeseados de la 

fermentación y/o del mismo mecanismo de purificación (Satpute y col., 2010). 

Los procesos más utilizados en el sistema Batch son la extracción con cloroformo:metanol, 

diclorometano:metanol, butanol, acetato de etilo, pentano, hexano, acido acético, éter, entre otros. 

Por su parte el método más utilizado en el sistema continuo es la centrifugación. En la tabla 4, se 

mencionan los procesos de extraccción continuos y Batch más comunes para la recuperación de 

biosurfactantes 

 

 



 

28 
 

Tabla 4. Procesos de recuperación y mecanismo de extracción del biosurfactante (Tabla modificada a partir 

de la publicada en Gautam y Tyagi, 2006) 

Proceso 

Sistema BATCH Sistema continuo 

Amm, precipitación con sulfato de amonio Centrifugación 

Precipitación por acetona Adosrcion 

Precipitación ácida Separación por formación de espuma y precipitacion 

Extracción por uso de solventes Filtración de flujo tangencial 

Cristalizacion Diafiltración y precipitación 

 Ultrafiltración 

 

7. Identificación de los biosurfactantes 

 

La identificación del biosurfacatnte usualmente se realiza a partir de una muestra purificada 

partiendo de los métodos de extracción y mediante la caracterización quimica de la estructura 

molecular del mismo, a partir de los componentes de su sección hidrofílica e hidrofóbica. 

Normalmente entre los mecanismos utilizados para esta caracterización tenemos: cromatogría de 

gases y HPLC, análisis de infrarojo (FTIR), espectroscopia de masas (NMR), análisis 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; Gudiña 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 que no permiten la caracterización de varias 

muestras de manera simultanea y relacionado con la caracterización química, debido al uso de 

solventes polares para la extracción 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 más utilizado para la caracterización de biosurfactantes es la identifiación 

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 razón, se utilizan técnicas de identificación 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; AlΆSayegh 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 identificación a nivel molecular y al igual que en la caracterización química, no 

se puede utilizar para estudiar varias muestras de manera simultánea. Es por ello que la mayoría de 

los investigadores se conforman con llegar al género bacteriano mediante ensayos con pruebas 

bioquímicas, 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, además que tiene la ventaja de ser menos 

costosos que otros métodos mencionados y estar disponible su aplicación en la mayoría de los 

laboratorios de microbiología (Nasrin y 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 identificación a través de pruebas bioquímicas rádica que en 

ocasiones una sola especie bacteriana es capaz de producir diferentes tipos de biosurfactantes 

(Pradhan y col., 2013). Es así el caso de P. aeruginosa la cual es una especie bacteriana capaz de 

producir tanto biosurfactantes como bioemulsificantes, y la estructura de los mismos varía de acuerdo 

a las condiciones de producción de estos compuestos (Tabla1, 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 formación de 

poros y canales iónicos en la bicapa lipídica. Como consecuencia de esto se genera la 

desestabilización de la membrana, al perturbar la integridad y permeabilidad de la misma. Además, 

la formación 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 disrupción 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 adsorción del biosurfactantes a superficies solidas puede inhibir la bioadhesion de 

bacterias, jugando un papel clave en el control de organismos patógenos, previniendo así la formación 

de biopeliculas. Esta capacidad de los biosurfactantes de inhibir el crecimiento de organismos 

patógenos es aplicada a nivel bacteriano y fúngico (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 específica por el 

biosurfactante, es decir, que solo un tipo de biosurfactatne dentro de los grupos estudiados presenta 

esta capacidad inhibitoria para organismos patógenos específicos. Un ejemplo lo podemos ver 

nuevamente en P. aeruginosa, la cual tiene la capaciad de producir distintos tipos de biosurfactantes. 

Sin embargo, solo los ramnolípidos son capaces de presentar una respuesta antimicrobiana, 

permitiendo así la identificación del posible compuestos tensoactivo que se esta produciendo. Otro 

ejemplo relacionado a la especificidad por los organismos patógenos, puede verse en los lipopeptidos 

producidos por B. subtilis, los cuales presentan una amplia actividad antimicrobiana en la mayoría 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 fúngicos. 

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

antimicrobiana es que se pueden estudiar varias muestras de manera simultánea en intervalos de 
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tiempo cortos (para bacterias y levaduras 16-18 horas, para hongos tres días) para obtener resultados 

satisfactorios, y no requiere de equipos y/ o metodologías especiales. Todos los materiales necesarios 

se encuentran en la mayoría de los laboratorios de microbiología 

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 Aplicación en biomedicina 

Glucolípidos 

Ramnolípidos P. aeruginosa 

Actividad antimicrobiana alta sobre todo en cepas Gram 

positivas, propiedades antifungicas y antiadhesiva contra 

varias bacterias y levaduras 

Trehalosa Mycobacterium Actividad antibacteriana 

Soforolípidos Levaduras Actividad antibacteriana 

MEL Candida sp. Actividad antibacteriana sobre cepas gram positivas 

Glucolipido 
Streptococcus 

thermophilus 

Actividad antiadhesiva contra varias bacterias y levaduras 

de muestras clinicas 

Lipopeptidos 

Surfactina Bacillus subtilis 

Actividad antimicrobiana tanto para cepas gram positivas 

como para gram negativas y propiedades antifungicas. 

Actividad antiadhesiva 

Iturina Bacillus subtilis 
Actividad antimicrobiana y propiedades antifungicas, con 
la excepcion de especies del género Fusarium. Actividad 

Antiadhesiva 

Surlactina 
Lactobacillus 

acidophilus 

Actividad antiadhesiva de P. aeruginosa y varias bacterias 

entericas 

Lichenisina Bacillus subtilis Actividad antibacteriana 

Acidos grasos Fosfolípidos P. putida Actividad antiadhesiva de S. aureus y S. epidermis 

Emulsan Manoproteina S. cerevisiae 
Actividad antiadhesiva de S. aureus, S. epidermis y en C. 

albicans 

Bioemulsificantes 

No identificado Lactococcus latis 

Actividad antifungica contra A. flavus, y actividad 

antiadhesiva en gran variedad de bacterias y levaduras 

aisladas de muestras clínicas 

No identificado 
Lactobacillus 

paracasei spp. 

Actividad antimicrobiana contra gran variedad de 

bacterias y levaduras 

Acido graso Halomonas sp. Actividad antimicrobiana y propiedades antifungicas 

III.  Antecedentes 

1. Antecedentes internacionales 

 

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

vez en 1895 por Misyoshi, quien reportó la degradación de parafina por acción microbiológica y 

varios anos después, 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 mínimo, el cual tenía 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 producción y función 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 razón exacta por la 

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

La recuperación de crudo en zonas impactadas mediante el uso de microorganismos fue 

propuesta en 1920 y mayormente aceptada a principios de 1980. Entre las tecnologías conocidas para 

la recuperación de crudo (EOR), tenemos la llamada MEOR, en la cual se usan los mismos 

microorganismos presentes en la zona de explotación petrolera para mejorar la extracción del crudo 

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

Originalmente, los biosurfactantes llamaron la atención como agentes para disolver 

hidrocarburos a finales de 1960, siendo considerados como potenciales sustitutos de los surfactantes 

sintéticos, especialmente en las áreas de desarrollo de la industria de alimentos, farmacéutica e 

industrias de aceites. Los surfactantes sintéticos usados en la actualidad usualmente son tóxicos y 

difíciles de degradar por microorganismos, causando daños 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 recuperación de zonas contaminadas con crudo, que se 

considera la posibilidad de utilizar los biosurfactantes en los procesos de biorremediación, 

empleándose principalmente en tecnologías de recuperación de crudo utilizando la acción de los 

microorganismos. (Shennan y Levi 1987; Cameotra y Makkar, 1998; Lakshimapathy y col., 2010); 

Yañez-Ocampo, 2013; Liang y col., 2014;). 
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Entre los estudios de biorremediación más relevantes que utilizandolos biosurfactantes, 

destacan aquellos relacionados con  la biodegradación y el lavado de suelo, mientras que en los 

estudios de MEOR, resalta la capacidad de recuperar crudo mediante la producción in situ de 

biosurfactantes. 

La habilidad de los biosurfactantes para acelerar la degradación de los compuestos orgánicos 

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 alifáticos, aromáticos, ramificados y cíclicos. 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 inoculación o incorporación directa de los mismos, para degradar gran cantidad de 

derivados de hidrocarburos en condiciones de laboratorio, registrando tasas de degradación de los 

hidrocarburos hasta de un 90%.  

Además de los procesos de biodegradación, otros de los usos de los biosurfactantes son las 

tecnologías 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 

combinación de los biosurfactantes con surfactantes sintético aumenta la tasa de remoción de crudo 

de las muestras de suelo contaminado, sino que  la presencia de estos compuestos han mostrado una 

mayor tasa de remoción con respecto a  la encontrada en los surfactantes sintéticos, solos o 

combinados con otros surfactantes, mostrando así su capacidad de poder reemplazar incluso los 

surfactatnes más 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 

biorremediación mediante la inoculación de los microorganismos productores dentro de las áreas 

impactadas, sin necesidad de una caracterización química previa al inicio del proceso de 

biorremediación, 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 concentración 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 extracción. En sus resultados no solo reportaron altas 

tasas de biodegradación de los derivados de hidrocarburo, sino que también con el uso solo del cultivo 

bacteriano encontraron  una alta tasa de remoción de productos que disminuían la calidad del crudo, 

facilitando así los tratamientos posteriores para la recuperación del crudo deseado en la industria 

petrolera.Mostrando así, otro de los potenciales usos de los biosurfactantes, en las tecnologías MEOR. 

Si bien las tecnologías MEOR, no estan totalmente separadas de los procesos de 

biorremediación, están más orientadas a la recuperación de crudo durante los procesos de extracción 

y almacenamiento de crudo y durante los procesos de refinación, con el fin de aprovechar al máximo 

el material extraido y disminuir la producción de desperdicios que pueden actuar como 

contaminantes. Pornsunthorntawee y col., (2008), Bordoloi y Konwar (2008), en condiciones de 

laboratorio  demostraron que la tasa recuperación de crudo no solo es más eficiente, tanto con la 

introducción 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  extracción. Por otra parte, en 

relación a las aplicaciones in situ , además 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 recuperación y pizarras petrolíeras para mejorar la recuperación de crudo, y así 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 prácticas comunes en MEOR, no hay muchos reportes del uso en esta tecnoca de biosurfactantes 

y biopolímeros producidos por microorganismos (Van Hamme y col, 2003; Mondrangón Mora 2011). 

