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Resumen

La contaminacién con hidrocarbun@presenta un serio riesgo para el medioambiente y una
amenaza a la salud publica. Ante este problema la biorremediacion surge como una tecnologia que
brinda una solucién alternativa. Dicha tecnologia se fundamenta en la degradacion bioldgica de estos
contaminantes, sin embargesta es mas que los tratamientos quimicos y fisicos. Una forma de
acelerar este proceso es mediante el uso de biosurfactantes, los cuales intensificaifitzaeidnl
de hidrocarburos e incrementan su biodisponibilidad para laadBegon microbiana Los
biosurfactantes son compuestos constituidos por un grupo de moléculas bioquimicas estructuralmente
diversas, con propiedades tensoactivas, producidos por microorganismos. La principal dificultad que
se tiene al trabajar con estosmpuestos es poder detectar a través de métodos rapidos, sencillos
efectivos y econdmicos, microorganismos con potencial para producirlos. En este trabajo, enmarcado
dentro del proyecto Misi-n Ciencia fnDesarrol
saneamiento ambient al de pasivos generados por
produccion de biosurfactante de 23 cepas bacterianas aisladas del pozo petrd@FlGdel
blogue Junin de la Faja Petrolifera del Orinoco (FPO). Dichpas fueron seleccionadas bajo un
criterio fenotipico, que incluyé caracterizacion de respuesta positiva frente a los sustratos Lignina,
Celulosa y Crudo. Luego se procedié a la produccion del biosurfactante, comparando dos factores
relevantes: el tipoalfuente de carbono utilizada, (glucosa, acetato de sodio, gasoil y aceite de oliva),

y el tiempo de incubacion, (3 dias y 7 dias). Se determind la presencia del biosurfactante a nivel
extracelular liberado por las cepas bacterianas durante el tiempoutb@dion, al recuperar el
sobrenadante y el pellet. Para la deteccidn de biosurfactante se utilizaron y compararon las pruebas:
Actividad Hemolitica, Agar Azul y Produccion de Lipasa, medicion de actividad emulsificaijte (E
dispersion de aceite (OSM)ugba de la adhesién bacteriana a un hidrocarburo (BATH), método de

la gota colapsada (DC), método del Parafilm y medicién de la tension superficial (SFT). Finalmente
se caracteriz6 el biosurfactante producido al estudiar su capacidad antimicrobiangatanto
bacterias como para hongos, la taxonomia de las bacterias que lo producen y la carga idnica del
compuesto tensoactivo. Los resultados obtenidos indican la presencia de 14 aislados bacterianos con
potencial de produccion de biosurfactantes, los cuiaeda identificacion del género bacteriano, la
caracterizaciéon de la actividad antimicrobiana y el tipo de carga idnica del compuesto tensoactivo,
llevé a la identificacion de 4 cepas productoras de biosurfactantes y 10 cepas productoras de
bioemulsifcacntes, asi como la verificacion del uso de distintas fuentes de carbono afecta la
produccion de biosurfactantes, indicando que los mejores resultados en actividad tensoactiva se

observan en glucosa, mientras que mejores niveles de produccion se enmcaitrpresencia de
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aceite de oliva. En cuanto al efecto del tiempo de incubacién, solo se pudo observar un efecto sobre

la produccion de biosurfactantes, al estudiar su relacién con la fuente de carbono y las cepas de
produccién, indicando que la presende cepas productoras de biosurfactantes requieren de tiempos

cortos para la produccion de los mismos , mientras que los bioemulsificantes requieren de periodos

largos en presencia de fuentes de carbono solubles en agua, y para fuentes de carbomcakidroféb
requieren de periodos cortos. Los resultados de la relacion de las pruebas de deteccién cualitativa de

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

con la SFT, con valores des{r 0O, 7 0-0,6) paa fos indices de Pearson y Spearman
respectivamente, mientras que actividad hemolitica y produccién de lipasa mostraron una relacion
intermedia (= 0, 3-0,32). Bl indice de Pearson, para las pruebas de E% muestra una baja
correlacion (=-0,15), ment r as que muestra wuna correlaci-n int
=-,036), caso contrario ocurre en la prueba de BATH, bajo el indice de Spearman la correlacion es

baja (s-0,16) y la correlacion es intermedia=(0,47) en el indice de Pearsémalmente las pruebas

de Agar Azul y Produccion de Espuma mostraron la menor correlacién con SFT bajo ambos indices

r= 0,027, s40,Q,724 ay r0, 091, respectivamente). Est
ricos en cepas productoras de bioelfioEntes.

Palabras clave: Bioemulsificantes, Biorremediacion, Biosurfactantes, Hidrocarburos,

Microorganismos, Tensoactivos
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l. Introducciodn

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

organismos.

Ante esta problematica, se ha buscado el uso de sustaaquiaes de mejorar la solubilidad
y la movilizacion de los agentes contaminantes para mejorar su remocion del arubiarde. las
solucbnes es el uso de surfactantes sintéticos, los cuales por sus propipdades cambiala
tension superficial e inteatial, mejorado asila capacidad de extraccion de estos agentes organicos
(SaenzMarta y col., 2015). Sin embargo, estos agentes son altamente téxicos, dificiles de remover
una vez cumplieron su funcién de agentes de limpieza y presentan propiedadegsifisaas
altamente inestables. (Cha, 2000; Batista y col., ZD@@bekar y Gadakh 2013n busca de una
solucién a esta nueva probleméatica se planteé 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 st origen biolégico (Cameotra y Makkar, 1998;

Lakshimapathy y col., 201X afiezOcampo, 2013Liang y col., 2014)

Los biosurfactantes presentan una amplia variedad de vest@ljge los surfactantes
sintéticos como lo sorbiodegradabilidatbaja toxicidad, biocompatibilidadproduccion econémica,
espdicidad, eficacia en condiciones extremgBesai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998

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



normalmente de zonas que son werbn impactadas o con derivados del petréleo: suelos
contaminadosfluentes, aguas negras. Esta propiedad de los biosurfactantes de poder ser producidos

in situes otra de las ventajas que presentan los biosurfactantes respecto a los surfactaotss sintéti

Bajo este context@n la Ultima década, los biosurfactantes han adquirido un rol importante
en las tecnologias implementadas para la biorremediaci@tuperacion mejora de crudo con
microorganiasmog$MEOR). Sin embargo, hoy en dia no se conocen mgctrabajos publicados
sobre el uso de biosufactantes situ. Situacion que pudiera ser atribuidala limitacion e
inconsistencia de los métodos de deteccion y comportamientos de los biosurfactes durante su

produccion (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998, y Rosenberg, 2002)

Ante esta problematica, los investigadores hanido realizando estudios orientados al
desarrollo de métodos rapidos, precisos y capaces de detectar de manera simultanea un gran namer
de microorganismos con el potencial de produccion, basdndose en las propiedades de los
biosurfactanebajo distintas condiciones de crecimiemesi, hoy en diaexistennumerososrabajos
gue emplean diferentes métodos de deteccidén y determinacion rdengémismos productores de
biosurfactante$Al-Mallah y col., 1990; Youssef y col., 2004; Plaza y col., 2006; Techaoei y col.,
2007; Afshar y col., 2008; Satpute y col., 2008; Anandaraj y Thivakaran 2010; VirarRantess y
col., 2010; Thavasi y col., 2@1 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, lanayoria de las metodologias utilizadas para la deteccion estan basadas en la
mediciones indirectas de las propiedades figitinicas ddos surfactantes, y esto requiere que los
microorganismos con el potencial de produccgsan sometidos a una inoculacién prelimirar
cuala su vez genera resultados impredecibtesiderado quea produccion de biosurfactantes esta
influenciada podiversosfactores, tales como las fuentes de carb@s;ondiciones externas, asi
como las concentraciones de diferentes elementos utilizados en la incubacion, para obtener el

producto denterés(Perfumo y col., 2010)



Otro aspecto a considerar incluyenliagaciones correspondientes a los equipos especiales
requeridos par& detecciory cuantififaccion de los biosurfactantegie notodos los laboratorios
poseena esto se adiciona el nimete organismoson potencial productor de biosurfactataeser
evaluadoslo cual constituyain obstacula enfrentar eresta linea de investigacidRor otra parte,
el acercamiento a nivel molecular para la deteccién de qepdsctoras de biosurfactantes aun se
encuentra en etapas tempranas, debido a que las rutas de biosintesis y los genes relacionados en las
mismas estan altamente conservados a nivel de espeelesogocimientoen este aspectesta

restringido a unos posanicroorganismogerfumo y col., 2010).

En Venezuela, los pasivos ambientales generados por la industria petrolggaaapor la
acumulacién y disposicién no adecuada de materiales en desuso y desechos prodeniaste
actividades de exploracion, produccion, refinacion y comercializacion del petréleo gsgasles
degradan etntorndfisico, natural y social causando riesgos a la saldmbienteen generalEntre
estos pasivos ambientales tenemos lasaltlam fosas petroleras, las cuales de acuerdo a Arellano,
(2008)cita queexisteun numero dé&2.367 fosas de hidrocarburos sin sanaar,uras96%ubicadas
en el orienteoriente del pais/ un 2% en el occidenteEntre estas fosase incluyen las que
corresponden a fosas de desechos inacta@suales podriaser facilmente saneadas por procesos

de biorremediacion.

En Venezuela existe ungran namerode trabajos relacionados con procesos de
biorremediacién (Gaspar 2002; Le6n y col. 2009; Windevoxhel.y2009a,b; Chirinos y col., 2010;
Barrios, 2011; Windevoxhel y col., 2011) y estudios de biosurfacantes (Rocha y col.,, 1992,
Hernandez, 1999; Sulbaran 2002; Ledén 2008&p@a 2009; Kumar y col., 2006ab, 20@D08;
Araujo y col., 2008 y Bozo y col., 2@; Barrios 2011; Zamora y col., 2012). Sin embaggan parte
de estos estudiaso cuenta con métodos de deteccidon actualizados, incluyenla deteccion de
microorganismos productores de biosurfactantes utilizando distintos métodos de detelecion y

posterior identificacion de los biosurfactantes encontr&tos aspecto es el no considerar, la



distincion entre biosurfactantes y bioemulsificantesual es importante al momento de desarrollar
los mecanismos de biorremediacién que se desegiementar PacwaPlociniczak y col., 2011

Banat y col., 201,0Mnif y Ghribi, 2015h SaenzMarta y col., 201p

En este trabajo sealizo un estudio dkiosurfacantes y bioemulsificantes producidos por
aislados bacterianos @©®esarrollp y alidacion de nukMastecaologia€i e nc i e
para el saneamiento ambiental de plasonsidaaiongener ad:
de dos parametros distintggiente de carbono y tiempo de producci@gemas de la deteccion y
diferenciaion de dichos productos mediante métodos basados en las propiedades de las moléculas
surfactantes y una posterior identificacién del producto por la identificacion del género bacteriano y
la capacidad antimicrobiana del biosurfactante, que si bien egtiamm@ente reportada para
biosurfactantes y bioemulsficantes especificos, no ha sido reportada como método de identificacion

delos mismos.