La principal razón para ello, es que la producción de biosurfactantes (ex situ o in situ), siempre se ha 

visto en desventaja con respecto a los surfactantes sintéticos, debido a que en la producción de los 

biosuerfactantes se genera un mayor gasto económico, requiere un mayor tiempo para su producción 

a gran escala y a las limitaciones en la detección de microorganismos capaces de producir 

biosurfactantes. Razónes por las cuales, las principales investigaciones realizadasen los últimos 

tiempos  están orientadas al mejoramiento en los procesos de producción por fermentación, estudios 

genéticos, y aplicaciones a escala comercial. Esto se ha llevado en conjunto al mejoramiento de los 

procesos de detección de biosurfactantes, desarrollando metodologías mucho más precisas y eficaces 

(Desai y Banat, 1997).    

2. Antecedentes nacionales 

 

Como país petrolero, Venezuela no esta libre de los efectos generados por la contaminación 

de hidrocarburos, así como tampoco se desconoce el potencial de la biorremediación para recuperar  

dichas zonas contaminadas. En este sentido, se ha generado una extensa bibliografía que esta solo 

orientada a procesos de biorremediación y la caracterización de la las comunidades microbianas que 

pueden utilizarse con este fin (Gaspar 2002; León y col. 2009; Windevoxhel y col., 2009ab; Chirinos 

y col., 2010; Barrios, 2011; Windevoxhel y col., 2011; Zamora y col., 2012). Dentro de la 

caracterización de las comunidades microbianas, se destaca la capacidad hidrocarburoclástica de 

estos agentes microbianos, así como la capacidad de hidrolizar compuestos aromáticos, también el  

potencial para  ser utilizada con el fin de promover la producción de biosurfactantes. 
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Entre los primeros trabajos que podemos encontrar  relacionado a la producción de 

biosurfactantes en Venezuela es el de Rocha y col., (1992), en el cual, se estudió la capacidad de 

producción de biosurfactantes de cepas aisladas de distintas fuentes de extracción 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 pequeñas esferas, cambios de coloración, dispersión 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. Así, ambas cepas fueron 

identificadas como Pseudomonas aeruginosa (MEOR 171 y MEOR 172) y se procedió a estudiar las 

condiciones de producción, así como las capacidades tensoactivas de dichos biosurfactantes 

producidos, los cuales fueron identificado como ramnolípidos, y presentaban la hablidad de reducir 

la tensión superficial de 72 mN/m a 29 y 27,5 mN/m respectivamente. Llegando a la conclusión  que 

son excelentes agentes para procesos de recuperación de crudo (EOR), como lo son el transporte, 

limpieza de tanques de almacenamiento, descontaminación de áreas impactadas y tecnologías MEOR. 

Este trabajo podría considerarse como pionero en los estudios de producción y caracterización 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 relación a los estudios 

de producción de biosurfactantes. Bastardo y col., (1996) estudió la cinética de crecimiento de 

bacterias aisladas de las aguas de formación 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, así como la capacidad de reducir la tensión superficial de 59,0 mN/m a 

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

Seguidamente, Hernández (1999), evaluó la producción 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 reacción de la compañía petrolera Corpoven. Estas bacterias fueron seleccionadas 
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luego de una serie de pruebas bioquímicas de actividad enzimática que permitieron conocer a su 

capacidad para degradar y metabolizar ciertos sustratos. Determinó la cinética de crecimiento bajo 

estos tres sustratos y determinó la presencia del biosurfactante mediante la medición de la tensión 

superficial. Finalmente, incliyó la determinación de la estructura del mismo mediante la 

caracterización química. El trabajo de Hernández implicó una preselección de las cepas de acuerdoa  

su perfil fenotípico específico, además, también determinó en este consorcio bacteriano, que la fuente 

de carbono idónea para la producción de biosurfactante  era la  sacarosa.  

Trabajos posteriores  relacionados al estudio en la producción de biosurfactantes a partir de 

cepas previamente seleccionadas, bajo condiciones limitantes de crecimiento (Araujo y col., 2008; 

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

Otros trabajos (Sulbarán 2002; León 2008; y Gaspar 2009), reportaron la detección de cepas 

con potencial de producción de biosurfactantes mediante el estudio de la actividad emulsificante, 

medición de la tensión superficial, la caracterización de la actividad hemolítica, capacidad de utilizar 

crudo y acetato como fuente de carbono.  

Más recientemente, Barrios (2011) incorporó otro tipo de actividad característica en 

potenciales cepas productoras de biosurfactantes, como lo es la producción de emulsiones estables en 

el tiempo de producción del biosurfactante. Sin embargo, el uso de un bajo número de pruebas para 

la detección de cepas con potencial productor de  biosurfactantes, plantea el problema de descartar 

excelentes compuestos tenso-activos, los cuales  podrían ser de utilidad para la industria. Otro aspecto 

a tomar en consideración es la complejidad de los biosurfactantes, que podrían generar diferentes 

tipos de respuestas en las pruebas realizadas para su detección, 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.   

http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/uruguay30/VE10169_Angulo.pdf%20visitada%20el%2029/06/15
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Entre los trabajos realizados en la investigación de biosurfactantes, encontramos que Kumar 

y col., (2006a) lograron la producción de biosurfactantes por la cepa Pseudomona putida, 

degradadora de hidrocarburos aromáticos poli cíclico, mediante la medición de la tensión superficial, 

dispersión de aceite (OSM), colapso de la gota (DC) e índice de emulsificación (E24). Ese mismo año, 

Kumar y col., (2006b) utilizaron los mismos métodos, esta vez para medir la producción de 

biosurfactantes nuevamente con Pseudomona putida, con el fin de estudiar el nivel de biodegradación 

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 adición de la medición de la actividad hemolítica y el estudio de la adherencia 

bacteriana a un hidrocarburo (BATH), en el estudio de la producción del biosurfactante producido 

por la cepa termófila Bacillus sp. DHT, aislada de un suelo contaminado con hidrocarburo. 

Finalmente Kumar y col., (2008) reportan nuevamente el estudio la producción de biosurfactante de 

la cepa Pseudomonas aeruginosa DHT2, aislada también de un suelo contaminado con hidrocarburos, 

con todos los métodos mencionados anteriormente e incluyendo en esta ocasión 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 utilizó varios 

métodos de detacción, 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), así como períodos de tiempo muy cortos (24 horas; Kumar y col., 2006b) 

o medianamente largos (4 días; 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 específicas, más no a el uso de dichos métodos para la detección de cepas con el 

potencial de producción de biosurfactantes y/o bioemulsificantes sin una previa identificación. 
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Por otro lado, Bozo y col., (2012), si utilizaron los métodos de detección para la selección de 

cepas con potencial de producción de biosurfactante sin previa identificación de las mismas. De igual 

manera, sometieron las cepas bacterianas a condiciones idóneas para la producción de biosurfacates. 

Sin embargo para este trabajo solo se utilizaron los métodos de detección de medición de la actividad 

emulsificante y tensión superficial.  

Si bien hay una gran variedad de trabajos, no podemos encontrar alguno en el cual se haga 

una detección 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 producción por distintos parámetros como lo son factores ambientales o tipos de 

sustrato a utilizar, y finalmente también incluyan una ifentificación de aquellos compuestos que 

presenten características tensoactivas. Más aun el termino bioemulsificante que sabemos es de gran 

importancia en la identificación de estos agentes no ha sido utilizado. Este tipo de estudios es muy 

importante pues requiere de una caracterización correcta del tipo de compuesto que se esta 

produciendo para poder desarrollar la tecnología adecuada en la producción de dichos compuestos, 

sobre si el proceso de biorremediación es in situ. 

Es importante destacar que Venezuela como país petrolero, se requeriría actualizar las 

metodologías implementadas en relación a la detección de cepas productoras de biosurfactante y su 

utilización en diferentes ambientes, tomando en cuenta que algunos de estos productos son más 

eficientes en ambientes acuáticos. Mientras que otros son más apropiados para la remoción de 

metales, y otros en la recuperación mejorada de crudo MEOR, lo que implica que, dependiendo de 

los objetivos de la investigación, habría que considerar el tipo de biosurfactante a utilizar.  
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3. Hipótesis 

 

 El ensayar métodos cuantitativos, cualitativos y de actividad específica para seleccionar cepas 

productoras de biosurfactante y/o bioemulsificante, permitirá obtener una metodología alternativa 

eficiente para la selección de cepas bacterianas con esta capacidad. 

IV. Objetivos 

1. Objetivo General 

 Utilizar métodos cuantitativos, cualitativos y de actividad específica así como condiciones de 

producción, para seleccionar e identificar cepas potenciales productoras de biosurfactantes y/o 

bioemulsificantes, a fin de proponer una metodología que recopile aspectos relevantes que permita 

de forma eficiente la selección de cepas con esta capacidad. 

2. Objetivos específicos 

1. Determinar si el tiempo de incubación y diferentes fuentes de carbono afectan la producción 

de biosurfactanes y/o bioemulsificantes. 

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

bioemulsificantes. 

3. Utilizar como criterio para la identificación de los biosurfactantes y/o bioemulsifciantes 

producidos: la taxonomía de las cepas bacterianas productoras, su actividad antimicrobiana 

y la caracterización química de dichos compuestos.  
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V. Metodología 

1. Selección de las cepas bacterianas con potencial de producción de 

biosurfactante 

1.1 Selección de las cepas 

Se seleccionaron aislados bacterianos del cepario del proyecto Misión Ciencia, "Desarrollo y 

validación de nuevas tecnologías para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad 

petrolera.ò, provenientes de la fosa petrolera LG-276-F1, (o Fosa Meteorizada) del bloque Junín  FPO, 

localizada a 8Á55ô7,3ôô N. y 63Á 48ô 9,4ôô W, abierta hace unos 30 años. Según la información 

suministra por PDVSA respecto al proyecto, actualmente la fosa se encuentra inactiva y presenta un 

proceso de meteorización, y el tipo de crudo ahí depositado es mediano-liviano.  

En total se seleccionaron 23 cepas bacterianas que presentaron un perfil fenotípico específico, es 

decir, se caracterizaron por presentar una respuesta positiva al crecimiento en caldo de petróleo (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 Construcción 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 procedió a constituir  el cepario a ensayar, tomando una 

muestra de la placa y sembrándola 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 próximo uso. 

2. Obtención del biosurfactante 

2.1 Producción 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 concentración bacteriana utilizando solución salina al 0,85% y la turbidez 

de la solución Mcfarland N°2 como patrón para la concentración de las bacterias () (Hassan y col., 

2014).  

Una vez preparada la muestra, se tomó una alícuota de 4 ml de la cepa y se mezcló en fiolas de 

125ml de capacidad, con 36 ml de Medio Mínimo Salino (MMS) (Barrios, 2011). Se estudió el efecto 

de distintas fuentes de carbono sobre la producción 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 concentración final del 2% v/v (Pradnya y Dhiraj, 2014; 

Hassam y col., 2014). Las mismas fueron incubadas a temperatura ambiente (Pradnya y Dhiraj, 2014) 

en un agitador orbital a 50 rpm, por siete días (Kalyani y col, 2014) y por duplicado.  
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Durante los siete días de incubación, se hicieron observaciones referentes al crecimiento y la 

presencia o ausencia de biopelículas. Adicionalmente, se clasificaron de manera cualitativa los 

niveles de crecimiento encontrados de la siguiente manera: (-) no se observó turbidez en el medio; 

(+) turbidez desde muy leve hasta intermedia; (++), turbidez densa; (+++), turbidez densa y con 

presencia de materia en suspension.  

2.2 Extracción del biosurfactante 

Cumplido el tiempo de incubación, tres y siete días 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 biológico para la 

prueba de BATH. Ambos fueron almacenados a 4 °C (Anandaraj y Thivakaran, 2010; Thavasi y col., 

2011). 

3. Metodología 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 Misión Ciencia como control positivo  para las pruebas de 

detección por actividad específica.  Para los métodos de detección de biosurfactantes basados en los 

cambios de tensión superficial/interfacial, directa e indirecta se utilizó Lauril Sulfato de Sodio (SDS) 

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

3.1 Estudio de Producción de Espuma 

Durante el período de incubación señalado en el punto 2.1, se hizo seguimiento a las cepas a los 

4, 5, 6 y 7 días de iniciada la incubación en búsqueda de agentes espumosos, como un indicadores de 

la producción de biosurfactante (Barrios, 2011). Las cepas fueron clasificadas según su capacidad de 

producir espuma en: (-) no productoras;  (+) formación de microgotas; (++) formación de ligera capa 

de espuma estable; (+++) formación de altas cantidades de espuma. 
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3.2 Actividad Hemolítica 

La actividad hemolítica se midió al inocular por punción 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 realizó la prueba, con ayuda de una varilla de aluminio, se 

procedió 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 considerarán positivas aquellas cepas que presentaron una zona clara 

alrededor de las colonias (Anandaraj y Thivakaran 2010).  

Las cepas se clasificaron utilizando como criterio el diámetro del halo observado alrededor de las 

cepas: (-) no presenta hemólisis; (+) hemólisis completa con un halo de diámetro <1 cm; (++) 

hemólisis completa con un halo de diámetro >1 cm pero < 3 cm; (+++) hemólisis completa con halo 

de diámetro Ó 3 cm, (Youssef y col, 2004). Adicionalmente, se clasificaron de acuerdo al tipo de 

comportamiento del halo, donde Ŭ-hemólisis se presenta cuando la colonia está rodeada por una zona 

difusa de color verde, ɓ-hemólisis, cuando la colonia está rodeada por una zona clara, y ɔ-hemólisis, 

cuando no se presenta ningún cambio alrededor de la colonia, (Carrillo y col., 1996; Saravanan y 

Vijayakumar, 2012) 

3.3 Agar Azul  

La presencia de un biosurfactante/bioemulsificante, se determinó mediante su naturaleza iónica 

a través del método del Agar Azul. Para ello, se prepararon placas de agar medio mínimo mineral 

(Barrios, 2011), suplementado con 20 gr/l glucosa como fuente de carbono y  0,005 gr/l de azul de 

metileno (Siegmund I y Wagner F, 1991). Para la naturaleza aniónica y catiónica del biosurfatante, 

se utilizaron 0,5 gr/l de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) como agente catiónico y 0,5 

gr/l de sodio dodecil sulfato (SDS) como agente anionico (Saranya y col., 2015). Al momento en que 

se realizó la prueba, con ayuda de una varilla de aluminio, se procedió 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 agregó una muestra de los aislados 

bacterianos activados en CN. Las placas incubaron a 37 °C  por 48-72h (Saranya y col., 2015), siendo 

revisadas periódicamente. Una vez cumplido el tiempo de incubación, se almacenaron a 4°C durante 

24 horas, con la finalidad de oscurecer los halos formados en el medio, permitiendo así una mejor 

observación de aquellas cepas que presentasen bajas concentraciones de biosurfactantes (Gunther y 

col., 2005).  

Las cepas se clasificaron utilizando el siguiente criterio: (-) ausencia de algún tipo de 

pigmentación; (+) pigmentos visibles en el pocillo; (++) pigmentos alrededor del pocillo; (+++) 

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

3.4 Producción de Lipasa 

La capacidad de producir compuestos degradadores de lípidos (lipasa), se realizó al estudiar el 

comportamiento de las cepas bacterianas al crecer en medio cuya composición será 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 producción de lipasa se medió al sembrar por agotamiento una 

colonia de las cepas sembradas en AN, a las placas del medio mencionado, y que luego se incubarán 

durante 7 días a 28 °C (Lakshmipathy y col., 2010). La hidrólisis del Tween 80 se observó al encontrar 

un halo alrededor de las colonias, siendo esta la evidencia de la producción de enzimas lipolíticas 

(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 determinó mediante el índice de emulsión (E%) al mezclar 2 ml de 

kerosén con 2 ml del sobrenadante que se obtuvo en la sección (2.2) (Techaoei y col., 2007; Shaik y 
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col., 2013; Mariashobana y col., 2014). Se considera como respuesta positiva la formación de espuma 

estable entre las dos fases (orgánica con kerosene y acuosa con el sobrenadante), tras 2 minutos de 

agitación en vortex (Cooper y Goldenberg, 1987). Se tomarón las medidas de la altura de la capa de 

emulsión (cm) y la altura total de la solución (cm) evaluada a las 24, 48, 72 y 96 horas (Suresh y col., 

2007; Lopes y col, 2014). 

El índice de emulsión (E24) es la altura de la capa de emulsión (E), dividido por la altura total 

(T) y multiplicado por 100.  

 

 

 

 

Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuesta encontrados en esta prueba: 

(-) no productora de espuma, (+) formación de emulsión, índice de Ó 40% a las 48 horas, (++) 

formación de emulsión, índice de Ó 40% a las 72 horas, (+++) formación de emulsión, índice de Ó 

40% a las 96 horas.  

3.6 Adhesión Bacteriana a un Hidrocarburo (BATH) 

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

solución 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 biológico, este se midió en un espectofotómetro, bajo 600 nm, y se 

ajustó la concentración bacteriana, a un rango de lectura de 0,4-0,6 de D.O., mediante dilución seriada 

con solución salina al 0,85% (Van der Mei y col., 1995). Luego, se tomaron 3 ml de esta solución 

bacteriana y se mezclaron con 150 µl de crudo (Van der Mei y col., 1995; Thavasi y col., 2011), por 

triplicado. La mezcla se agitó por vortex durante 3 minutos, formado dos fases, la fase orgánica que 

Figura 5. Esquema del ensayo de 

actividad emulsificante, utilizando 

kerosene, junto con la formula a 

utilizar para el cálculo del índice. Se 

destacan los parámetros para 

calcular el índice E24; la altura de la 

capa de emulsión (E) y la altura total 

(T). 
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contiene el crudo, y la fase acuosa que contiene el material biológico. Tras la agitación, se permitió 

la separación del hidrocarburo y la fase acuosa durante 1 hora (Thavasi y col., 2008;  Thavasi y col., 

2011). Finalmente, se recuperó la fase acuosa del medio con ayuda de una micropipeta, y se midió la 

densidad óptica de la misma (Thavasi y col., 2008; Thavasi y col., 2011). Para la estimación de la 

hidrofobicidad de las células, se utilizó la siguiente fórmula:  

Ὄ ρ ὼ ρππϷ   

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 adsorción de las células 

de la siguiente manera: (-) 0-39% porcentaje de adsorción de las células; (+) 40-59% porcentaje de 

adsorción de las células; (++) 60-89% porcentaje de adsorción de las células; (+++) >90% de 

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

3.7 Prueba con Para Film-M 

A 2 ml de sobrenadante se les agregó una gota de azul de metileno. Luego se tomaron 10 µl de 

esta mezcla y se colocaron sobre un fragmento de Para Film-M, asegurándose 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 considerá como negativo, mientras que si la 

gota toma una forma plana o ñcolapsaò, se considerá 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. 

Figura 6. Fórmula utilizada para el cálculo del porcentaje de 

bacterias que adsorbieron el hidrocarburo. Ao=lectura 

obtenida antes de la agitación con hidrocarburo. A= lectura 

obtenida tras la agitación con hidrocarburo 
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3.8 Método del colapso de la gota, modificado (DC) 

Esta metodología se realizó 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 

preparación, cada pocillo del kit se cubrió con 2 µl de aceite para motor 10W-30 marca Castrol, 

asegurándose 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 µl de alícuota del sobrenadante recuperado 

en la sección 2.2, en un ángulo de 45° sobre el pocillo. Los resultados se observarón tras 1 minuto de 

haber agregado la alícuota. Si la gota de alícuota se mantuvo intacta, entonces se considera negativo. 

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

Las cepas se clasificaron de acuerdo a la capacidad de dispersión de la gota sobre la capa de aceite 

de la siguiente manera: (-) sin dispersión de la gota; (+) dispersión pequeña de la gota; (++) gota 

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

3.9 Dispersión de aceite (OSM) 

El método de dispersión de aceite, (OSM en inglés), se llevó a cabo utilizando la metodología 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 pequeña (3,5 cm). Luego se colocaron 40 µl de aceite de motor (para 

vehículos) usado sobre la superficie del agua, formando una capa homogénea sobre la misma. 

Inmediatamente se agregaron 40 µl del sobrenadante de la sección 2.2, al centro de la capa de crudo. 

Se consideró una respuesta positiva la dispersión 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 tamaño del halo formado sobre la capa de aceite de la 

siguiente manera: (-) sin dispersión del aceite; (+) dispersión de aceite con un halo entre 0,5 cm y 0,9 

cm; (++) dispersión de aceite con un halo entre 1 cm y 1,5 cm; (+++) dispersión de aceite con un halo 

entre 1,5 cm < X < 2,1 cm; (++++) dispersión de aceite con halo entre 2,1 < X < 3 cm (Youssef y 

col., 2004). 

3.10 Medición de la tensión superficial 

Se determinó la tensión 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 Tensiómetro de gota del 

laboratorio de Espectroscopia Láser de la escuela de química de la UCV.  

Previo a la medición de la SFT, se tomó 1 ml de todas las muestras, el cual fue centrifugado 

nuevamente en una microcentrifuga por 5ô, con el fin de eliminar cualquier que altere los resultados. 

Una vez cumplido este paso se recuperó el sobrenadante y se almacenó en viales previamente 

esterilizados y se procedió con la medición. Para ello, se tomaron 100 µl de sobrenadante y se dejo 

caer en forma de gotas frente a una cámara. Al momento de caer la gota, se tomaba una fotografía de 

este y con ayuda de un programa computarizado se determinaba la tensión que presentaba la gota al 

momento de caer, la cual, dependiendo de la tensión superficial varía (Van der Vegt y col., 1991; 

Asahiro y Demarquette 1999). 
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Figura 7. (A) Representación esquemática del equipo utilizado para la medición de la tensión superficial a partir de la forma de 
la gota de una solución. (B) Evaluación del radio de curvatura del apéndice de la gota con la formula de Laplace y como se 
registran los cambios en la tensión superfial. Cuanto la tensión superficial disminuye, el radio R1 (en este caso a) disminuye en 
relación al radio R2 (en este caso R). Estos cambios afectan directamente los resultados en la ecuación Laplace y se registran como 
un descenso dentro de los valores iniciales de la tensión 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; (+) tensión superficial entre 51-70 mN/m; (++) tensión superficial entre 41-50 mN/m; 

(+++) tensi·n superficial Ò40 mN/m (Thavasi y col., 2011).  