II.  Marco Teobrico

1. Surfactantes

Los surfactantes son moléculas anfipaticas formadas por una regididiich (nopolar) y
una regidnhidrofilica (polar), que generan una separacién entre la interface de sustanoias
presentan distintos niveles de polaridad y puentes de hidrégeno,esoai@aso di&a mezcla de
aguaaceite, o la interface entre dagua. Usualmeastla regién hidrofébica es un hidrocarbuyda
region hidroflica puede ser no iénidaurfactante no ionicorargada positivésurfactante catidnico)
0 negativamentésurfactante anionico)Georgiou y cal 1992; Desai y Banat, 1997). Cuando se
juntan varias moléculas con estas caracteristicas, generan una biocapa entre ambass,nterfac
disminuyendo la tensioimterfacial, y esto se traduce en una disminucién de la tension superficial,
siendo esta la caracteristica mas importante de este grupo aecgiss{Gautam y Tyagi, 2006;

Cameotra y col 2010).
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Figura 1. Estructura de las moleculas de los surfactgdmeagen modificada a partir de la publicada en Pacwi
Pgociniczak y col ., 2011)

Una de las propiedadasportantes que poseen los surfactasesnuestral incrementasu
concentracion en sistema de aceite/agua o agua/aire, genera una disminucion de la tension superficial
a un punto critico donde el surfactamee en principio se encontraba en formandeémerospuede
formar estructurascomo micelas, bicags o0 vesiculasEsta concentracion se define como
concentracion micelar critic€CMC) y es el puntodonde los mondmeros libres comienzan a
agruparse, ylisponen la region hidrofébica de los surfactame el centroodeandcel compuesto
hidrofébico y la region hidrofilica en contacto con el agaga luego concentrarse en la interface
aceite/agualogrando asi la maxima reduccién de la tensidperficial/interfaciaSaenzMarta y
col., 2015. Hay mokculas surfactantes que son capaces de reducir la tensién superficial del agua de

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

Otra de las propiedades que poseen los surfactarge® gsiando se encuentran mezida
conaguay aceite,éstese ubica en la interface adaeeite;dependiendo de su estabilidad a estos
sistemasse les llamamulsiones o microemulsioneEstas caracteristicas les confieren excelentes
cualidades como detergentes y emulsificantes, agespesnosos y capacidades de dispersion,
lo cual se constituye en uno de tmanpuestos quimicos mas versatiles del mercadenzZMarta y

col., 2015.
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Figura 2. Curva de formacioén de la CMC. (Imagen modificada a partir de la publicada enParwac i ni c z a k

2. Aplicacionesenambientes contaminados parindustria petrolera

Durantda actividad de la industria petrolergor accidentes o manejo inadecuado del grudo
grandes cantidades de hidrocarburos son liberadetemas acuaticos o terrestrBg esta manera,
solo un 10% del total de contaminacion en el ambiente marino es derivado de los derrames petroleros
gue reultan también en contaminacion de las costas (Sdana y col., 2015)Las moléculasle
estoscontaminantes se unen a laksielo mediante enlaces formagos afinidadconlas particulas
del mismq haciendo dificil su eliminacién debidola baja sdabilidad que tienen estos compuestos
organicosy los altos niveles de tension interfacial con el agudemas pueden sarrastrads hacia
lasaguas superficiales. (Ron y Rosenberg, 2002; Sklemia y col., 2015)Los desechos generados
por los pozos pebleros presentan una problematica simiRor otro lado, los componentes de
hidrocarburos livianos, generalmente toxicos, tienden a ser altamente volatiles en la atmésfera,

reduciendo la calidad del aire y poniendo en riesgo la salud de la biota yslaisage

Otro impacto lo constituyen los altos niveles de compuestos sulfurados emitidos en los
desechos de la industria petrolera, lo cual requiere de tratamiento adiclan@mediacion de los
suelogVan Hamme y col, 2003Ror otra partéos lodospetrolizadogormados por la separacion de
sistemas de agua/crudo en los tanques de almacenaxhedasocampos petrolerosenen muchos

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



puede causar enfermedagmntaminar ebuelo yrepresenta una amenaza para las aguas subterraneas

(Liu y col., 2010; Sharma y col., 204)5

Una solucién a estos problemas generados por la industria petrolera ha sido la utilizacion de
surfactantes para limpiar el suelo y agoastaminadas, funamentandos en que dichos compuestos
mejoran las interacciones superfisigperficie, mediante la formacion de micelas, o actuando como
agentes emulsificanteSin embargo,igien los surfactantes son los elementos de mayor uso y con
mejores resultados en los trabajos de recuperacion de petréleo, generalmente son téxicos, lo cual
genera una adicion de contaminante al medio, con baja especificidad por el sustrato y en ocasiones el
nivel de respuesta requerido es muy lygjaeden llevar a lirmacion de metabolitos intermediarios
toxicos (Cha, 2000; Batista y col., 2006ambekar y Gadakh 2013Una posible solucién a este
problemaes la sustitucionallos surfactates por moléculas con propiedades tensoactivas similares

y de origerbiolégico, llamadas biosurfactatnes.

3. Biosurfactantes

Los biosurfactantes, son un grupo estructuralmente diverso de moléculas supetifiaie
gue son sintetizadas por microorganisméeminmente, estan compuesfm® un componente
hidrofilico, que puede ser catidnico 0 anionico, y un componente hidrofébico (Banat y Desai 1997
Banat y col., 2000;Makkar y col., 2011).Actuan como metabolitos secundariosle los
microorganismos durante la fase estacionaria de crecimiento bacteriano y presentan geahderied
roles fisiolégicos involucradosn la accesibilidad de los microorganisragsutrientes limitantes y
tolerancia ssubstratos hiaifébicos Tambien estan involucrados dncescimiento sobre sustancias
hidrofébicas y la motilidad celular junto con farmacién de biopeliculas al reducir la tensién
superficial. Otra funcién que cumplen los biosurfactantes es como agentes antimicrobianos. (Van

Hamme y co., 2006, Saeiarta y col., 2015).



Entre las propiedades méas importantes que presentan los bitsugaen su similitud con

los surfactantes sintéticesdestacan:

1 La capacidad de reducir la tension superficial e interfacial mediante el rompimiento de las
interfaces entre aire/agua y afaeeite (Cooper y Goldenberg, 1987; Desai y Banat, 1997;
Ron y Rosenberg, 199%haniyavarn y col., 2003; Satpute y col., 2010; PaBWw&iniczak
y col., 2011);

1 La capacidad de producir emulsiones, dispersando un liquido en otro, en forma de
microgotas,asicomo 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, 2015p

9 La adsorcién del compuesto lo cual ayuda a las bacterlasretenciéon de moléculas
hidrofébicas, facilitando las interacciones en la superficie deauias activas en el
sedimentola reduccién de la viscosidad o mojabilidad, lo cual permite una mayor movilidad
y transporte de compuestos insolubles (Satpotd.y2010);

1 La capacidad de actuar como agente dispersante, la cual congistieign las fuerzas de
atraccion entre particulas de naturaleza similar logrando asi mantener particulas insolubles
en suspensié(Batpute ycol., 2010; Mnif y Ghribi, 2015a

T La capacidad de actuar como agente fAespumosoo
se acumulan en la interface dagiido llevando a la formacion de burbujas en el liquido y
en la interface, lo que conlleva a la formacién de espuma (Satpute 304d);

9 La solubilizacién de elementos insolubles, mediante la formacion de micelas que encapsulan
las moléculas insolubles, permitiendo asi la dilucién de las mismas (Ron y Ronsenberg, 2002;
Youssef y col., 2005; Banat y col., 2010; Satpute y col.02D0iang y col., 2014 Saenz

Marta y col., 2015).



Estas propiedades hacanlos biosurfactantesxcelentes agentes desde el punto de vista
fisicoquimico y bologico para la biorremediacion dentaminantes organicos y metales pesados.
Estos compuestascrementan la biodisponibilidad de los hidrocarbuessimulandcel crecimiento
bacteriano que a su vez se traduce en la degradacién de los contaminantes por la accion de las

bacteriasidrocarbonoclasticgsresentes en el suelo contaminado (Paeleainicak y col., 2011).

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

el ambiente. (Desai y Banat, 1997; Cameotra y Makkar, 1998).
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Figura 3. Estructurasle biosurfacactantes de los microorganismos hidrocarburoclésticos méas estudiados. (a) MonoramnelGaiio
de P.aeruginosa;(b) Trehalosaetraester d&khodococcusp.; (c) Surfactina deBacillus sp; (d) Emulsan de Acinetobacter RAG
(Imagenmodificada a la publicada por de Perfumo y col., 2010)

3.1. Tipos de biosurfactantes

Los biosirfactantes estan categorizados segun su composicién quimica, peso molecular,
propiedades fisicquimicas, disocizién en el agua, y origen microbianBuede dividise en dos
grandes gruposasados en su peso moleculas debajo peso molecular, incluyen glucolipidos,
fosfolipidos y lipopeptidos; fos dealto peso moleculancluyenbiosurfactantes/bioemulsificantes,

en los cualese encuentralos polisacéridosrdilicos, proteinas, lipopolisacaridos, lipoproteinas o



mezclas complejas de biopolimerggiebido a sus estructurgsimicasiinicas, presentan umggan
variedad de propiedaddas cualespueden ser explotadas comercialmefanat y col.,, 2002;
Guatam y Tyagi, 2006VlartinezCheca y col., 200PacwaPlociniczak y col., 2011; Saezarta y

col., 2015).

Por su @mposiciéon guimica

En general la estructuraquimica de los biosurfactantéscluye un grupo hidrofilico
consistente de aminoacid@ggidos anionicos o catiénicos; mondi-, o polisacaridos; y un grupo
hidrofébico constituido por acides gras® saturads o insaturads La mayor parte de los
biosurfactantescluye glucolipidos, lipopéptidos, lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grddesaf

y Banat, 1997; Mondragon, 2011)

1 Glucolipidos Es uno de los grupos mas conocidos entre los biosurfacta®es
carbohidratos en combinacién con una larga cadena alifatica de acidos y acidos hidroxilicos.
Generalmente son compuestos de carga ani@calentes agentes tensoactivos y tienen la
capacidad de generar cambios en la hidrofobicidad de la membrana bacteriana. Entre los
glucolipidos conocidos, los mas estudiados son los ramnolipidos, trehaklipido
soforolidpidos (Desai y Bahal997; Guatam y Tyagi, 2006).

9 Lipopéptidos y lipoproteinasEs el segundo grupo de biosurfactantes microbiaas
estudiado,representado por gran nimero de lipopeptidnse son simples moléculas
organizadas en wompueto cuyo esqueleto esta conformado por un péptido ciclico unido a
una cola de acido graso, sin embargo, existen numerosas variantes en su estructura que
generan cambios en su comportamiento como agente tensoactivgintgtinados por un
amplio grupo de éneros bacterianoks cualesncluyen desd®seudomonafiuorescentes
hasta bacilosOjesai y Banat, 199/Perfumo y col., 201,0Mondragon, 201} siendo la

surfactinael biosurfactante mas conocido de este grupo
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1 Acidos grasos, fosfgdidos y acidosieutros Este tipo de biosurfactante es producido por una
gran variedad de especies bacterianas y levaduras durante su crecimientakatresn El
balance hidrofilico o lipofilico de los acido grasos esta relacionado con la longitud de la
cadena de hidcarburo. Los &cidos grasos que disminuyen considerablemente la tensién
superficial e interfacial, son aquellos que en su molécula presentan entre 12 y 14 atomos de

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

Mayores detalles sobre estos aspectos se resumetadabiia 1

Por su eso molecular y mecanismo de acelosurfactante y bioemulsificante

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

Marta y col., 2015).

En relacion al mecanismo de accidn, algunos compuestos son mejores disminuyendo la tensién
superficial (biosurfactantes), y otros son capaces de producir emagdsestables en el tiempo

(bioemulsificantesjKarnat y col, 1999; Batista y col., 200BaenzMarta y col., 2015).