4. Selección de cepas productoras de Biosurfactantes y Bioemulsificantes 

Se seleccionaron aquellas cepas que presentasen como mínimo una categoría de respuesta nivel 

2 en la mayoría de las pruebas y cuyo rango de respuesta en la medición de la tensión superficial 

estuviera entre (++) para los bioemulsificantes y (+++) para los biosurfactantes, al menos en dos de 

las fuentes de carbono utilizadas. 

5. Extracción del Biosufactante. 

Para la extracción del biosurfactante, se utilizó 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 reacción 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 tomó una alícuota 

de 10 ml de sobrenadante y se le agregó ácido sulfúrico (H2SO4) al 96% hasta ajustar el pH a 2. 

Seguidamente se agregó en igual volumen la mezcla cloroformo:metanol (2:1) y se agitó 

vigorosamente por unos minutos hasta lograr una mezcla total de los componentes. La aparición de 

un precipitado blanco será 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. Caracterización del biosurfactante 

6.1 Identificación de los géneros bacterianos 

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas a través del comportamiento microbiológico y  los 

resultados de pruebas bioquímicas, como lo son: Tinción Gram, Fermentación de Carbohidratos 

(Glucosa, Latosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, Manitol, Inositol y Xylosa), Producción de H2S, 

Prueba de Indol, Rojo Metilo, Uso de citrato, Prueba de Urea, Prueba de Catalasa, Prueba de Oxidasa, 
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Hidrólisis del Almidón, Licuefacción de Gelatina, Reducción de Nitratos, Hidrolisis de Esculina, 

Pruebas de descarboxilasa (Lisina, Arginina y Ornitina),  y/o el uso de medios específicos, como el 

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

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

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

6.2 Medición de la actividad antibacteriana 

Para la medición de la actividad antibacteriana se utilizará el método de difusión por discos, 

también conocido como método de Kirby-Bauer, en el cual, placas de Agar Mueller Hinton, se 

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

Las bacterias patógenas 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 Ecología Microbiana del Centro de Ecología Aplicada del IZET. 

Dichas bacterias fueron incubadas en 3 ml de caldo cerebro-corazón a 37 °C por 24h, para 

garantizar su rápido y optimo crecimiento. Posteriormente se sembraron en las placas de Agar 

Mueller-Hinton 0,2 ml de la cepa y se sembró por rastrilleo (Saimmai y col., 2012b). Una vez 

dispersado uniformemente el inóculo, se agregaron 50 µl 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 formación de un halo alrededor de los discos y que en este no se pueda observar crecimiento 

bacteriano será indicador de que el biosurfactante presenta características antibacterianas. Como 

control positivo, se utilizaron discos de antibióticos comerciales (Lotfabad y col, 2013). 
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6.3 Medición de la actividad antimicótica 

La determinación de la actividad antimicótica que pueden presentar los biosurfactantes, se realizó 

en base al método de la concentración mínima para la inhibición (MIC), la cual fue modificada para 

ajustarse a los objetivos del trabajo. 

Las cepas fúngicas 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 Ecología Microbiana del Centro de Ecología Aplicada del IZET. 

Este método consiste en la siembra de las cepas de distintas géneros fúngicos, en placas de Agar 

Papa Dextrosa (PDA), al mismo tiempo, en las mismas placas se colocó una gota de sobrenadante 

(10-15 µl)  directamente sobre el agar, a 2,5 cm del sitio de siembra de la cepa fúngica (Olteanu y 

col., 2011). Dichas placas se incubarán a 25°C (temperatura ambiente) durante 10 días, con revisión 

a los 3, 5, 7 y 10 días. La actividad antimicótica consiste en la disminución visual del crecimiento del 

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

6.4 Determinación de la carga iónica del Biosurfactante/Bioemulsificante 

La carga iónica fue determinada utilizando el método de la doble difusión 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 diámetro, se procedió a 

calentar la misma y a perforar el agar. Posteriormente se retiró la sección perforada con ayuda de unas 

pinzas estériles (Arashiro y Demarquette 1999).  

En uno de los pocillos se agregaron 100 µl del biosurfactante/bioemulsificante, mientras que en 

el otro se agregaron 100 µl de surfactantes de carga iónica conocida, los cuales fueron el SDS (0,5g/l) 

y el CTAB (0,5 g/l) (Saranya y col., 2015). La carga iónica se determinó 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 producción de biosurfactantes 

Para el estudio del efecto del tiempo sobre la producción 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 días (a los parámetros 

de producción de espuma; crecimiento y biopelícula). 

Transcurrido el tiempo de incubación se procedió a la extracción del biosurfactante siguiendo 

lametodología planteada en la sección (2.2). Conservando tanto el sobrenadante como el material 

biológico. Luego se procedió a realizar todas las pruebas: OSM; DC; BATH; E%, Parafilm y SFT.  

8. Análisis estadístico 

Mediante la aplicación de un ANOVA de una vìa se estudio el efecto de las fuentes de carbono 

sobre la producción de los biosurfactatnes, y un ANOVA factorial para el efecto del tiempo sobre la 

producción de biosurfactantes. Para estudiar la relación entre las pruebas utilizadas se realizará un 

análisis de correlación linear con un nivel de significancia (p<0,05), y el índice de Pearson y 

Spearman. Se utilizaron los paquetes estadísticos: STATISCAL 3.02, MVSP y Excel para el 

desarrollo y graficación de dichos análisis. 

 

 

 

 

 



 

54 
 

VI.  Resultados y Discusion 
 

A continuación se presentan los resultados de los ensayos realizados para la selección e 

identificación de las cepas productoras de biosurfactantes. 

1. Producción de Biosurfactante   
 

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

de incubación de siete días de las 23 cepas. 

 

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

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

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

presentaron formación de biopelícula en alguna de las cuatro fuentes de carbono. Se decidió estudiar 

la presencia de la biopelícula 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 y col., 2007) 

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

resultados más 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 

Tabla 6. Observaciones realizadas durante la incubación a lo largo de los 7 días 

Observaciones 

Fuente de Carbono 

Glucosa Acetato de Sodio Gasoil Aceite de Oliva 

Nivel de 
respuesta 

Número de 
cepas 

Nivel de 
respuesta 

Número de 
cepas 

Nivel de 
respuesta 

Número de 
cepas 

Nivel de 
respuesta 

Número 
de cepas 

Crecimiento 

+ 0 + 5 (22%) + 18 (78%) + 4 (17%) 

++ 16 (70%) ++ 13 (56%) ++ 5 (22%) ++ 8 (35%) 

+++ 7 (30%) +++ 5 (22%) +++ 0 (%) +++ 11 (48%) 

Espuma 

+ 0 + 0  + 13 (56%) + 0  

++ 1 (4%) ++ 0  ++ 0  ++ 1 (4%) 

+++ 0 +++ 0  +++ 0  +++ 1 (4%) 

Biopelicula 4 cepas (17%) 3 cepas (13%) 2 cepas (9%) 2 cepas (9%) 
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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 atención que de las 15 cepas, hubo 

13 que fueron capaces de producir emulsiones de nivel ñ+ò en presencia de gasoil, de las cuales 

¼nicamente 2 fueron capaces de producir emulsiones tambi®n en oliva, pero de nivel ñ++ò, y  en 

presencia de glucosa, solamente 1 cepa fue capaz de producir emulsiones de nivel ñ++ò. Finalmente, 

una sola cepa produjo un nivel de emulsi·n de nivel ñ+++ò, utilizando como fuente de carbono el 

aceite de oliva. Dicha cepa también fue la única en producir algún tipo de emulsión en glucosa.  

2. Determinación de las cepas productoras de biosurfactantes 
 

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

acuerdo al comportamiento específico para la selección de las cepas productoras de biosurfacantes 

Tabla 7. Métodos de detección por actividad específica 

Nivel de respuesta 
Actividad 

Hemolítica 

Agar Azul 
Producción de Lipasa 

CTAB SDS 

- 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 específica de biosurfactantes se 

muestran en la tabla 7: de las 23 cepas bacterianas, un 83% presentó al menos un nivel de respuesta 

positiva en actividad hemolítica, mientras que el 17%, mostró respuesta negativa, y  según estos 

resultados, podríamos suponer que este 83% de las cepas presenta el potencial de producción de 

biosurfactantes, ya que su presencia propicia la ruptura de la moléculas hemolíticas, dando como 

resultado la formación 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 diámetro 

del halo, mayor será la concentración del biosurfactante producido. Contrario a este planteamiento, 

Youssef y col. (2004), seguido de muchos otros investigadores, determinaron que el tamaño del halo 
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es irrelevante en la cantidad de biosurfactante producido, y no existe una correlación directa de esta 

prueba con la producción 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 selección preliminar de cepas con potencial de producción 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 hemolítica: de las 23 cepas ensayadas, un 78%, presentó 

respuesta negativa, mientras que de las 5 restantes, el 22% mostró 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 formó un halo uniforme con nivel de respuesta ó+++ô, mientras las otras 4 cepas 

mostraron un halo difuso en el medio, correspondiendo a una respuesta de nivel ó+ô. Sin embargo, 

utilizando el surfactante SDS, con carga opuesta al CTAB, las 4 cepas anteriores mostraron un nivel 

de respuesta ó+++ô, mientras que, la cepa con mayor nivel de respuesta en CTAB presentó el menor 

nivel de respuesta con SDS.  

Considerando que la prueba de agar azul tiene la función de detectar biosurfacntes según su 

naturaleza iónica (Saranya y col., 2015), si la cepa bacteriana tiene la capacidad de producir 

biosurfactantes con carga iónica, 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 

generarán un biosurfactante con un ion insoluble que precipitará y será catiónico en el medio con 

SDS, o aniónico en el medio con CTAB.  

Entonces, la respuesta positiva se visualizará alrededor del punto de siembra con formación 

de un halo azul, que será más definido y de mayor diámetro a una concentración mayor del 
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biosurfactante, (Pinzon y Ju, 2009). Algo que no se menciona en la bibliografía consultada, es la 

posible respuesta del biosurfactante en presencia de un surfactante con la misma carga iónica. 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 iónica, las condiciones del medio son las indicadas para que las 

bacterias puedan producir el biosurfactante en cuestión, y que como consecuencia de ello, se observe 

un halo difuso alrededor de la cepa, que se deberá considerar como una respuesta al menos de nivel 

ó+ô. Es importante destacar que esta prueba, a pesar de su potencial, est§ limitada solo a los 

biosurfactantes iónicos (Siegmund I y Wagner F, 1991; Satpute y col., 2010). 