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

bacterias (Uzoigwe y col.,, 2015). Aunque todos los bioemulsificadores son considerados
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biosurfactantesio todos los biosurfactantes son capaces de producir emulsiones estables en el tiempo

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

Tabla 1. Tipos de biosurfactantes junto con el microorganismo que lo prodsicagtividadcbioldgica (Tabla

modificada tomada a partir de la publicada paevteaP § o c i ni ¢ z a)k col ., 2011
. . Valores de la tension L S
Biosurfactante Organismo sueprficial (MN/m) Actividad biolégica
P. aeruginosa 29 Buenos agentes tensoactiVOS )
Ramnolinidos emulsificantes. Aumentan la
P Pseudomonasp. 2530 hidrofobicidad de la membrana|
bacteriana
R. erythropolis 32:36 Excelentes agentes tensoactiva
Trehalolipidos N. erythropolis 30 Aumento en la biodisponibilidad
Glucolipidos : de los hidrocarburos
Mycobacteriunsp 38
T.bombicola 33 Excelentes agentes tensoactivo
- - con amplia tolerancia a
Soforolipidos T. apicola 30 condiciones extremas. Malos
T. petrophilum - agentes emulsificantes
Cellobiolipidos | U. zeae, U. maydis
Serrawettina S. marcescens 2833 muy activos en la interface,
- - debido a sus grandes propiedad
Lipopeptidos Viscosina P. fluorescens 26,5 de disminuir en gran medida log
y Surfactina B. subtilis 27,32 niveles de tensién interfacial a
livoproteinas — — bajas concentraciones. Modulan
Pop Subtilisina B. subtilis - hidrofobicidad de la membrana|
Gramicidinas B. brevis - bacteriana.
Polymyxinas B. polymyxa -
. Proteinalipida- L
Acidos manoproteina C. tropicalis -
grasos, inalipi P. fluorescens 27
lipidos Proteinalipida- : Excelentes agentes tensoactivd
neutros, carbohidrato D. polymorphis -
fosfolipidos Proteina PA P. aeruginosa -
3.2. Bioemulsificantes

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

como los glucolipidos y los lipopeptidos (Perfumo y col., 20MQinque no han sido estudiados
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ampliamenteeomo los biosurfactantes, se sabe que varias especies de bacterias, levaduras, y hongos

filamentosos son capes de produdins (Gudifia y col., 2015).

Su capacidad emulsificante se delbalto nUmero de grupos reactivos expuestos a lo largo
de las cadenas que conforman estas moléculas, pueden unirse intrinsecamente con los hidrocarburos
y aceites, asi como formana barrera que previene el colapso de dicha union. 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., 2D&8)bioenalsificantes
producidos por microorganismoademas de su capacidad emulsificapigeden utilizarse para

separar emulsiones de aceite/aglebido a su alta actividad desemulsificaiiteu y col., 2013).

Sus propedades de emulsificacion/desemulsificacipn espumosidad, dispersion,
solubilizecion dehidrocarburs, los convierten enpotenciales candidatos para la biorremediacién de

hidrocarburos en zonas impactadssif y Ghribi, 2015b).

Adicionalmente de sus capacidades emulsificantasshibemulsificantes juegan un papel
muy importante en la regulacion de la ungaparacion de los microorganismos, de y hacia las
superficiesya que se adhieren a la pared celular de la badeeri@aneraxtracelular. (Lopez y col.,
2014). Muchas bacteriag hongos que utilizan hidrocarburos como fuente de carbono poseen
actividad emulsificante, debido a la presencia de compuestos extracdhdarealesactian como
sustancias superficialmente activas e inclbaciendo quéa misma célulaactue cono un gente
bioemulsificantgSaimmai, y col., 2018 incrementa la solubilidad de los hidrocarburos , al mismo
tiempo, B emulsificacion hace que los compuestos insolubles se dispersen en el agua, haciéndolos
asi disponibles no solo para los microorganismosobétburoclasticos, sino también para otros
organismos presentes en el ambignteejorando asi la biodisponibilidad en el sust{@tmavasi y

Jayalakshmi 2003).
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3.3. Tipos de Bioemulsificantes

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

y Ghribi, 2015b).

1 Familia de emulsanEl emulsan es un compuesto de polisacaridos acilado de caracter
extracelular, producido en su mayoria por bacterias gram negativas, en especial especies de
Acinetobactery es uno de los bioemulsificantes poliméricos mas populares en el campo de
investigacion (Mnif y Ghribi, 2015b), por ser un agente enulsificante muy efectivo sobre
hidrocarburos en agua a muy bajas concentraciones, con valores que van @e00%01
(Desai y Banat 1997; Guatam y Tyagi, 2006; Perfumo y col., 2010; Mnif y GRoibhb).

Entre los miembros de esta familia, los mas estudiados son: emulsan, alasan y manoproteinas.

1 Acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutralesta familia de bioemulsificantgsyiede ser
producida podiversos microorganismasiando se inoculan gmesencia de-alcanos (Mnif
y Ghribi, 2015b). Resaltan entre los bioemulsificantes porque algunos tienen la capacidad de
disminuir la tensién superficial e interfacial. Entre los mas estudiados tenemos:
biosurfactantes derivados de acidos grasos; fogfoHlpy lipidos neutrales.

1 Bioemulsificantes exopolisacaridason carbohidratos polimericos de alto peso molecular
activos a nivel extracelular. Pueden ser producidos por varios microorganismos marinos

mediante una capa que rodea a las células, pernuté&ncesistir 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 polisacaridos ganthan dextran y gellan, los
cualesson ampliamente utilizadaen biotecnologia (Bonilla y col., 2004)

1 Biosurfactante en particulas y/o en toda la célula bactefdunaerosas cepas bacterianas
liberan vesiculas de la membrana a nivel extracelular, las cuales son conocidas como
biosurfactantes en particulas, geem responsabkede la separacion de las moléculas de
hidrocarburo en forma de microemulsiomgse tieneun papel fundamental en la toma de
alcanos como sustrato por los microorganismos. Mas aun, algunas particulas de
biosurfactante pueden ser sintetizadasayntenerse adheridas a la superficie de las células,

haciero 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 biolégis de los mismos dentro del microorganismo.

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

Tipos de bioemulsificantes Cepaproductora Actividad bioldgica

Actividad emulsificantey aumentan la hibrofobicidad de

Acinetobacter venetianlRAG-1 membrana bacteriana

Emulsan: complejo de

polisacaridos acilados A. calcoaceticu$PTCC1318) Actividad emulsificante
Alcaligenedaecalis Candidata para MEOR

A. radioresisten&A53 Agente emulsificante

Alasan: complejo anionico A. venetianuRAG-1 Agente de cobertura

hetepolisacarido y proteinas Actividad emulsificantey aumentan la hibrofobicidad de

Acinetobactesp. membrana bacteriana

. Kluyveromyces marxianudl 510700 Actividad emulsificante
Manoproteina — — - - - — - -
S. cerevisiae Actividad antiadhesiva y evita la formacion de biopelict
Arthrobacter paraffineus Agentetensoactivo activo
Corynebacterium lepus Actividad superficial
Acidos grasos Candida ingens Actividad superficial
R. Erythropolis3C-9 Agente tensoactivo activo, solubilizante y biodegradag
P. citronellolisKHA Actividad superficial y agente emulsificante
) Acinetobactesp. Componentes de agentes tensoactivos
Fosfolipidos - - -
Sphingobacteriursp. Agente tensoactivo
Candida lipolytica(Liposan) Actividad emulsificante
Complejoltijg dpoosllsacandos y Burkholderia cepacia Lipidos complejos adyuvantes
Gordoniasp. JE1058 Actividad de dispersion y "lavado”
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Complejo de lipidos, proteinas
polisacéaridos

P. marginalisPD-14B

Acitivdad emulsificante y degradadora de hidrocarbur

C. glabrataUCP 1002

Bioemulsificante

C. lipolytica

Bioemulsificante

B. licheniformisK125

Candidata para MEOR

Alcaligenessp. SXJ-1

Actividad como bioemulsificante

Biodispersante: (polisacéarido
anionico extracelular)

A. calcoaceticus\2

Actividad dispersante

Exopolisacarido

P. putidaML2

Bioemulsificante

Halomonaseurihalina, B. subtilis

Actividad emulsificante

Alcaligens faecaliy Enterobactersp.

Actividad emulsificante

A. calcoaceticu€BS 962.97

Actividad emulsificante

B. cereusy/ Brachybacteriunsp.

Actividad emulsificante

S. callcoacerius

Actividad emulsificante

PseudomonaBG1

Aumento en la tasa de biodegradacién de hidrocarbu

P. aeruginosé&57B1

Actividad emulsificante

Acinetobactesp. A3

Relacionada en los procesos de biodegradacion dg
hidrocarburos

Aeromonas salonicida

Actividad inmunomoduladora

Proteina
Lactobacillus fermentum Actividad antiadhesiva
Brevibacilus breigGramicidin S) Actividad antifungica
Staphylococcus aureus Actividad inmunomoduladora
B. mojavensixH-1 Actividad bioemulsificante
_ Vgsmu_las y A. calcoaceticus Actividad emulsificante y aumentan la hidrofobicidad dg
Biosurfacatntes  fimbrias membrana bacteriana
particulados Toda la . :
célula Variedad de bacterias

El potencial comercial de los bioemusilficantes incluye la biorremediacion de gwaoas

contaminads con petr6leodMEOR, reemplazo de solventes clorados en la limpieza de tuberias de

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

cosmeéticos Sin embargo, como sguede ver en la tabla, 2a aplicacion varia de acuerdo al

microorganismos que produce el biosurfacté@tedifia y col., 2015; Uzoigwe y col., 2015).

4. Factores que afectan la produccion de biosurfactantes

La produccion del biosurfactante depende en gran medida de la composici@ditely como

este afecta la eficiencia de su produccion (Xia y col., 20&Roglu y Urek 2014). La mayoria de

estos compuestoson lipidos de alta complejidad, los cuales normalmente se producen bajo
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condiciones aerobias (Saeltarta y col., 2015)La composicion quimica de un biosurfactante es
altamente variable y depende de la cepa, el sustrato y las condiciones de incubacién, asi como las
caracteristicas de las fases de crecimiento bacterianblgdh y col., 1990).Las propiedades
fisicoquimicas € los biosurfactantes de bajo peso molecular son influenciadas por los residuos de los
acidos grasos que contienen, y estos a su vez se ven afectados por la bacteria que los produce y al
mismo tiempo por las condiciones de crecimiento y los nutrientesnpess(Saenklarta y col.,

2015).

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

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

9 Fuente de carbono

Uno de los factores importantescmar en cuenta en la produccion de biosurfactasties
fuente de carbono utilizada, ya que algunos microorganismos pro@sten compuestosn
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; Virartes y col.,, 2010).También existen
microorganismos que pueden producir biosurfactantes en presencia de diferentes tipos de sustratos,
incluyendo carbohidratos y otros compueshsslublesen agua (Cameotra y Makkar 1998; Banat y
col., 2000; Cameotra y M&kr 2004; Van Hamme y col., 2006, Makkar y col., 2011; Siksza y
col., 2015) El tipo de fuente de carbono utilizado como sustrato influye directamente sobre la calidad
y cantidad del biosurfactante (Mondragon, 20pby, otra partéa fuente de carbanutilizada por el
microorganismo para la produccién de biosurfactantes puede influenciar en la estructura del mismo

(SaenzMarta y col., 2015)

Adicionalmente,la disponibilidad de un sustrato especifinfluye enla biosintesis del

biosurfactanteen ese sentidosehan propuesto que la disponibilidad de la fuente de canmoee
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constituir un estimulador mhibidor de lasintesis del compues{dlasrin y col., 2007Xia y col.,
2012. Es por ello que mucho de los trabajos realizadossts campe@sta relacionados con los
factores fisiologicos que regulan la produccion de biosurfactantes, con el fin de mejorar la eficiencia

en la produccién des mismogXia y col., 2012).