Los resultados del estudio de producción de lipasa reportados en la tabla 7 muestran que el 

57% de las cepas seleccionadas presentaron una respuesta negativa, mientras que el 43% presentó 

algún 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 producción de lipasas, siendo este 

un potencial indicador de la producción de biosurfacantes. La síntesis de lipasa ocurre posiblemente 

debido a la necesidad de los microorganismos de metabolizar compuestos insolubles en agua, proceso 

que también ocurre en la producción de biosurfactantes (Colla y col., 2010). Además, sabemos que 

los biosurfactantes pueden ser producidos por síntesis orgánica mediante el uso de lipasas, haciendo 

a estas, potenciales indicadores de las cepas productoras de biosurfactantes. Sin embargo, debido a 

que no existe una clara correlación entre la producción de lipasas y la producción 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 selección de las cepas productoras de biosurfacantes. 
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Figura 8. Comportamiento de las cepas en las pruebas de detección utilizando como 

fuente de carbono Gasoil a los 7 días. 
Figura 9. Comportamiento de las cepas en las pruebas de detección utilizando como fuente 

de carbono Acetato de Sodio a los 7 días. 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

E% BATH Parafilm DC OSM SFT

P
o
rc

e
n

ta
je

 d
e

 r
e

su
lt
a
d

o
s 

(%
)

Pruebas de selección

Nivel de respuesta en Glucosa

-

+

++

+++

Figura 10. Comportamiento de las cepas en las pruebas de detección utilizando como 

fuente de carbono Glucosa a los 7 días. 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

E% BATH Parafilm DC OSM SFT

P
o
rc

e
n

ta
je

 d
e

 r
e

su
lt
a
d

o
s 

(%
)

Pruebas de selección

Resultados en Aceite de Oliva

-

+

++

+++

<++++

Figura 11. Comportamiento de las cepas en las pruebas de detección utilizando como fuente 

de carbono Aceite de Oliva a los 7 días. 
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En la figura 8 se detaca el hecho de que los métodos cualitativos (E%; BATH; Parafilm; DC 

y OSM), se encontró que el 90% de los ensayos realizados present· una respuesta negativa ó-ô en 

todas las pruebas, mientras que en el método cuantitativo, (SFT), no se encontraron cambios 

significativos en la tensión superficial, mostrando que bajo estas condiciones de producción el gasoil 

no parece ser una fuente eficiente en la producción de biosurfactantes o bioemulsificantes, pues no se 

observó un porcentaje de la población que presentase algún comportamiento similar al de agentes 

tensoactivos o emulsificantes. 

El acetato de sodio mostró resultados similares a los de gasoil (Figura 9), con la excepción 

de las pruebas: de E%, donde el 43% de las cepas tuvo respuesta negativa ó-ô y un 44% con el nivel 

de respuesta ó+++ô. La prueba OSM tuvo un 70% de respuesta negativa, el 30% restante presentó al 

menos un nivel de respuesta positivo. Por otro lado, los resultados de la tensión superficial indican 

que, m§s del 80% mostr· un nivel de respuesta ó+ô y 13% mostraron un nivel de respuesta ó++ô 

(Anexo IV). Estos resultados son indicadores de la presencia de moléculas surfactantes, que 

presentarón mejores facultades como agentes emulsificantes, que como agentes reductores de la 

tensión superficial  indicando que el acetato es idóneo para la producción de bioemulsificantes. 

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

En cuanto a la glucosa (Figura 10) como fuente de carbono, se observó 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 ó-ô, 

mientras que diecinueve arrojaron respuestas de nivel m§s alto ó+++ô, destacando lo id·neo de esta 

fuente de carbono para la producción 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 IV). Esto contradice lo reportado por Neu y 

Poralla, (1990) y Putri y Cameotra (1997), quienes en experimentos similares al de este trabajo, con 

la excepción del tiempo de incubación que fue mucho más 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 tensión superficial al estudiar la presencia de agentes 

dispersantes, mientras que las pruebas de Parafilm y DC estudian los cambios de la tensión interfacial 

mediante el comportamiento de una gota sobre una superficie hidrofófica. Los datos más similares 

los encontramos entre OSM y DC, casi el 50% de los ensayos realizados mostraron una respuesta 

negativa ó-ô, y cerca de un 45% mostró una respuestas entre los niveles ó+ô y ô++ô. Youssef y col., 

(2004) demostraron que existe una alta correlación entre estas dos pruebas, siendo la OSM la más 

sensible de las dos, e indica la presencia de cepas medianamente productoras de biosurfactante en 

presencia de glucosa. En Parafilm se encontró una tendencia similar a DC, con la  excepción se que 

existe un mayor porcentaje en los resultados de nivel ó+++ô (Anexo IV). Finalmente los resultados de 

la tensión superficial, indican que un 48% de las cepas estudiadas muestra la capacidad de reducir 

significativamente la tensión superficial con niveles de respuesta entre ó++ô y ó+++ô (Anexo IV). Por 

estos resultados se puede decir que la glucosa parece ser una fuente idónea para la producción 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 mostr· una respuesta negativa ó-ô, 

solo un 39% de respuesta positiva alta ó+++ô, 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 índice de emulsificación con respecto al aceite de oliva. 

Estos resultados pueden estar relacionados con el hecho que el aceite de oliva es una fuente 

hidrofófica, y para poder acceder a los nutrientes, las bacterias tienen que adherirse a las gotas de 

aceite que están en suspensión en el medio, y para ello requieren que el biosurfactante este aún unido 

a la membrana de la bacteria. Entonces es posible que la concentración del emulsificante sea 

relativamente baja en el medio de cultivo y por esta razón, la actividad emulsificante es menor que la 

registrada en glucosa. 

En la figura 11, vemos que las últimas tres pruebas cualitativas restantes presentaron un 

comportamiento similar al encontrado en glucosa. Sin embargo, a diferencia de glucosa, vemos que 

los valores más altos registrados en la prueba de OSM, están en las muestras con aceite de oliva, 

donde encontramos la ¼nica cepa de generar una respuesta positiva de nivel alto ó+++ô, e incluso con 

una cepa que fue capaz de generar un diámetro de halo por encima de los valores estandarizados 

ó>++++ô. Esto puede ser indicador de que en presencia de aceite de oliva hay una mayor producción 

de biosurfactante. Según Youssef y col., (2004) el diámetro del halo en la dipersion del aceite está 

directamente correlacionado con la concentración 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 producción 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 metabólica, y por ende, la 

cantidad de biosurfactante producido incrementa. Otra razón puede ser que en presencia de un aceite, 

la bacterias son inducidas a producir más biosurfactante, para así poder utilizar fuentes de carbono 

insolubles como sustratos (Makkar, Cameotra y Banat; 2011; Hajfarajollah y col., 2014).  
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En relación a las pruebas de Parafilm y DC, los resultados de la figura 10 y 11 son muy 

similares, diferenciándose en el hecho de que en Parafilm, la figura 10 muestra un porcentaje 

ligeramente mayor de cepas con resultado ó++ô al reportado en la figura 11, mientras que en la prueba 

de DC se observa un mayor porcentaje de cepas con respuesta de nivel ó+ y ó+++ô en presencia de 

aceite de oliva que en glucosa (Anexo IV). 

Finalmente, en relación a los valores de SFT en la figura 11, vemos que nuevamente tienen 

un comportamiento similar al observado en la figura 10 con la excepción de los valores registrados 

en los niveles altos de respuesta. Mientras que los porcentajes obtenidos en los niveles de respuesta 

ó++ô fueron iguales para ambas fuentes de carbono (26% c/u), observamos que el n¼mero de cepas 

que mostraron una respuesta de nivel ó+++ô 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 producción de biosurfactante, ¿porque tenemos un menor número de resultados con altos 

niveles de respuesta? Una posible explicación puede ser que estamos en presencia de una población 

bacteriana con la capacidad de producir tanto biosurfactantes como bioemulsificantes. Estó se puede  

corroborar con los resultados obtenidos en los índices de emulsificación en presencia de glucosa, y 

según la bibliografía, sabemos que la glucosa es una fuente idónea para la formación de agentes 

emulsificantes.  

Cooper y Goldenberg, (1987); Saptute y col., (2010); Bozo-Hurtado y col., (2012) y Sapt Al-

Bahry y col., (2013) reportan que se consideran cepas productoras de biosurfactantes aquellas capaces 

de disminuir los valores de tensi·n superficial a valores 40 mN/m Ó 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 medición indirecta de la tensión interfacial (DC y 

Parafilm) presentaron un mayor porcentaje de cepas con  niveles de respuestas entre ó++ô y ó+++ô en 

comparación a los resultados de OSM, indicando una mayor actividad a nivel interfacial, propiedad 

característica también de los bioemulsificantes, sobre todo de aquellos pertenecientes a la familia de 

fosfolípidos (Mnif y Ghribi, 2015b). 

El análisis de varianza (ANOVA de una vía, F=13,074 df=180; p<0,05, p= 9,183E-08), señala 

que utilizando distintas fuentes de carbono, al menos una de las medias de la tensión superficial es 

distintas de las otras tres fuentes de carbono. En la figura 12, se presentan los resultados del análisis 

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 disminución en la tensión superficial, independientemente de las cepas utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Comparación de las medias generadas de la tensión superficial por las distintas fuentes de carbono. Las 

letras indican el valor de significancia entre las fuentes de carbono. 

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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Cómo pudimos ver con con los del método cuantitativo confirmamos que en efecto distintas 

fuentes de carbono ejercen distintos efectos sobre la producción de biosurfactantes y 

bioemulsificiantes. Con el análisis de ANOVA, adicionalmenlte se encontró que  la glucosa y el aceite 

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

Sin embargo, en base a la información encontrada en los métodos cualitativos, es posible 

diferenciar ambas fuentes de carbono. En el caso de la glucosa, esta mostró importantes cambios en 

la tensión superficial,  mientras que el aceite de oliva fue más propenso a alargar el tiempo de 

producción de biosurfactantes/bioemulsificantes. Esto puede deberse a que el aceite de oliva está 

compuesto por fracciones carbono lipídicas constituidas por grasas saturadas e insaturadas con 

cadenas carbonatadas de 16-18 átomos de carbono, y tomando en cuenta que la concentración de 

nitrógeno y de lipidos quienes están entre los factores que afectan la producción y limitan la capacidad 

de producción de biosurfactante, hasta que la degradación total de lípidos y la fuente de nitrógeno 

dentro del aceite de oliva no se agote, el biosurfactante/bioemulsificante seguirá 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 hidrofóbico, estas  fuentes de carbono solubles pueden ser accedidas de forma instantánea, 

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 saturación y luego son  liberados al medio 

extracelular.  