La fuente de carbono también puede afectar la diferenciamifne biosurfactanteso
bioemulsificantes, ya quanel caso de los bioemulsificantes polimérjcest& son reconocidos por
sus propiedades emulsificantes 8mbargoal ser considerados como biosurfactantes siguen siendo
capaces de generar cambios sobre la terssiperficial/interfacial, y el valor que alcardspende de

la naturaleza de la fuente de carb@®atpute y col., 201 nif y Ghribi, 2015b)

Otra caracterisitcia que poseen hissurfactantey les confiere una ventaja desde el punto
de vista econ6rabd y competitivo es el hecho de gogedin ser producidos a partir de desechos
industrialesagricolas alimenticios, entre otro§sautam y Tyagi., 2006; SaeiMarta y col., 2015)
Ademas sorapaces deerajustalosa las distintas aplicaciones que parenerlos biosurfactantes

(Cameotra y Makkar 1992004 Banat y col., 2000; Van Hamme y col., 2006, Makkar y col., 2011).

Wei y col., (2005 y Prats y col.(2008)plantearomuelas mejores condiciones de produccion
de biosurfactantes se logran mediante el uso de fuentes de carbono hidrofébicas, como es el caso del
aceite de oliva y el crudo; mientras dgs@mmai y col., (201&2b), reportanque los biosurfactantes
producidos endentes de carbono solubles en agua (glucosa y sucrosa) presentan una mayor actividad

como agentes tensoactivos a nivel de tensién superficial.

Sin embargo, la seleccion de la fuente de carbono no deberia depender solamente da obtener |
mayor tasa de produaion, ola mejor calidad del bioukacantes, sino también de los procedimientos
a seguir durante el estudio de estompuestos activos. Como indibkorita y col., (2007) el aceite
de soya es el mejor sustrato para la produccion de lipidos de manibslI@WEL), perosusprocess

de produccion y recuperacion scomplicads, porla remocion de los residudel sustratalespués
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de la incubacion, purificacion y separacion del M&tiemas se requiere de una segunda purificacion

y separacion de los produos de degradacigpor accion de lipasas, como lo son monogliceridos y
digliceridos y acidos grasos. Para mejorar la produccion de MEL, el uso de fuentes solubles a agua y
no de aceites vegetales, se presenta como mejor ppeidiendo deglucosa y glicerol las mejores

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

i Factores ambientales

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

temperatura afectan la produccion de biosurfactante (Gautam y Tyai. N@@dragon 2011).

El pH juega un papel clave en la produccion de soforolipido3 pleombicola La produccion
de ranmolipidos eRPseudomonasp., alcanza su punto maximo en rangos de pH entre 6 y 6,5, y
disminuye drasticamente con valores por encimd.d&dicionalmente, la tensidn superficial y la
CMC del biosurfactante debe ser capaz de ser estable en amplios rangos de pH, mientras que la

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

Una cepa termdfilBacillus 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 tension superficial e intgrfacial
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 c&p dePseudomonasp., en la produccion dgucolipidos La produccion
de ramnolipidos alcanz6 su mejor punto a temperatura ambiente, con crecimiento estatico en el medio

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

atractiva la produccién de ramnolipidos utilizando la cep. ehlororaphis (Gunther y col., 2005).

9 Tiempo de produccién

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 proddoidode la fase
estacionaria. Los metabolitos secundarios son muy importantes y altamente atractivos a nivel

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

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

Hamme y col., 2006).

En el caso de los ramnpiilos, estos son sintetizados cuando la fuente de carbono esta en
suficiente concentracion para el crecimiento bacteriano, pero en condiciones restrictivas. Los
ramnolipidos cuya produccién ocurre constitutivamente a bajo nivel, ya sean en sustratlesswlub
insolublesen aguason metabolitos secundarios producidasiya concentracion incrementa durante
una fase tardia en la fase exponencial, y una fase temprana de la fase estacionaria como consecuencia
del incremento en la densidad celufdasllevaTonkova y Gesheva 2007; Pantazaki y col., 2010;

Perfumoy col., 2010

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

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

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

Utilizando como fuente de carbono melaza, y un tiempo de incubacién total de 144 horas,
Noparat y col., (2012 tuvieron el mayor registro en la actividad del biosurfactante (27 HNai
como la mayoconcentracion a las 108 horas de incubacion, 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 razétoseesultados es posiblemente
que la liberacién del biosurfactante de la membrana bacteriana, mediante el rompimiento de su union
con esta, durante la fase estacionaria 96 horas, lo que llevo a un incremento en la actividad del

biosurfactante en el medfbloparat y col., 2013).

Thavasi y col., (2008) reportaron que la concentracion de biosurfactante produdihxiias
megateriunfue mayor al alcanzar una etapa temprana de la fase estacionaria a las 132 horas, lo cual
puede deberse a la liberacién dbsurfactante de su union a la membrana de las bacterias
directamente al medio de cultivo, lo cual conlleva a un aumento en la concentracion de biosurfactante
extracelular. Esto demuestra que existe un patron en las etapas de crecimiento y la pradduccion
biosurfactantes. También se observo una disminucion en la concentracion de biosurfactante en el

tiempo (Thavasi y col., 2008).

5. Métodos de deteccion de Biosurfactante

El interés en la produccion de biosurfactantes ha llevado al desarrollo de mépidios ya
eficientes, que sean capaces de identificar un gran nimero de microorganismos con potencial de
produccién en cultivos de gran escala, asi como permitir la cuantificacion del prdditerés
(Mukherjee y col., 2006; Satpute y col 2008; Thavasily, 2011; Varjaniy col., 2014, Mnif y Ghribi,
2015a; SaenMarta y col.,, 2015). Generalmente estos métodos de deteseibasa en las

propiedades de los surfactantes, sobretodo en la capacidad de disminuir la tension guperficial

21



interfacial, generaemulsiones estables en el tiempo, la habilidad de las bacterias de interferir en la
hidrofobicidad de la interface de las solucionfdicionalmente tenemos los métodos colorimétricos
como es el caso del Agar Azul, que son idoneos para grupos espetdfliosurfactantes. (Walter

y col, 2000; Mnif y Ghribi, 2015afEn la tabla 3, se describe brevemente algunos de los métodos mas

utilizados en la deteccion de los biosurfactantes.

Tabla 3. Comparaion demétodos de deteccion de biosurfactarges fundametos, ventajas, desventajas y
aplicebilidad como método de detecci¢Tabla modificada a partir de la publicada en Mnif y Ghribi, 20152)

Metodo_(’je Fundamentacion Ventajas Desventajas Aplicabilidad TIpO de .
Deteccion métodologia
Registra cambios Puede ser Requieradel uso | Utilizado para la
en la tension utilizado para la de equipos deteccién de
Técnica de la _superfiqial e m(_adit_:ic’m especiales y/o | cepas productora] )
Forma de la |n_terfaC|aI al _ cua_n’tltatlva dt_a I_a software que en de BS y puede se Metpdq
gota colgante registrar el perfil tension supgrflual su mayoria u'[I|IZf':ldO para Cuantitativo
de una gota e interfacial. requieren monitorear la
colgada en un | Requiere de bajos inversion produccién de BS
soporte. volumenes monetaria en bacterias
Deteccion déas
propiedades - ]
emulsificantes, al No espBeglﬂca parg
medg_ll_?j a(ljt ura yl Facil de ejecutar.| Depende dela | Utilizada para la
Medicion de estabilidad en & Puede detectar | concentracion del  deteccion de Método
" tiempo de una )
la actividad d Ision tanto BS como biosurfactante. | cepas productora{ mayormente
emulsificante capa':\ N eml: BE No esta de biosurfactante cualitativo.
crerﬁoa}s%pzcug se correlaciongpla o BE.
forma aI, agitar con la tension
dos liquidos superficial
q
inmiscibles.
El 4rea de
Medicion dela |  {eSPlazamiento
tension superficial C;i?uc?éelocr:gr?a
por la formacion surfactante. es | No diferencia BS Utilizada para la
Dispersion de| de una dispersion ! deteccién de Método

directamente

de BE

una superficie concentracion. !
acucr))sa Sensible a bajas
' con@ntraciones
de BS
Deteccion por | Método sensible y Método
cambios en la facil de producir cualitaivo,
tension para la deteccién No detecta baias aunque puede s€
Método del interfacialal de BS. También concentracionjes Utilizado para la | utilizando para
colanso de la estudiar el La estabilidad de de BS v puede deteccion de determinar
P comportamiento la gota esta yp cepas productoraj cuantitativament
gota . generar dlsos .
de una gotaobre correlacionada . de biosurfactante, e la
o i negativos. .
una superficie con la tension concentracién
hidrofébica superficial e del BS.
(aceite). interfacial.
Prueba de Deteccion por Rap]da y sencilla. Depende de la Usada para la Método
- cambios en la Al igual que el e = o
Para Film concentracion dell  deteccion de cualitaivo

tension

método del
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interfacialal
estudiar el
comportamiento
de una gota sobrg
una superficie
hidrofébica
(parafilm).

colapso de la gota
la estabilidad de
la gota esta
correlacionada
con la tension
superficial e
interfacial. Puede
agregarse agente
colorantes para
observar mejor los
resultados.

biosurfactante No
detecta BE.

cepas productora:
de BS.

Mediciéon del
indice de

Algunos autores

Método indirecto
para la éteccion

Aprobado por

Adhesion hidrofobicidad de| la recomiendan de cepas varios
Bacteriana a| las bacterias por| para detectar BE. duct Fr) d investigador Métod
un un hidrocarburo | No se requiere de productoras de estigadores etodo
Hidrocarburo| mediante el gradg ningln equipo BS',Va”OS para eve_llyar la cualitaivo
(BATH) de adsorcion de | especial para su parametros p_roduccmn de
las cepas por los medicion pueden alterar log§  biosurfactante.
. ) resultados
mismos.
Puede ser
No es especifica,| calificada como
Detecta ya que no ensayo preliminar,
microorganismos diferencia entre | para la deteccién
conpotencial de enzinas liticas o de aislados
Actividad producciér_l por la Prueba simple y factores virulentos bacterianos ]
Hemolitica presencia d_e facil de ejecutar que presentan ell productores de B Método
(Agar moléculas activas para detectar mismo y debeser cualitaivo
Sangre) de sur_factantes actividad de BS comportamiento complemgntada
mediantda que los BS. por estudios de
ruptura de las Puede estar actividad
células de sangre limitada por la emulsificante y
(lisis hemolitica) mala difusion de medicién de
los surfactantes. tensién
superficial.
Detecta
microorganismos
con potencial de Método
roducciénpor la - cualitaivo,
IC1:ormacic')nn|zle un . L Detectg_grupos Es utilizado | aungue también
Agar Azul halo en presencia Slmpl_e y facil de gspecmcos de ampllamer_lt'e pare puede ser
d ejecutar biousrfactantes. | la deteccion de L
e un surfactante L calificado como
de carga i6nica ramnolipidos método
9
opuesh al semicuantitatvo
biosurfactante
producido
Solo detecta '.EI estudio de la
. Detectg aquellos lipasa, se depe a
microorganismos organismos gue estas enzima
Producebn con potgnmal de capaces de pertenecen al
de Lipasa produccpnpor su Simple y facil de | producir lipasas. grupo de las Método
(Placas con capacidad de ejecutar La produccién de hidrolasas se cualiativo
Tween) degradar fuentes . lipasas no siemprg encargan de
hidrolizar los

lipidicas gracias a
la excrecion de
lipasas

tiene correlacion
con la tension
superficial

triglicéridos para
dar acidos grasos

libres y glicerol
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a. Métodos basados en la medicion y el comportamiento de la tension
superficial/interfacial

Fundamentado daspropiedadesie los biosurfactantese han desarrollado, uneasiedad
de metodologias para la deteccién de cepas prodsctegatos compuestgas cualeincluyen tanto
medicién directa de la tension superfibiigerfacial, como determinacién de la actividad interfacial

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

Para lamedicion directa del comportamiento de la tension superficial e interfacial, se utilizan
tensiébmetros, que son equipos especiales capaces de determinar la tension guptenfiaizibl de
un liqguido o compuesto en otro. La presencia de surfactantdasesoluciones disminuye
drasticamente la tension superficial, lo cual hace que este método sea el mas confiable para la
deteccion de estos compuestos. Adicionalmente, mediante la medicién de la tension superficial se
puede determinar el punto de la CM@n(if y Ghribi, 2015a) Entre los métodos utilizadognode
los méas populares es la técnica de la gota colgdateder Vegt y col., 199Krashiro y Demarquette
1999), la cual al requerir bajos volimenes de muestra tiene una ventaja sobre otros métodos de
medicion de tension superficial. Sin embargo, este método requiere de equipos especiales, ademas de

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

Otra ventaja de la medicion directa de la tension superficial/inizrfes que puede ser
considerado como umétodocuantitativg el cual tieneadicionalmentda capacidad deliferenciar

los biosufacantege losbioemulsificantes.