Es por ello, que en presencia de fuentes de carbono solubles los biosurfactante tienen mejor 

condición tensoactiva. De hecho algunos investigadores plantean que de acuerdo al tiempo de 

producción, 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 orgánicos 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 más idóneos para la 

producción de biosurfactantes/bioemulsificantes, encontramos que el gasoil y el acetato de sodio no 

presentaron indicios de producción 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 

más idónea para estudios de producción de biosurfactantes. Por otro lado, los resultados con gasoil, 

a pesar de ser una de las fuentes reportadas como potencial sustituto de las fuentes más utilizadas, no 

mostró indicios de producción de biosurfactantes, o bien no fueron registrados en el tiempo de 

inoculación utilizado. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de la presencia de bioemulsificantes 

por el hecho que no es solo una fuente hidrofóbica sino también es un hidrocarburo. Posiblemente la 

baja producción registrada se deba a que como hidrocarburo de cadena corta, el biosurfactante 

producido fue consumido inmediatamente, debido a la baja energía 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. Selección y Extracción de cepas productoras de BS/BE 
 

Tras realizar las pruebas de selección se determinó que de las 23 cepas con potencial de 

producción 14 mostraron la capacidad de producir biosurfactante/bioemulsificantes. Con estos 

resultados, se decidió realizar el proceso de extracción. Para ello se tomaron las muestras 

correspondientes a glucosa, no solo por tener el mayor número de resultados positivos entre los 

niveles ó++ô y ó+++ô (Anexo IV), 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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De las 14 muestras seleccionadas para la extracción, solo 5 fueron capaces de formar el 

precipitado blanco esperado por este método de extracción (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 mayoría de las muestras contiene bioemulsificantes, y si bien este método de extracción ha 

sido ampliamente reportado para la extracción de biosurfactantes y bioemulsificantes, se sabe que 

está más orientado a la extracción de biosurfactantes, más específicamente de glucolípidos 

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

Posteriormente, luego de la formación 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 análisis de identificación química (Figura 13B). Eso puede deberse a que al no haber una alta 

concentración de biosurfactante/bioemulsificantes no se pudo extraer suficiente material para poder 

realizar la caracterización química. La baja concentración del compuesto puede confirmarse por los 

resultados de la prueba de OSM (Anexo I), la cual esta esta intrínsecamente relacionada con la 

concentración del biosurfactante en medio acuoso (Morikawa y col., 2000). El requerir de altas 

concentraciones de biosurfactante para poder obtener el material necesario para una caracterización 

A. B. 

Figura 13. (A) Observaciones de la extracción del biosurfactantes, tras agregar los solventes. Cepa MN3-1 a la izquierda 

y cepa MN3-4 a la derecha. (B) Observaciones de la extracción del biosurfactantes, tras el tiempo de incubación, una 

vez evaporados los solventes. Cepa MN3-1 a la izquierda y cepa MN3-4 a la derecha 
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química es otra de las desventajas que presentan los métodos de extracción por solventes, 

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

4. Medición de actividad antimicrobiana 
 

Se realizó la medición 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 más alta ó+++ô en los resultados de tensión superficial (Anexo III). Los biosurfactantes 

muestran actividad antimicrobiana contra bacterias, virus, levaduras y hongos, la cual se determina 

por la zona de inhibición de crecimiento, o por la concentración minima de inhibición. 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 medición de la actividad 

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 inhibó el crecimiento de S. 

epidermis; Klebsiella sp y S. enteridis, mientras que la muestra de MN3-4, fue capaz de inhibir a 

Figura 14. Capacidad de inhibicón de las dos muestras con respuesta antibacteriana 
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todas las cepas seleccionadas, excepto E. coliLas cepas bacterianas que MN3-5 pudo inhibir presentan 

las siguientes características: 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 

presentó el halo de inhibición más grande.  

Llama la atención 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 inhibición fue relativamente baja, de igual manera son los casos de las cepas 

Klebsiella sp y S. enteridis cuando otros reportes indican que estos patógenos también son altamente 

sensibles a estos compuestos (Pradhan y col., 2013; Ramachandran y col., 2014; Madhu y Prapulla 

2013). Una posible explicación 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 patógenos, (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 inhibición 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 patógenos, se requirió del doble e incluso del triple de 

concentración para alcanzar el mismo rango de inhibición. Esto es importante porque la sensibilidad 

de la cepas gram negativas depende en gran medida de la concentración del biosurfactante, ya que 

por las propiedades constituyentes de la membrana de este grupo bacteriano, su inhibición requiere 

de una mayor concentración de agentes antibacterianos, así como del tipo de estructura de los mismos 

(Bharali y Konwar, 2011).  

https://es.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcaceae
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Con base en lo anterior y, sabiendo que la concentración de los biosurfactantes producidos en 

este trabajo fue insuficiente o deficiente, es posible que este biosurfacante en particular está en 

concentraciones por debajo de 3,2 mg/ml, y podemos suponer entonces que estamos en presencia de 

un lipopéptido el cual presenta características similares a los producidos por bacterias protebioticas, 

como por ejemplo Lactobacillus lactis. 

En el caso de MN3-4, todas las cepas bacterianas probadas, con excepción de E. coli, mostraron 

una respuesta inhibitoria. Al comparar el diámetro de inhibición  entre las cepas, vemos que los 

registros más altos los encontramos en 3 cepas gram positiva (S. epidermis; S. aureus; Enterococcus 

sp), mientras que la última gram positiva  (B. subtilis) mostró un pequeño halo de inhibición. En 

relación 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 inhibición bajos (P. 

vulgaris y Enterobacter sp.). Esto, adicional a la falta de inhibición 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 ramnolípidos. Sin embargo al comparar el reporte de estos investigadores con los resultados de los 

niveles de inhibión sobre las cepas Klebsiella sp; S. enteridis y P. aeruginosa, así como el bajo nivel 

de inhibición encontrado en B. subtilis los valores no concuerdan, Esto se debe a que, según Ballot 

(2009), la capacidad de inhibición de los ramnolípidos varía por la composición de la mezcla de los 

mismos, y también se sabe que el tipo de ramnolípidos producido está fuertemente influenciado por 

la cepa bacteriana productora, la fuente de carbono utilizada y el mecanismo de producción del mismo 

(Lotfabad y col, 2013). Con base a lo anterior, podemos suponer que estamos ante un ramnolípido 

cuya composición genera un comportamiento que no necesariamente concuerda con otros reportes. 
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4.2. Actividad Antimicótica  

 

En la figura 15, se observa la gráfica con los niveles de inhibición de las cepas fúngicas 

utilizadas en este experimento.  

De las 14 muestras estudiadas en esta prueba, solamente seis fueron capaces de presentar la 

capacidad de inhibir el crecimiento de algunas cepas fúngicas seleccionadas. Nuevamente vemos que 

la muestr MN3-4 muestra cierta actividad en la mayoría de los patógenos seleccionados para este 

estudio, con la excepción de Fusarium sp., y un bajo nivel de inhibición (0,10±0,03 cm2) en la cepa 

A. niger. En el caso de las levaduras, Criptococcus sp., y Geotricum sp., presentan niveles de 

inhibición muy similares (0,50±0,26 cm2 y 0,53±0,21 cm2, respectivamente) mientras que Candida 

sp., muestra un nivel de inhibición medianamente mayor (0,77±0,23 cm2). Finalmente tenemos que  

la cepa con el mayor nivel de inhibición fue Penicillium sp, donde más que un halo de inhibición, lo 

reportado es la distancia desde el punto de siembra del biosurfactante y la cepa fúngica, ya que fuera 

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

Los resultados encontrados por MN3-4, si bien no hay registros en relación a Geotricum sp., 

y Criptococcus sp., la respuesta positiva en Candida sp., A. niger y Penicillium sp., son características 

de ramnolípidos, como indica Lotfabad y col, (2013). Los niveles de inhibición dependerán de la 
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susceptibilidad de la cepa al biosurfactante, y del tipo de estructura que presente el ramnolípidos, ya 

que algunos presentan mejores propiedades antibacterianas que antifungicas (Lotfabad y col, 2013). 

Esta información, unida a la actividad antibacteriana de esta muestra, nos permite llegar a la 

conclusión que este biosurfactante es un ramnolípido.  

En relación a las levaduras, solamente 3 biosurfactantes mostraron capacidad de inhibición 

pero solo en la levadura, Criptococcus sp. Algo similar ocurre con las cepas de hongos, donde solo 

se encontró inhibición en Fusarium sp. También observamos que solo  la cepa MN3-20, fue capaz de 

presentar inhibición tanto en Criptococcus sp., como en Fusarium sp., con resultados similares en 

ambas cepas fúngicas. 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 más cómo agente bioemulsificante por sus propiedades tensoactivas en aceite de oliva. 

Sin embargo, este bioemulsificante no presentó ningún tipo de actividad antibacteriana, situación que 

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

Finalmente tenemos las cepas MR3-26 y MR1-25 muestran solo capacidad inhibitoria sobre 

Criptococcus sp., mientras que las cepas BN1-1 y MR2-18, presentan solo inhibición 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 información con los resultados obtenidos de la 

tensión superficial (Anexo III), 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 fúngicos es una señal 

que estamos ante compuestos diferentes. Sin embargo, ya que ninguno presentó actividad 

antibacteriana, la cual está ampliamente reportada que actúa de forma simultánea a la antifúngica, 

esto no nos permitió llegar a una identificación más concisa, además 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 fosfolípidos, los cuales son los 

agentes dentro de los lipopéptidos y bioemulsificantes con mayor actividad tanto antibacteriana como 

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

5. Identificación del género bacteriano y carga iónica del BS/BE 
 

En la Tabla 8 que se presenta a continuación tenemos los posibles géneros bacterianos 

identificados a partir de las pruebas bioquímicas realizadas en este trabajo, junto con el posible 

biosurfactante que produce dicho género  de acuerdo a la bibliografía consultada, y la carga iónica 

que presenta cada uno de estos, así como el biosurfactante determinado o identificado. 

 Por los resultados de las propiedades tensoactivas de estos compúestos, sabemos que de los 

14 biosurfactantes encontrados, 10 son bioemulsificantes y 4 son biosurfactantes. Al juntar esta 

información con la identificación 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 producción, la medición de la carga iónica de los biosurfactantes 

producidos por las mismas y la identificación del mismo 

Aislados bacterianos Genero seleccionado Cargar iónica (ADD) Biosurfactante identificado 

ER3-11 Pimelobacter No iónico Bioemulsificante 

BR2-26 Neisseria Anionico Sin identificar 

MN3-5 Enterobacter No iónico Exopolisacárido 

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 iónico Polihidroxialcanoatos 

MN2-16 Alcaligenes No íonico Emulsan 

MN3-4 Pseudomona aeruginosa Anionico Ramnolipidos 

MN3-1 Serratia No iónico Bioemulsificante 

MR2-18; MR3-27; BR2-14 No se pudo identificar 
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Para llegar hasta una identificación del tipo de biosurfactante y bioemulsificante producido, 

se comparó la bibliografía de los géneros bacterianos identificados, junto con la carga iónica del 

compuesto producido y y la actividad antimicrobiana. Con esta información, pudimos llegar hasta la 

identificación 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 más 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 

composición final, no se descarta la posibilidad de que esta información 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 ramnolípidos, y que se pudo 

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

 Uno de los problemas que se encontró a medida que se avanzó en la identificacion mediante 

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

ajustan a la descripción encontrada en las bacterias aisladas.  