La tabla 3 incluye ademamétodos cualitativos, los cuales detectan la presencia de
biosurfactantes de manera indirecta por la medicion de los cambios que genera la presencia de
biosurfactantes sobre la tensién superficitdrfacial. Entre los métodos presentadasan:la
actividad emulsificant¢Cooper y Goldenber, 1987iispersion de acest(Youssef y col 2004),
Método de Colapso de la Gdfaodour yMiller-Maier, 1998) Prueba con Pardrilm (Kalyaniy col.

2014) yAdhesion Bacteriana a un Hidrocarbu(8ATH) (Thavasi y col., 2011)Estos métodos
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cualitativostienen la ventajale no requerirequiposespeciales y se puadmedir una gran cantidad

de muestras de manera simultdnea. Sin embargo, su principal desventaja es que al ser cualitativos, y
en algunos casos, los resultados de las pruebas no estan relacionados con los cantbitsicen la
superficial,situacion que ngarantizaplenamentéda presencia de los biosurfacant¥sifssef y col

2004; Plaza y col. 200€hen y col, 2007; Mnif y Ghribi, 2015a).

En este contexto el uso de los métodos cualitativos tienen limitaciongmdyisn llevarnos
al siguiente problema, si bien la mayoria se fundamenta en cambios que sufre la tension
superficalinterfacial, se conocen agentes biosurfactantesggeneran cambios significativos en la
tensibncomo es el caso de los bioemulsificantésto ha resultado en la eliminacion de buenos
emulsificantes por presentar resultados negativos en los méleddstecciorutilizados. En tal
sentidg Maneeray Dikit (2007); Satpute y col., (2008); Uzoigwe y col., (2P46giererel uso de la
medicion de actividad emulsificante y el indice de BATH como métodos orieltitaciala deteccion
de bioemulsificanteson respecto a ldsosurfacantes. La actividad emulsificantes mide la capacidad
de emulsificar cualquiera de las supeéeicde las moléculas activas con diferentes hidrocarburos,
mientras que el indicge BATH se basa en la deteccién de la union de los agentelsificantes a

la membrana celular de los microorganismos.

b. Métodos de deteccidn por comportamiento especifico

Existenotros métodos de deteccidue no se basan en los cambios genersoloe la tensiéon
superficialinterfacial, sino mas bien se han desarrollbdsadosen el comportamiento de las
bacterias en medios de crecimiento especifibasbla 3, los mismosse fundamenta en quela
produccién de biosurfactantes genera cambios sobre la membrana de los microorganismos y a nivel
extracelular)a presencia de esteg detectara de acuerdo al comportamiento de las cepas en estos
medio. Entre estos métodos se ieln a los denominadosctavidad hemoliticdCarrillo y col 1996),

agar azul(Siegmund | y Wagner F, 199¢ produccionde lipasa(Vanavil y col., 2013).

25



Un aspecto a considerar en los métodos de deteccién, es que, independientemente de ser
meétodos cualitativos o cuantitativos, todos estos procedimientos requieren una previa inoculacion, la
cual sin unaseleccion preliminade cepas con potencial de proddog puede llevar a una gran
cantidad de gasto de material y tiempo innecesarios. Esto le da una grana/Egtaj@@todos de
comportamientos especificos, ya que no requieren una inoculacion previa, permitiendo asi el ahorro
de materiales y tiempo abnsderar el estudio simultaneo de un gran nimero de organismos de
interés, y en algunos casos, como sucede con el agar azul, pueden indicar que tipo de biosurfactante
se esta produciendo. Sin embargomo muestra la tabla &tas pruebas también presentas s

limitaciones y desventajas

En este sentid8atputey col 2008; Thavasi y col., 2011; Varjani y col., 2014, Mnif y Ghribi,
2015a recomiendan que se utilicen distintos métodos de deteccién, asi como una organizacién en el
esquema de detecciodn, ya queac@dueba presenta sus propias ventajas y desventajas, dando una
caracterizaciéon primarigecundarig terciaria segun el uso de los métodos de dete€¥idussef y

col., 2004)

6. Mecanismos de extraccion de biosurfactantes/bioemulsificantes

La recuperaciordel biosurfactane depende de su cargacénsu solubilidad en agua y
localizacién en relacién al microorganismo (intracelular, egttdar y/o unido por enlaces con la
membrana celular(Gauam y Tyagi, 2006)Varios métodos de extraccion han sido hampente
reportados en la literatura, incluyendo precipitacion por acidos, extraccion por solvente,
cristalizacion, precipitacién con sulfato de amonio y centrifugad@assef y col., 2005; Tonkova
y Gesheva, 2007; Thavasi y col., 2008; Anandaraj y Kairan 2010; Qiao y Shao, 2018aimmai
y col., 2012 b; Xiay col., 2012Ali y col., 2013;Pradhan y col., 2013; Liu y col, 201Ghakraborty
y col., 2014; Kalyani y col., 2014; Mariashobana y col., 24minathan y Rajendran, 2014;

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

fermentacién y/o del mismo mecanismo de purificacién (Satpute y col., 2010).

Los procesos mas utilizados en el sistema Batch son la extraccién con cloroformal;meta
diclorometano:metanol, butanol, acetato de etilo, pentano, hexano, acido acético, éter, entre otros.
Por su parte el método mas utilizado en el sistema continuo es la centrifugaciartabla 4, se
mencionan los procesos @gtracccion continuos Batch mas comunes para la recuperacion de

biosurfactantes
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Tabla 4. Procesos de recuperaciomgcanismo dextraccion del biosurfactan(@abla modificada a partir
de la publicada eautam y Tyagi, 2006

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

7. ldentificacion de los biosurfactantes

La identificacion del biosurfacatntesualmentese realiza a partir de una muestra purifeca
partiendo de los métodos de extracciommediante la caracterizacion quimica de la estructura
molecular delmismg a partir de los componentes de su seccion hidrofilica e hidrofébica.
Normalmente entre los mecanismos utilizadosa pesta caracterizacion tenemosomatogria de
gases y HPLC, aliigis de infrarojo (FTIR), espectroscopia de masas (NMR), andlisis de la resonancia
magnética de la estructura nuclear de los componentes del biosurfacatante, entre otros
(Pornsunthorntaweg col., 2008; Bharali y Konwar, 2011; Pradhan y col., 2013; Chaktay col.,

2014; Noparat y col., 2014b; Gudifia y col., 2015; Sharma y col., 2(8Ba@mbargolos equipos
utilizados para estos procesaxupan grandes espacigstienen alto costos, por lo que se
encuentran en todos los laboratoriOsra desvemtja es qu@o permita la caracterizacion dearias
muestras dananerasimultanea y relacionado cda caracterizacion quimica, debido al uso de
solventes polares para la extracanocasiones tanto los biosurfactantes como los bioemulsificantes
al serpurificados pueden perder parte del componente que lascdpacidad tensoactiyilaneerat

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

El segundo método mas utilizado paredeacterizaciéde biosurfactantes es la identifiacion
de la espcie o0 en su defecto del género bacterigaaue el tipo de biosurfactatne depende en gran
medida del microorganismo que lo produer esta razqgrseutilizan técnicas de identificacion a
nivel moleculay que permiten identificar el organismo hastaehnle especieon un alto grado de

confianza(Bodour y col., 2003; Kermanshahi y Peymanfar, 2012; Sathe y col., 2012; Saimmai y col.,
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2012ab; Xia y col., 2012;Al-Bahry y col., 2013; Pradhan y col.,, 201Barin y col., 2014;
Chakraborty y col., 20144assan y col., 2014; Kalyani y col., 2014; Mariashobana y col., 2014;
Panjiar y col., 2014; Sharma y Saharan, 2014SAlyegh y col., 2015; Sharma y col., 20%Bya y

col., 2015;Zhou y col., 201pSin embargo no todos los laboratorios cuentan con |pseiments
necesarios para una identificacién a nivel molecular y al igual que en la caracterizacion quimica, no
sepuedeutilizar para estudiar varias muestras de masmnaltanea Es por ello que la mayoria de

los investigadores se conformaancllegar & género bacteriano mediante ensayos con pruebas
bioguimicas, lo cual permite identificar el género de varias muestras a la vez y esto es suficiente para
estimar que tipo de biosurfactante se esta produciendo, ademas que tiene ladeeseajaenos
cost®as queotros métodosmencionadosy estar disponible su aplicacion &n mayoria de los
laboratorios de merobiologia(Nasrin y col., 2007; Vasilev@ionkova y Gesheva, 2007; Viramontes
Ramos y col., 2010; Anandaraj y Thivakaran 2010; Thavasi y col., 2011; Sathe y col., 2BARrAl

y col., 2013; Ali y col., 2013Pradhan y col., 201&hakraborty y col., 2014; Hassanol.¢c 2014;

Kalyani y col., 2014; Pandey y col., 2014; Panjiar y col., 2&b&rma y col., 2025

Sin embargo la desventajaldedentificacién a través de pruebas bioquimicas ragiezn
ocasiones una sola especie bacteriana es capaz de producintefifdipos de biosurfactantes
(Pradhan y col., 2013Es asiel caso deéP. aeruginosda cual es una especie bacterizapaz de
producir tanto biosurfactantes como bioemulsificantes, y la estructura de los mismos varia de acuerdo

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

En este contextonos propusimos mediante el presente trahajtizar la actividad
antimicrobiana de los biosurfactdaas producidospara identficatos, propiedad descubierta
recientmente en estos compuestos y cuyos estudios han sido orientados para la sustitucion de
antibioticos y otrosactividades biomedicagkdrigues y col., 20@6 Rodrigues y Teixeira, 2008;

Olteanu y col., 2011
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Por la capacidd de los biosurfactantes paganerarvariacionesen la hidrofdicidad de la
membrana bacteriardebido a los cambios enleensionsuperficiaj la actiidad antimicrobiana se
generapor los cambios en la permeadiéld de la membrank cualpermiteinducir la formacion de
poros y canales ionicos en la bicapa lipidi€@mo consecuenciale esto se generta
desestabilizacion de la membraabaperturbar la integridad y permeabilidad de la misma. Ademas,
la formacion de poros en la membrana puedeaflev un aumento en el flujo de iones de la
transmembrana, como lo son'NeK”, queresulta en la disrupciéon de la membrana y por lo tanto, la
muerte de la célulaAdicionalmente, al tener la habilidad de alterar la hidrofobicidad de la superficie
de la céula, la adsorcion del biosurfactantes a superficies solidas puede inhibir la bioadhesion de
bacterias, jugando un papel clave en el control de organismos patdgenos, previniendo asi la formacién
de biopeliculasEsta capacidadle los biosurfactantes dimhibir el crecimieito de organismos

patégenos eaplicadaa nivel bacteriano fingico(Mnif y Ghribi, 2015b)

Lo interesantale laactividad antimicrobiana es que si bienaadtscrita en casi todos los
grupos de biosurfactantes y bioemulsificantes, la mis® extremadamente especifica por el
biosurfactante, es decir, que solo un tipo de biosurfactatne dentro de los grupos estudiados presenta
esta capacidad inhibitoria para organisnpagdgenosespecificos. Un ejemplo lo podemos ver
nuevamente eR. aeruginosala cualtiene la capaciad de producir titisos tipos de biosurfactantes.
Sin embargo, solo los ramnolipidos son capaces de presentar una respuesta antimicrobiana,
permitiendo asi la identificacion del posible compuestos tensoactivo que geodsiziendo. Otro
ejemplorelacionado a la especificidad por los organismos patogenedeverse enos lipopeptidos
producidos poB. subtilis los cualepresentan unampliaactividad antimicrobiana en la mayoria de
los agentes tensoactivos que prajuentre ellosdestacarsurfactina e iturinasin embargo, a

diferencia de surfactina, iturina no presenta actividad anitmicrobiana c@rtasagentes flngicos.

Entre las ventajas que ofrece la identificacion de biosurfactantessiparctividad

antimicrobiana es que se pueden estudiar varias muestras de maneransmaultintervalos de
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tiempo cortos (para bacterias y lduaas 1618 horas, para hongos trdiss) para obtener resultados

satisfactorios, y no requiere de equigbse metodologias espedés. Todos los materiales necesarios

se encuentran en la mayoria de los laboratdéasicrobiologia

En la tabla5 podemos ver varios de ests agentes tensoactivos que presentan actividad

antimicrobiana.

Tabla 5. Activida antimicrobiana de varios biosurfactantes y los microorganismos que los pr¢Gaicken
modificada a partir de la publicada Bodrigues y col., 2006a)

Biosurfactante

Microorganismo

Actividad y Aplicacion en biomedicina

Ramnolipidos

P. aeruginosa

Actividad antimicrobiana alta sobre todo en cepas Gf
positivas, propiedades antifungicas y antiadhesiva cg
varias bacterias y levaduras

Trehalosa Mycobacterium Actividad antibacteriana
Glucolipidos — — : -
Soforolipidos Levaduras Actividad antibacteriana
MEL Candida sp. Actividad antibacteriana sobre cepas gram positiva
. Streptococcus | Actividad antiadhesiva contra varias bacterias y levad
Glucolipido . -
thermophilus de muestras clinicas
Actividad antimicrobiana tanto para cepas gram posit
Surfactina Bacillus subtilis como para gram negativas y propiedades antifungic
Actividad antiadhesiva
Actividad antimicrobiana y propiedades antifungicas,
Lipopeptidos lturina Bacillus subtilis | la excepcion de especies del gérfausarium. Actividad
Antiadhesiva
. Lactobacillus Actividad antiadhesiva de P. aeruginosa y varias bact
Surlactina ! s .
acidophilus entericas
Lichenisina Bacillus subtilis Actividad antibacteriana
Acidos grasos | Fosfolipidos P. putida Actividad antiadhesiva de S. aureus y S. epidermig
. s Actividad antiadhesiva de S. aureus, S. epidermisy e
Emulsan Manoproteina S. cerevisiae

albicans

No identificado

Lactococcus latis

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

Bioemulsificanteg

No identificado

Lactobacillus
paracasei spp.

Actividad antimicrobiana contra gran variedad de
bacterias y levaduras

Acido graso

Halomonas sp.

Actividad antimicrobiang propiedades antifungicas

Antecedentes

1. Antecedentes internacionales

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

vez en 1895 por Misyoshi, quien reportd la degradacién de parafina por accion microbiologica y

varios anos después, Bushnell y Hass (1941) fueron los primeros estiderna capacidad de las
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bacterias de producir biosurfactantes, utilizando las cepagatgnebacterium simplexy
Pseudomonasaciéndolas crecer en un medio mineral minimo, el cual tenia kerosen, aceite mineral

o parafina (Van Hamme y col., 2006; Sad&farta y col., 2015). Desde entonces numerosos estudios

se han centrado en los mecanismos involucrados en la produccion y funcién de los biosurfactantes
(Zobel 1947; Saenklarta y col., 2015). Muchos tipos de especies de microorganismos, como
bacterias, leaduras y hongos son capaces de degradar hidrocarburos, y las bacterias han sido
descritas como mejores agentes productores de biosurfactantes. Sin embargo, la razén exacta por la

cual los microorganismos producen biosurfactantes no es del todo claraNeata y col., 2015).

La recuperaciéon de crudo en zonas impactadas mediante el uso de microorganismos fue
propuesta en 1920 y mayormente aceptada a principios deErfiBdlas tecnologias conocidas para
la recuperacion de crudo (EORgnemos la llamad MEOR, en la cual seasan los mismos
microorganismos presentes en la zona de explotacion petrolera para megataaceiondel crudo

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

Originalmente, los biosurfactantes llamaron la atencion como ageatas disolver
hidrocarburos a finales de 1960, siendo considerados como potenciales sustitutos de los surfactantes
sintéticos, especialmente en las areas de desarrollo de la industria de alimentos, farmacéutica e
industrias de aceites. Los surfactanteséticns usados en la actualidad usualmente son téxicos y
dificiles de degradar por microorganismos, causando dafios al medio ambiente&daryzcol.,

2015). Sin embargo, no es sino hasta finales de 1970, después que se reconoce el impacto de los
surfactantes sintéticos en los procesos de recuperacion de zonas contaminadas con crudo, que se
considera la posibilidad de utilizar los biosurfactantes en los procesos de biorremediacion,
empleandose principalmente en tecnologias de recuperacion de crimdmdailla accion de los
microorganismos. (Shennan y Levi 1987; Cameotra y Makkar, 12@8himapathy y col., 2010);

YafiezOcampo, 2013iang y col., 2014
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Entre los estudios de biorremediacion méas relevantes que utilizandolos biosurfactantes,
destacaraquellos relacionados con la biodegradacion y el lavado de suelo, mientras que en los
estudios de MEOR, resalta la capacidad de recuperar crudo medigmtallgcion in situde

biosurfactantes.

La habilidad de los biosurfactantes para acelerar la dagydadde los compuestos organicos
mediante los agentes biodegradadores, como microorganismos y plantas, entre otros, ha sido
ampliamente estudiada para diversos contaminantes, sobre todo aquellos derivados del crudo, como
lo son hidrocarburos alifaticosyaméaticos, ramificados y ciclicos. Los trabajosBiekay y col.,

(1999); MartinezZCheca y col., (2007); Nievas y col., (2008); Franzetti y col., (2@Syyori y col.,

(2009); Redy y col., (2010); Kang y col., (2018gimmai y col. (2018 y Barin y col., (2014)han
demostrado la capacidad de los biosurfactatnes, ya sea que fuesen producidos por microorganismos
durante la inoculacion o incorporacion directa de los mismos, para degradar gran cantidad de
derivados de hidrocarburos en condiesrde laboratorio, registrando tasas de degradacion de los

hidrocarburos hasta de un 90%.

Ademas de los procesos de biodegradacién, otros de los usos de los biosurfactantes son las
tecnologias involucradas en los lavados de suelo, y como puede sustilsugactantes sintéticos
usados para estos mecanismos de limpieza. Varios reportes (Urumy col., 2006; Franzettiy col., 2009;
Franzetti y col., 2008; Lai y col., 2009; Kang y col., 2009), han demostrado que, no solo la
combinacion de los biosurfactastcon surfactantes sintético aumenta la tasa de remocién de crudo
de las muestras de suelo contaminado, sino que la presencia de estos compuestos han mostrado una
mayor tasa de remocién con respecto a la encontrada en los surfactantes sintéticas, solos
combinados con otros surfactantes, mostrando asi su capacidad de poder reemplazar incluso los
surfactatnes mas 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 biosuttates, es que estos puede iniciar los procesos de
biorremediacion mediante la inoculacién de los microorganismos productores dentro de las areas
impactadas, sin necesidad de una caracterizacion quimica previa al inicio del proceso de
biorremediacion, comdo demuestran Das y Murkherjee, (2007), quienes al aplicar cultivos de
bacterias productoras de biosurfactantes en muestras de suelo contaminado con hidrocarburos,
reportaron un descenso en la concentracion de crudo inicial presente en el suelo. dliedmasph
y Joseph, (2009) utilizaron directamente cultivos bacterianos sobre lodos petrolizados de tanques para
el almacenamiento del crudo de los procesos de extraccion. En sus resultados no solo reportaron altas
tasas de biodegradacion de los derivat#osidrocarburo, sino que también con el uso solo del cultivo
bacteriano encontraron una alta tasa de remocion de productos que disminuian la calidad del crudo,
facilitando asi los tratamientos posteriores para la recuperacion del crudo deseado w@strla ind

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

Si bien las tecnologias MEOR, no estan totalmente separadas de los procesos de
biorremediacidn, estan mas orientadas a la recuperacion de cradtedos procesos de extraccion
y almacenamiento de crudo y durante los procesos de refinacion, con el fin de aprovechar al maximo
el material extraido y disminuir la produccion de desperdicios que pueden actuar como
contaminantes. Pornsunthorntawee y.,c(2008), Bordadi y Konwar (2008), en condiciones de
laboratorio demostraron que la tasa recuperacion de crudo no solo es mas eficiente, tanto con la
introduccion de biosurfactatnes, como con la de microorganismos productores, con respecto a la
reportala 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 durantdréccién. Por otra parte, en
relacion a las aplicacion@ssitu, ademas del trabajo de Joseph y Joseph (2009), estan los de Jinfeng

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

gasto energético requerido, reportando buenos resultados.

Sin embargo en la actualidaayn con todos los trabajos planteados, y a pesar que es una de
las practicas comuseen MEOR, no hay muchos reportes del uso en esta tecnoca de biosurfactantes
y biopolimeros producidos por microorganismos (Van Hamme y col, 2003; Mondrangén Mora 2011).
La principal razén para ello, es que laguccion de biosurfactantesx(situo in situ), siempre se ha
visto en desventaja con respecto a los surfactantes sintéticos, debido dagpeodnccion de los
biosuerfactantes se genera un mayor gasto econémico, requiere un mayor tiempo para su produccién
a gran escala y a las limitaciones en deteccion de microorganismos capaces de producir
biosurfactantes. Razénes por las cuales, las principales investigaciones realizadasen los ultimos
tiempos estan orientadas al mejoramiento en los procesos de produccion por fermentacion, estudios
genética, y aplicaciones a escala comercial. Esto se ha llevado en conjunto al mejoramiento de los
procesos de deteccion de biosurfactantes, desarrollando metodologias mucho mas precisas y eficaces

(Desai y Banat, 1997).