*Género selección para la identificación 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 

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

Aislado Bacteriano Potenciales Géneros bacterianos Posibles Biosurfactantes Referencia 

ER3-11 

Arthrobacter Lipopeptido Mnif y Ghribi, 2015b 

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 

MN2-16 

Ewingella - - 

Pantoea Glucolípido 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 
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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 presentó tres posibles géneros debido a su comportamiento en las pruebas 

bioquímicas. Por los resultados obtenidos en los valores de la tensión superficial y en la carga iónica, 

sabemos que el posible género es Pimelobacter, el cual produce un bioemulsificante. Lo mismo 

aplicaría para las cepas BR2-26 y  MN3-5. En el caso de la ausencia de la actividad antimicrobiana se 

tuvo dependió exclusivamente de los resultados de las propiedades tensoactivas para su 

identificación, 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 producían, no se pudieron identificar, debido a que tanto los 

resultados no coincidían con los biosurfactantes producidos por los potenciales géneros bacterianos, 

lo que sugiere que podría haber un error en la identificación del género bacteriano.  

Si bien no se logró una identificación completa de los 14 potenciales biosurfactantes, se logró 

llegar a la identificación 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 bioquímicas, como  Uno 

en ocasiones no todos los laboratorios cuentan con todos los elementos necesarios para poder llevar 

a cabo el número 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 más de un 

género bacteriano. Adicionalmente, se corre el riesgo que, algunas cepas bacterianas cambian su 

comportamiento ante las pruebas bioquímicas de acuerdo al tiempo de incubación y/o la edad del 

aislado bacteriano. 

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

 
Para este ensayo se seleccionaron cutro cepas que, por su comportamiento en las pruebas de 

selección 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 inoculación se procedió a realizar las pruebas 

cualitativas y cuantitativas, para determinar la influencia del tiempo de incubación sobre la 

producción de estos compuestos al comprar los resultados de los tres días con los de siete días.  

En las figuras 16 y 17, se muestran los índices de emulsificación, las cuales representan las 

cepas productoras de biosurfactantes, mientras que en las figuras 18 y 19, representan los índices de 

emulsificación encontrados en las cepas productoras de bioemulsificantes. 

En los resultados de las figuras 16 y 17, observamos que a los tres días los índices de 

emulsificación de ambas cepas en presencia de glucosa son más estables por períodos de tiempo más 

largos que a los siete días, mientras que en presencia de aceite de oliva, la estabilidad de la espuma 

se mantuvo a lo largo del experimento, para ambos períodos de incubación. Esto parece indicar que 

en presencia de aceite de oliva para períodos de tiempo cortos, la producción de agentes 

emulsificantes será 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 emulsificación a los siete días, indicando tal vez que se 

requiere de períodos de tiempo más largos con fuentes de carbono pobres para la producción de 

biosurfactantes.  

La principal diferencia entre ambos biosurfactantes es que mientras que en la cepa MR1-15 

los valores de los índices de emulsificación  más altos se registraron en las muestras de los siete días 

de glucosa y aceite de oliva, mientras que la cepa MN3-4 presentó los valores más altos bajo las 

mismas fuentes de carbono a los tres días. Esto es solo un indicador que estamos ante dos 

biosurfactantes distintos, por lo que sus requerimientos de producción son diferentes, y por ende, no 

presentarán el mismo comportamiento aun en condiciones de producción similares.  
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Figura 16. Actividad emulsificante de la cepa MR1-5 bajo las cuatro fuentes de 

carbono a los 3 y 7 días de inoculación. 

Figura 17. Actividad emulsificante de la cepa MN3-4 bajo las cuatro fuentes de 

carbono a los 3 y 7 días de inoculación. 

 

 

Figura 18. Actividad emulsificante de la cepa BR2-26 bajo las cuatro fuentes de 

carbono a los 3 y 7 días de inoculación. 

 

Figura 19. Actividad emulsificante de la cepa MN3-1 bajo las cuatro fuentes de 

carbono a los 3 y 7 días de inoculación. 
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Los resultados de la cepa MR1-25 en glucosa, presentan un comportamiento similar al 

reportado por indica Bonilla y col., (2004), ya que en el tiempo de incubación a los tres días, las cepas 

aún se encuentran entre la fase exponencial y la fase estacionaria, las cepas aún están 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 hidrofóbico, las cepas buscaran producir más agentes 

emulsificantes que ayuden en la solubilización de esta fuente de carbono (Ron y Rosenberg, 1985), 

además existen trabajos donde la presencia de compuestos hidrofóbico, mejoran las condiciones de 

producción 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 ramnolípidos, se espera que en presencia de aceite oliva, presente una alta capacidad 

de produccir agentes emulsificantes en compración con la glucosa, como ya se ha confirmado en otros 

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

En las figuras 18 y 19, tenemos los resultados de los índices de emulsificación encontrados 

en las cepas productoras de bioemulsificantes. Una característica que presentan ambas cepas es que 

a diferencia de las cepas productoras de biosurfactantes, los valores de los índices de emulsificación 

en las muestras del aceite de oliva a los tres días están por debajo de los valores encontrados a los 

siete días. Esto parece indicar que para generar agentes emulsificantes eficientes ante fuentes de 

carbono insolubles, se requieren períodos de tiempo más largos. 

Una posible explicación a este comportamiento es que cuando las bacterias producen 

bioemulsificantes en presencia de compuestos hidrofóbicos, no los liberan directamente al medio 

extracelular, sino que están unidos a la membrana de la bacteria, aumentando la hidrofobicidad y 

permitiéndole así poder unirse a las gotas del sustrato hidrofóbico, mejorando de esta forma  su 

acceso. Cuando se agotan los elementos nutricionales de la gota, la bacteria se separa de la misma 

mediante la liberación del bioemulsificante de la membrana y de esta manera queda libre en el medio 

de cultivo y aumenta su concentración en el tiempo. 
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Es muy posible que a los tres días de incubación, la concentración del bioemulsificante sea 

menor, puesto que aún queda fuente de carbono diponible y los bioemulsificantes no se han separado 

de la  membrana bacteriana y por ello la concentración a nivel extracelular es menor. Este proceso 

también ocurre con los biosurfactantes, aunque es más característico 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 días son mucho más altos que a los tres días, 

los valores registrados en la cepa MN3-1 en esta fuente de carbono son muy similares en ambos 

períodos de incubación, lo que hace suponer que este agente emulsificante trabaja muy bien con esta 

fuente de carbono, independientemente del tiempo de incubación (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 períodos de incubación, mientras que MN3-1 solo la presenta a los tres días. 

Esto señala la importancia de como la producción del compuesto de interes es altamente dependiente 

de los requerimientos necesarios de las cepas productoras, ya que la producción 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 idónea para este experimento con las cepas seleccionadas. 

La figura 20, se muestra la gráfica 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 incubación  de tres días, mientras que en las muestras de siete días, solo se 

observaron en dos cepas y sus valores están por debajo de los registrados en las muestras de tres días 

de incubación. 
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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 distinción entre biosurfactantes y bioemulsificantes, debido a  que las respuestas 

más altas se encuentraron en una cepa de cada tipo de agente tensoactivo. No obstante, se observó 

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 relación entre estos resultados. Los niveles del índice de emulsificación 

son altos en aceite de oliva, mientras que el índice de hidrofobicidad es bajo. Esto queda explicado 

por lo mencionado respecto a la liberación de los bioemulsificantes. Por otro lado, los registros más 

altos de esta cepa en el porcentaje de adherencia en glucosa, mientras que los niveles del índice de 

emulsificación son menores en esta fuente de carbono. Esto puede deberse a que la glucosa, al ser 

Figura 20. Grado de adherencia de las cepas en la prueba de BATH bajo las cuatro fuentes de carbono a los 3 y 7 días 

de inoculación. 
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una fuente soluble y de fácil acceso a los microorganismos, estos no liberan inmediatamente los 

biosurfactantes al medio extracelular, sino hasta que la bacteria alcanza cierto grado de saturación 

sobre su propia membrana (Rosenberg y Rosenberg 1985).  

Para la cepa MR1-25, al encontrarse aún en la fase estacionaria del crecimiento bacteriano, 

en presencia de fuentes de carbono solubles, aún 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 índices 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 gráficas con los resultados de las pruebas de Parafil y 

DC a los tres y siete días. Se comparan los resutlados de ambas graficasya que ambas detectan la 

presencia de biosurfactantes de acuerdo a su alta ñmojabilidadò 
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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 3 y 7 días 

de inoculación. 
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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 días 

que a los siete días, con excepción de aceite de oliva en DC donde el comportamiento se invirtió. Por 

otra parte la cepa MN3-4 mostro respuestas de niveles altos para ambas fuentes de carbono en ambos 

periodos de incubación, 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, más que 

períodos largos de tiempo, se pueden trabajar con períodos de tiempos de inoculación más cortos y 

en estos se puede llegar a ver mejores resultados, ya que la producción del biosurfactante se inicia en 

la fase estacionaria. En presencia de fuentes de carbono insolubles esta fase estacionaria es más larga, 

pues no se puede acceder a esta fuente de carbono directamente, por lo que la producción de 

biosurfactante puede llegar a ser mucho más temprana y de alta concentración, 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 días de incubación para ambas pruebas, mientras que en presencia de aceite de 

oliva los niveles de respuesta más altos fueron encontrados en el periodo de incubación de siete días. 

Esto puede indicar que en fuentes de carbono solubles las cepas productoras de bioemulsificantes 

requieren un período de incubación mucho mayor para tener una mayor concentración 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 

producción, y en largos periodos de tiempo solo aumentan la concentración del compuesto. 

Algo que llama la atención 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 

que ambas pruebas son capaces de detectar los agentes tensoactivos generados por los cambios en la 

tensión interfacial, de ser así ¿Por qué no presentan el mismo comportamiento? Esto puede deberse a 

que mientras una prueba presenta una menor concentración de biosurfactante para su detección, 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 

concentración para generar resultados positivos, pero no se ha encontrado información 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 situación mostrada en la figura 23 para las cepas MN3-1 y 

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 composición química el 
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biosurfactante varía con la fuente de carbono utilizada. Con esta información se puede sugerir 

entonces que, si bien la detección de biosurfactantes es más dependiente de la concentración del 

mismo, la prueba de DC es más sensible a las distintas composiciones químicas que presente el 

biosurfactante con respecto a  la prueba de Parafilm. 

En  la figura 23, están 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.  