2. Antecedentes nacionales

Como pais petlero, Venezuela no &slibre de los efectos generados por la contaminacién
de hidrocarburos, asi como tampoco se desconoce el potencial de la biorremediacion para recuperar
dichas zonas contaminadd& este sentido,esha generado una extensa biblidigraue esta solo
orientada a procesos de bmnediacion y la caracterizacién de la las comunidades microbianas que
pueden utilizarse con este fin (Gaspar 2002; Le6n y col. 2009; Windevoxhel y col., 2009ab; Chirinos
y col., 2010; Barrios, 2011; Windevoxhg col., 2011; Zamora y col., 2012). Dentro de la
caracterizacién de las comunidades microbianas, se destaca la capacidad hidrocarburoclastica de
estos agentes microbianos, asi como la capacidad de hidrolizar compuestos aromaticos, también el

potencial @ra ser utilizada con el fin de promover la produccién de biosurfactantes.
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Entre los primeros trabajos que podemos encontrar relacionado a la produccion de
biosurfactantes en Venezuela es el de Rocha y col., (1992), en el cual, se estudi6 la capacidad de
produccion de biosurfactantes de cepas aisladas de distintas fuentes de extraccién de crudo.
Encontraron que 8 aislados bacterinos eran capaces de producir biosurfactantes y que generaban
cambios significativos al crudo utilizado como fuente de carbentie los cuales destacan la
capacidad de romper la capa de crudo en pequefias esferas, cambios de coloracion, dispersion de
crudo, entre otros. Con estos 8 aislados bacterianos, se concentraron en el estudio de dos, los cuales
presentaron los mejores viados en los cambios ocurridos en el crudo. Asi, ambas cepas fueron
identificadas com®seudomonas aeruginofdEOR 171 y MEOR 172) y se procedio a estudiar las
condiciones de produccion, asi como las capacidades tensoactivas de dichos biosurfactantes
producidos los cuales fueron identificado como ramnolipidos, y presentaban la hablidad de reducir
la ten$on superficial de 72 mN/m a 29 y 27,5 mN/m respectivamenggalddo a la conclusion que
son excelentes agentes para procesos de recuperacion déEDiR)p como lo son el transporte,
limpieza de tanques de almacenamiento, descontaminacidn de areas impactadas y tecnologias MEOR.
Este trahjo podria considerarse como pionerolos estudios de produccion y caracterizacion de

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

A partir de este trabajo, se presenta una gran cantidad de reportes en relacion a los estudios
de produccion de biosurfactantes. Bastardo y col., (1996) estudi6é la cinética de credil@iento
bacterias aisladas de las aguas de formacién provenientes de una fosa de desecho de crudos pesados
ubicada en la Faja Petrolifera del Orinoco (FPO), y los resultados mostraron la capacidad de degradar
algunas fracciones de crudo, asi como la capadéadducir la tension superficial de 59,0 mN/m a

40,5 mN/m a las 120h y la formacion de emulsiones estables en las interfaceugigua

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

aisladas de fosas de ce&n de la compafiia petroleCarpoven. Estas bacterias fueron seleccionadas
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luego de una serie de pruebas bioquimicas de actividad enzimatica que merrotigocer a su
capacidad para degradar y metabolizar ciertos sustratos. Determiné la cinética de crecimiento bajo
estos tres sustratos y determiné la presencia del biosurfactante mediante la medicién de la tension
superficial. Finalmente, incliy6 la deteimacion de la estructura del mismo mediante la
caracterizacion quimica. El trabajo de Hernandez implicé una preseleccién de las cepas de acuerdoa
su perfil fenotipico especifico, ademas, también determiné en este consorcio bacteriano, que la fuente

de cabono idénea para la produccion de biosurfactante erala sacarosa.

Trabajos posteriores relacionados al estudio en la produccién de biosurfactantes a partir de
cepas previamente seleccionadas, bajo condiciones limitantes de crecimiento (Arauj@gogol.,

Sulbaran y col., 2002; Angulo y co2015.

Otros trabajos (Sulbaran 2002; Ledn 2008; y Gaspar 2009), reportaron la deteccién de cepas
con potencial de produccion de biosurfactantes mediante el estudio de la actividad emulsificante,
medicion de la tension superficial, la caracterizacion de la dathiemolitica, capacidad de utilizar

crudo y acetato como fuente de carbono.

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

prueba indica la presencia de cepas con potencial, pero esta no es capaz de producir biosurfactantes.
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Entre los trabajos realizados en la investigaale biosurfactantes, encontramos que Kumar
y col., (2006a) lograron la produccién de biosurfactantes por la Pgpadomona putida
degradadora de hidrocarburos aromaticos poli ciatisaliante la medicion de la tension superficial,
dispersion de aceif®SM), colapso de la gota (DC) e indice de emulsificaciés).(Ese mismo afio,
Kumar y col., (2006b) utilizaron los mismos métodos, esta vez para medir la produccion de
biosurfactantes nuevamente deseudomona putidapn el fin de estudiael nivel debiodegradacion

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

Continuanco con sus investigacion&umar y col., (2007), utilizaron nuevamente estos
meétodos junto con la adiciéon de la medicion de la actividad hemolitica y el estudio de la adherencia
bacteriana a un hidrocarburo (BATH), en el estudio de la produccion del biosurfactante producido
por la cepa termdfilaBacillus sp. DHT, aislada de un suelo contaminado con hidrocarburo.
Finalmente Kumar y col., (2008) reportan nuevamente el estudio la produccién de biosurfactante de
la cepaPseudomonas aeruginoBed T2, aislada también de un suelo contamineon hidrocarburos,
con todos los métodos mencionados anteriormente e incluyendo en esta ocasion el Agar Azul
suplementado con CTAB, esto con el fin de poder caracterizar la presencia de ramnolipidos

producidos por esta cepa.

En todos sudrabajos, Kumary col., (2006a, 2006b, 2002008) no solo utilizé varios
métodos de detaccidn, 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., 2008asi como periodos de tiempo muy cortos (24 horas; Kumar y col., 2006b)
0 medianamente largos (4 dias; Kumar y col., 2006a, Kumar y col., 2007; Kumar y col., 2008), de
acuerdo a la fuente de carbono utilizada. Sin embargo, todos estos trabajos estataaiodén
estudio de cepas especificas, mas no a el uso de dichos métodos para la deteccion de cepas con el

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

emulsificante y tension superficial.

Si bien hay una gran variedad de trabajos, no podemos encontrar alguno en el cual se haga
una deteccion de la comunidad baeteai 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 produccién por distintos parametros como lo son factores ambientales o tipos de
sustato a utilizar, y finalmente también incluyan una ifentificacion de aquellos compuestos que
presenten caracteristicas tensoactivas. Mas aun el termino bioemulsificante que sabemos es de gran
importancia en la identificacion de estos agentes no ha sidgmaddl Este tipo de estudios es muy
importante pues requiere de una caracterizacion correcta del tipo de compuesto que se esta
produciendo para poder desarrollar la tecnologia adecuada en la produccién de dichos compuestos,

sobre si el proceso de biorrerragion esn situ

Es importante destacar gque Venezuela como pais petrskerequeriria actualizar las
metodologias implementadas en relacidn a la deteccion de cepas productoras de biosurfactante y su
utilizaciéon en diferentes ambientes, tomando en teugne algunos de estos productos son mas
eficientes en ambientes acuaticos. Mientras que otros son mas apropiados para la remocién de
metales, y otros en la recuperacién mejorada de crudo MEOR, lo que implica que, dependiendo de

los objetivos de la invagfacion, habria que considerar el tipo de biosurfactante a utilizar.
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3. Hipotesis
El ensayar métodos cuantitativos, cualitativos y de actividad especifica para seleccionar cepas
productoras de biosurfactante y/o bioemulsificante, permitird obtener undabogia alternativa

eficiente para la seleccion de cepas bacterianas con esta capacidad.

V. Objetivos

1. Objetivo General

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

de forma eficiente la seleccion de cepas con esta capacidad.

2. Objetivos epecificos
1. Determinar si el tiempo de incubacion y diferentes fuentes de carbono afectan la produccién

de biosurfactanes y/o bioemulsificantes.

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

bioemulsificantes

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

y la caracterizacién quimica de dichos compuestos.
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V. Metodologia

1. Seleccion de las cepdsacterianascon potencial de produccion de

biosurfactante

1.1Seleccion de las cepas

Se seleccionan aislados bacterianos del cepario del proyecto Mision Ciencia, "Desarrollo y
validacion de nuevas tecnologias para el saneamiento ambiental de pasivos generados por la actividad
petrol er a. delafosapetroleraliGe6i1, (e RsaMeteorizadadel bloque Junin FPO,

l ocalizada a 8A5507,aBeftadhadd unosy30 &fBSAgUNAIB idforntacicho 6 W
suministra por PDVSA respecto al proyectctualmente la fosa se encuentra inactiva y presenta un

proceso de meteorizacion, y el tipoatado ahi depositado es medidiviano.

Entotal se seleccionaro®3 cepas bacterianas que presentaron un perfitfpico especifico, es
decir,se caracterizaron por presentar una respuesta positiva al crecimiento en caldo de petréleo (Cu+),
indicadorde 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 fosd G-276-F1.
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1.2Construccion de cepario

Las cepas seleccionadas fueron activadas en viales con 3 ml de Caldo Nutritivo (CN), y se
incubaron a 37 °C por 248 horas.Luego se sembrargmor agotamiento en placas de AN, para
verificar el estado de pureza de lapas. Tras comprobar que las muestras seleccionadas solo
presentaran un morfotipo bacteriano, se procedié a constituir el cepario a ensayar, tomando una
muestra de la placa y sembrandola por agotamiento en tubos con AN en forma de pico de flauta e

incubaabs a 37 °C por 248 horas, para asegurar el crecimiento de las mismas en los tubos.

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

a temperatura ambiente hasta su préximo uso.

2. Obtencion del biosurfactante

2.1Produccion del biosurfactante

Las cepas seleccionadas se activaron en 15 ml de CN, y se incubaron a 37 °C por 24 horas.
Posteriormentee usounaconcentracion bacteriana utéindo solucion salina al 0,85a turbidez
dela solucion Mcfarland N°2Zomopatrén para la concentracién de las bactdjiéidassan y col.,

2014)

Una vez preparada la muestra, se tomé una alicuota de 4 ml de la cepa y se mezcl6 en fiolas de
125ml de capacidad, con 36 ml de Medio Minimo Salino (MMS) (Barrios, 2011). Se esdteftiéto
de distintas fuentes de carbono sobre la produccién de biosurfactante al comparar: Glucosa, Acetato
de sodig Gasoily Aceite de OlivaPradnya y Dhiraj, 20144assam y col., 2014) Todas las fuentes
de carbono se agregaron hasta alcanzar unamwacion final del 2% v/v (Pradnya y Dhiraj, 2014;
Hassamy col., 2014)as mismas fueron incubadas a temperatura ambRradr{ya y Dhiraj, 2004

en un agitdor orbital a 50 rpm, por siete dias (Kalyariol, 2014) y por duplicado.
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Durante los sietelias de incubacion, se hicieron observaciones referentes al crecimiento y la
presencia o ausencia de biopeliculadicionalmente se clasifiaron de manera cualitativa los
niveles de crecimiento encontrados de la siguiente maf@era se observo turbéd en el medio;

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

presencia denateria en suspension.

2.2Extraccion debiosurfactante

Cumplido el tiempo de incubacion, tres y siete dias respectivamente, tedzep#s fueron
centrifugadas a 4500 r.p.m durante 30 minuktesséam Yy col., 2014l sobrenadante de las cepas
para los métodos cualitativos y cuantitativos, y el pellet que contiene el material bigaracka
prueba de BATHAmMbos fueron almacenadast °C(Anandaraj y Thivakaran, 201Thavasi y col.,

2011).