 

Las cepas productoras de biosurfactantes presentaron un halo de dispersión más grande en 

las muestras de glucosa a los tres días, que a los siete días. Para el acetato de sodio, en ambas cepas 

se logró ver un halo de dispersión, con la diferencia que a los tres días la cepa MN3-4 mostró una 

respuesta mayor, mientras que la cepa MR1-25 mostró una mayor  capacidad de dispersión, pero esta 

fue menor que la registrada a los siete días. El resultado más importante es el encontrado en las 

muestras de aceite de oliva, en donde la cepa MR1-25 mostró una capacidad de dispersión de 2,2 ± 

0,3 cm2, entrando a un nivel de respuesta muy alto (++++), mientras que a los siete días, se observó 

muy poca dispersión de aceite (0,3 cm2, Anexo I), resultados que concuerdan con lo reportado por 
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Velioglu y Urek, (2014).  La cepa MN3-4, si bien presenta una dispersión de repuesta de nivel muy 

alto  (++++) (Anexo IV) con un halo de diámetro también de 2,2 ± 0,1 cm2 y su mejor respuesta fue 

a los siete días, con un halo cuyo diámetro fue de 5,7 ± 0,45 cm2, superando así los niveles 

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

Este descenso en los resultados de OSM a los siete días en presencia de glucosa y en el caso 

de la cepa MR1-25, en aceite de oliva se debe a la degradación del biosurfactante en el medio. 

Recordemos que la prueba de OSM esta correlacionada con la concentración del biosurfactnte 

(Morikawa y col., 2000; Youssef y col., 2004; Madhu y Prapulla 2013), por lo que podemos suponer 

que la concentración del biosurfactante es menor a los siete días que a los tres días. 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 biológico de suministrar energía en condiciones estresantes. Adicionalmente tenemos la 

información de los otros métodos utilizados. La cepa MR1-25 mostró un descenso significativo en el 

índice de emulsificación, en la prueba de Parafilm y en DC en los resultados de siete días respecto a 

los de tres días. Por otro lado, si bien la cepa MN3-4 mostró un descenso en la concentración de 

biosurfactante en glucosa, presencia de aceite de oliva aumentó la concentración. Esto nuevamente 

puede atribuirse a los tipos de biosurfactantes que se están 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 períodos 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 dispersión 

mayor en los ensayos de siete días que en los de tres días de incubación, en presencia de ambas fuentes 
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de carbono solubles. Sin embargo, en presencia de aceite de oliva, la cepa BR2-26 mostró un diámetro 

de dispersión menor a los siete días (0,23±0,14) que a los tres días (0,70±0,17), mientras que la cepa 

MN3-1 presentó comportamiento muy similar en ambos periodos de incubación, 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 tensión superficial es baja. En estos resultados vemos que la 

concentración de los bioemulsificantes en presencia de fuentes de carbono solubles a los tres días, no 

es lo suficientemente alta como para generar cambios significativos en los valores de tensión 

superficial y este fenómeno se aprecia más 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 producción 

temprana de agentes emulsificantes en fases tempranas de crecimiento bacteriano, y por ello se 

registran valores altos a los tres días. La diferencia en los resultados según 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 concentración 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 medición de la tensión superficial 

respecto de los tres días a los siete días que se observan en la gráfica de la figura 24. 

Lo primero que podemos observar es que como lo discutido en las figuras 21, 22 y 23 en 

relación a las cepas BR2-26 y MN3-1 productoras de bioemulsificantes es confirmado por la medición 

de la tensión superficial. A los tres días las cepas no fueron capaces de producir suficiente compuesto 

como para generar variaciones en la tensión 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 períodos cortos 

de tiempo en presencia de aceite de oliva.  

 

En cambio, en relación a las cepas MR1-25 y MN3-4 productoras de biosurfactante, estas 

requieren de períodos cortos de tiempo en presencia de fuentes de carbono solubles, mientras que el 

incremento en la tensión superficial a los siete días puede deberse a la degradación de las moléculas 

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

La principal diferencia de esta gráfica 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 más 

bien como agente bioemulsificante, que solo fue capaz de generar una ligera disminución de la tensión 

superficial en períodos largos de tiempo. Situación 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 hidrofóbicas. Ademas, por las propiedades de los 

ramnolípidos 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 períodos cortos de 

tiempo. 

Para comprobar que efectivamente el tiempo ejerce un efecto sobre la producción de 

biosurfactantes, se realizó un análisis de ANOVA factorial utilizando los valores de la tensión 

superficial a los tres y siete días. Debido a que el número de replicas fue muy bajo en comparación al 

utilizado en el ANOVA de una vía, se decidió 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.  

Según los resultados del análisis 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), indicó que las diferencias obtenidas entre las medias de la 

tensión superficial no son significativas. En las pruebas a posteriori (figura 25 y 26) comprobamos 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Comparación  de las medias de la tensión superficial en los dos periodos de tiempo bajo las distintas fuentes 

de  carbono. 

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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Sin embargo al estudiar del efecto del tiempo bajo el supuesto de la relación entre la fuente de 

carbono y las cepas seleccionadas, el análisis de varianza (ANOVA factorial; F=3,083, df=16; p<0,0, 

p=0,023906). 

En el análisis 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-

25 y MN3-4). Adicionalmente vemos que el comportamiento de las cepas varía 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; c>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 tensión superficial para glucosa en tres días, pero sí en siete días. Finalmente solo 

la cepa MN3-1 fue capaz de mostrar un comportamiento reductor de la tensión superficial en aceite 

de oliva, que la diferencia de la cepa BR2-26. Esta particularidad de ser malos o poco reductores de 

Figura 26. Comparación de las medias de las medias de la tensión superficial en los dos periodos de tiempo de 

las cepas seleccionadas. 

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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la tensión superficial es característica 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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. Así 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 únicos que fueron capaces de disminuir la tensión 

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

indican que estamos ante dos compuestos tensoactivos distintos.  

Cepas*Fuentes 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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Adicionalmente, se destaca que las fuentes de carbono acetato de sodio y gasoil no son idóneas 

para la producción de estos compuestos, por eso, independientemente del tiempo de inoculación 

seleccionado, el resultado siempre será el mismo y las medias para las cuatro cepas presentan una alta 

similitud.  

En resumen, con este análisis de varianza se explica lo observado en los métodos cualitativos, los 

biosurfactantes prefieren las fuentes de carbono solubles para períodos de tiempo cortos (1-4 días), 

mientras que el uso de fuentes insolubles es preferida para periodos de tiempo más largos (5-7 días) 

que equivalen a un aumento en la concentración 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 más largos, mientras que en presencia de fuentes de carbono 

hidrofóbicas no dichos tiempos de incubación pueden ser más cortos. Por supuesto todos estos 

parámetros están sujetos a las cepas seleccionadas para el estudio de la producción de los compuestos 

tensoactivos. 

Ahora, si comparamos los resultados obtenidos de los métodos cualitativos con los resultados 

estadísticos, surge la pregunta ¿por qué a pesar de encontrar tanta diferencia en los experimentos de 

detección cualitativa, no se encontró un efecto del tiempo sobre la producción de 

biosurfactantes/bioemulsificantes en los resultados estadísticos, y más aún cuando existen varios 

reportes que señalan los efectos del tiempo sobre la producción? La respuesta la podríanmos 

encontrarla al considerar la concentración micelar crítica (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 tensión superficial y alcanzar la 

CMC a concentraciones más bajas que las requeridas por los surfactantes. Ahora, si recordamos la 

figura 2 del marco teórico vemos que una vez que las moléculas surfactantes alcanzan la 

concentración mínima necesaria para la formación de las micelas, se obtiene el máximo valor en la 

disminución de la tensión superficial y este se mantiene constante a lo largo del tiempo. Por lo tanto, 
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podemos decir en base a esta información que, utilizando solo los datos de la medición de la tensión 

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 

producción de biosurfactantes. 

Reportes similares podemos verlos en los trabajos de Pathak y Keharia (2014), quienes utilizando 

un medio mínimo suplementado con glucosa, en un periodo de incubación de veinticuatro horas 

registraron los valores más bajos de la tensión superficial, y estos se mantuvieron constantes por un 

periodo de incubación de ciento veinte horas, que equivalen a cinco días. Solo pudieron hacer 

seguimiento al realizar diluciones durante la inoculación y luego la medición de la tensión superficial. 

Destacando que tras haber cumplido las cuarenta y ocho horas de inoculación se detectó una 

disminución en la concentración del biosurfactante, pero los registros de la tensión superficial se 

mantuvieron constantes. Lo cual corrobora que efectivamente no se requieren de altas 

concentraciones de biosurfactante para alcanzar la CMC. También se apreció un comportamiento 

similar en la actividad emulsificante, es decir, hasta las cuarenta y ocho horas fue incrementando 

junto con la concentración de biosurfactante y posteriormente comenzó a descender. Otros trabajos 

presentan resultados similares reportan bajos registros de la tensión superficial poco tiempo de 

iniciada la inoculación 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 producción de biosurfactantes, el uso de tiempos de producción prolongados es 

altamente dependiente de la fuente de carbono escogida, ya que de exceder el tiempo requerido para 

alcanzar una producción óptima de este compuesto, se corre el riesgo de que se agote tanto la fuente 

de carbono, como el nitrógeno y los lípidos, y esto a su vez puede llevar a que el biosurfactante 

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

ocurrido en este trabajo, en presencia de glucosa.  

Sin embargo, no se puede decir lo mismo de los bioemulsificantes, ya que según los 

resultados en presencia de fuentes de carbono solubles estos requieren de un mayor tiempo de 

incubación para que su producción alcance una concentración suficientmente alta que permita 

observar cambios en la tensión superficial/interfacial. Si bien los bioemulsificantes no son conocidos 

por sus propiedades tensoactivas, podemos esperar ver cambios importantes en los valores de la 

tensión superficial/interfacial, ya que al igual que los biosurfactantes, estos bajo ciertas 

concentraciones son capaces de la formación de micelas, principales agentes responsables de estos 

cambios (All -Mulla, 2010; Liu y col., 2010). Además, sabemos que largos periodos de tiempo de 

incubación no afectaran la concentración de bioemulsificantes como ocurre en el caso de los 

biosurfactantes, ya que no se encontraron reportes de que los bioemulsificantes actúen como 

sustitutos energéticos, asi que su concentración se mantendrá mas prolongada que la de los 

biosurfactantes.  

7. Relación entre las pruebas 

 
Para estudiar la posible relación que presentan las pruebas entre sí, de manera tal que se pueda 

armar un procedimineto eficiente en la detección de biosurfactatnes/bioemulsificantes, se utilizaron 

dos índices de correlación: Índice de Pearson e Índice de Spearman. El índice de Pearson se modificó 

según Youssef y col., (2004), trabajando con los niveles de respuesta obtenidos de las pruebas, 

mientras que con el indice de Spearman se trabajó con la data cruda, como lo indica este tipo de 

análisis. Los resultados se presentan en forma de dendogramas en las figuras 27 y 28 respectivamente 

(Silva y col., 2015).  

 

 




























