3. Metodologia para detectagmas Productoras de Biosurfactante

Todas las pruebas se realizaron por triplic&utilizoPseudomona aeroginosgroviente de
la muestra B919, del mismo proyecto diin Ciencia como control positivpara las pruebas de
deteccidn por actividad especificRara los métodos de deteccion de biosurfactantes basados en los
cambios de tensién superficial/interfacial, directa e indireetatiliz6Lauril Sulfato de Sodi¢SDS)

al 2%como control positivy como control negativagua destilada

3.1Estudio de Produccién de Espuma

Durante el periodo de incubacion sefialad@! punt®.1, se hizo seguimiento a las cepassa |
4,5, 6y 7 dias de iniciada la incubacérblisqueda de agentes espumpsosioun indicadoesde
la produccion de biosurfactante (Barrios, 2014y cepas fueron clasificadas segln su capacidad de
producir espuma erk)(no productoras; (+) formacion de microgotas; (++) formacion de ligera capa

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

La actividad hemolitica se midié alocular por puncién una colonia de las cepas en AN, en
placas de Agar Sangre suplementadas con sangre desfibrilada d€50gri)p e incubadas a 37 °C
por 4872 horas. Al momento en que se realizé la prueba, con ayuda de una varilla de aluminio, se
procedi6é a calentar la punta y a abrir unos pocillos en las placas de agar, con una profundidad de 5
mm (Gunther y col., 20055e consideraran positivas aquellas cepas que paesenbha zona clara

alrededor de las colonig&nandaraj y Thivakaran 2010).

Las cepas se clasificaron utilizando como criterio el diAmetro del halo atisaairededor de las
cepas: {) no presenta henisis; (+) hemolisis completa connuhalo de diametro <1 cm; (++)
hemdlisis completa con un halo démlietro >1 cm pero < 3 cm; (++hgmolisis completa con halo
de diametra® 3 cm, (Youssef y col, 2004). Adicionalmente, se clasificaron de acuerdo al tipo de
comportami ent o-hethélisis sb mdsemta cudndoadcelonid esta rodeada por una zona
di fusa de -kewdlisisrcuandd fa dofonia ebta rodeada par ure 0 n a -leindigisa, y 9
cuando no se presenta ninguin cambio alrededor de la colonia, (Carrillo y col., 1996; Saravanan y

Vijayakumar, 2012)

3.3AgarAzul

La presencia de un biosurfactante/bioemulsificante, se determindé mediaratisleza idnica
a travésdel método delAgar Azul. Para ellose prepararoplacas deagar medio minimo mineral
(Barrios, 2011)supkmentado cor20 gr/l glucosacomo fuente de carbono §,005 gr/l de azul de
metileno (Siegmund | y Wagner F, 1991). Para la naturalezmica y catiémia del biosurfatante,
se utilizaron0,5 gr/l de Bromuro de hexadeciltrimetilamoniGTAB) como agente catiénicp 0,5
gr/l de sodio dodecil sulfato (SDS) como agemmnico(Saranya y col., 20150\ momento en que
se realizo la prueba&pn ayuda de una varilla de aluminio, se procedié a calentar la punta y a abrir

unos pocillos en las placas de agar, con una profundidad de &uomtiér y col., 2005)
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En cada pocillo del agar, utilizando un asa de platino, se agregé una muestraideados
bacterianos activados en Qs placas incubaron a 37 ior 4872h(Saranya y col., 20)5siendo
revisadas periédicamente. Una vez cumplido el tiempo de incubacion, se almacenaron a 4°C durante
24 horas, con la finalidad de oscurecer los hidosiados en el medio, permitiendo asi una mejor
observacion de aquellas cepas que presentasen bajas concentraciones de biosuGacttirey (

col., 2005).

Las cepas se clasificaron utilizando el siguiente criterip:a@isencia de algin tipo de
pigmentacion; (+) pigmentos visibles en el pocillo; (++) pigmentos alrededor del pocillo; (+++)

pigmentos alejados del pocil{Binzon y Ju, 2009)

3.4Producciorde Lipasa

La capacidad de producir compuestizgradadores déidos (ipasg, serealiz6al estudiarel
comportamiento de las cepasctmiianas al crecer en mediaya composiciorserd del gr de
peptona, 0,5 gr de NaCl, 0,09dde CaCl2, 1.5 gr de Agar 1 gr de Tween 80 en 100 ml de agua
destilada (Vanavil y col., 2013)a produccion déipasa senedib al sembrar por agotamiento una
colonia de las cepas sembradas en &Ms placas del medio mencionado, y que luego se irfaubar
durante 7 dias28 °C (Lakshmipathy y col., 201Q)a hidrélisis del Tween 80 se obséal encontrar
un halo alrededode las colonias, siendo esta la evidencia de la produdei@nzimas lipoliticas

(Vanavil y col., 2013).

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

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

3.5Actividad Emulsificante

La actividad emulsificante se deterimedante el indice de emulsion (B%| mezcla2 ml de
kerosén con Il del sobrenadanigue seobtuvo en la seccion (2.3)rechaoei y ol., 2007; Shaik y
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col., 2013Mariashobanay col., 20L4Se considercomo respuesta positiva la formacion de espuma
estable entre las dos fases (organica con kergsanoeosa con el sobrenadanteds 2 minutos de
agitacion en vortexCooper y Goldenberg, 1983 etomaidn las medidas de la altura de la capa de
emulsién (cm) y la altura total de la solucion (@wplualaalas24,48, 72 y 96 horagSuresh y col.,
2007;Lopesy col, 2014)

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

kerosene, junto con la formula
utilizar para el célculo del indicBe

«——— Kerosene — _“emulsion_ % 0 destacan los parametros pa
| | > E24 1 OO A) calcular el indic&24; la altura de la
T } B Espuma total capa de emulsion (E) y la altura tot:

M.

«— Sobrenadante

J

Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuestadaientesta prueba:
() no productora de espuma, (feymacion de emulsion, indice d240% a las 48 horgs(++)
formacion de emulsiérindice e ©40% a las 72 horas, {+) formacion de emulsiorindice deO

40% a las 96 horas.

3.6Adhesiéon Bacteriana a wtidrocarburo (BATH)

Utilizando la biomasaecuperada en la seccif®.2), la cualfue lavadados veces utilizando

solucion salina al 0,86, para evitar la presencia déosurfactantes que pudiesen afectar los

resultados de la pruebXia y col., 2012.

Una vez lavado el material biolégico, estensidié en unespectofotdbmetrdbajo 600 nm, y se
ajustola concentracion bacteriareaun rango de lectura de @46 de D.O. mediante dilucion seriada
consolucién salina al 0,85%/an der Mei y col., 1995).uego, se tomaron 3 ml de esta solucién
bacteriana y se mezclaron con 150 pl de c{M&m der Mei y col., 1995; Thavasi y col., 201dor
triplicada La mezcla se agitd por vortex duraBtminutos, formado dos fases, la fase organica que
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contiene el crdo, y la fase acuosa que contiene el material biol6gico. Tras la agitacion, se permitid
la separacion del hidrocarburo y la fase acuosa durante {Tiaraasi y col., 2008; Thavasiy col.,
2011) Finalmente, se recuperé la fase acuosa del nediayudale una micropipetay se midio la
densidad éptica de la mism@h@vasi y col., 2008Thavasi y col., 2011). Para la estimacién de la

hidrofobicidad de las células, se utilizé la siguiente férmula:

Figura 6. Formula utilizada para el calculo gercentaje de

" N bacterias que adsorbieron el hidrocarburo. Ao=lect
O p (A)p mn ID obtenida antes de la agitacion con hidrocarburo. A= lec

obtenida tras la agitacién con hidrocarburo

Donde Ao representa la lectura de la fase acuosa originakeprAsenta la lectura de la fase

acuosa tras ser agitado con el hidrocarlfWalter y col., 2010)

Las cepas se clasificarde acuerdo a los resultados al porcentaje de adsorcion de las células
de la siguiente manera) 0-39% porcentaje de adsorcide las células; (+) 469% porcentaje de
adsorcion de las células; (++)-80% porcentaje de adsorcion de las células; (+++) >90% de

porcentaje de adsorcion de las células (Thavasiy col., 2011).

3.7Prueba con Para FikM

A 2 ml de sobrenadante se les agrega gota de azul de metileno. Luego se tomaron 10 pl de
esta mezcla y se colocaron sobre un fragmento de Pardkimegurandose de dejar una gota sin
perturbar sobre este. La forma de la gamexaminada 1 minuto después de ser colocada sobre el
ParaFilm-M. Si la gota mantvo su forma entonces, se conséleomo negativo, mientras que si la
gota toma una f or ma pépesitiva Kayaniiyca.]28lsad, se consi d
Para este trabajo, se establecieron los siguientes niveles de respuestadaicentesta prueba:
(-) no cambia su forma; (+) la gota colapsa tras 1 minuto; (++) la gota colapsa a los 30 segundos,

(+++) la gota colapsa inmediatamente.
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3.8Método décolapso de la gotanodificado(DC)

Esta metodologia se redien un kit de paéstireno de 96 pocillod2,7x 8,5 cm) Antes de su
uso en la prueba, dicho kiebe setavado tres veces en agua caliente, seguidetateol al 95%y
finalmente en agua destila@@odour yMiller-Maier, 1998 Pemmaraju y col., 20}2Tras esta
preparacion, cada pocillo del lseculrié con 2 ul de aceite para motor 1080 marcaCastro)
asegurandoseée que todo el pocillo quede cubierto de aceite. La capa de aceite en los pocillos se
dejarareposar durantg hora en un cuarto a tesmatura ambientgara aseguragsie que estaea
uniforme en todo gbocillo. Finalmenteseagregarorb ul de alicuota del sobrenadanéeuperado
en la seccion 2.2n un angulo de 45° sobre el pocillo. Los resultadabservaronrasl minuto de
haber agregado la alicuota. Si la gota de alicuataaséuvointactg entonces se considera negativo.

Si la forma de la gota se disp&en el pocillg se considera positivo (Bodoumiller-Maier, 1998).

Las cepas se clasificaron de acuaxtiocapacidad de dispersion de la gatars la capa de aceite
de la siguiente maner&) (sin dispersiérde la gota (+) dispersién pequefia de la gofa+) gota

medianamente dispersa++) amplia dispersion de la gota ¢Mulla., 2010.

3.9Dispersion deaceite (OSM)

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

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

Para determinar las cepas capaces de prothimsurfactantes, 5 ml de agua destilada se
agregaron a una Placa de Petri pequefia (3,5 cm). Luego se colocaron 40 pl de aceite de motor (para
vehiculos) usado sobre la superficie del agua, formando una capa homogénea sobre la misma.
Inmediatamente se agagn 40 pl del sobrenadarde la seccion 2.3 centro de la capa de crudo.

Se considerd una respuesta positiva la dispersion de aceite en agua, al observarse una zona clara sobre

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

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

Se determia la tension superficialSFT) de las muestra por mediodel método dda forma
asimétrica de ungota colgantg¢Van der Vegt y cql1999), utilizando el Tensiémetro de gota del
laboratorio de Espectroscopia Laser de la escuela de quimica de la UCV.

Previo a la medicion de la SFT, se tomé 1 ml de todas las muestras, el cuextfifagado
nuevamente en una microcentr i f wealten wsresditddos con el
Una vez cumplido este paso se recuperd el sobrenadantelmame@d en viales previamente
esterilizados y se procedi6é con la mediciBara ello, se tomaratD0 pl desobrenadante y se dejo
caer en forma de gotéente a un&dmaraAl momento de caer la gota, se tomaba una fotografia de
este y con ayuda de un grama computarizado se determinaba la tensidon que presentaba la gota al
momento de caer, la cual, dependiendo de la tensién superficiaWanialer Vegt y col., 1991;

Asahiro y Demarquette 1999)

Experimental chamber - Syringe Syringe

LS # ITuminating|
Camera Lenses system
i Pendent
drop

Computer R=a

Vibration-proof table

Figura 7. (A) Representacion esquematica del equipo utilizado para la medicion de la tension superficial a partir de la
la gota de una solucion. (B) Evaluacion del radio de curvatura del apéndice de la gota con la fotraplacdg como se
registran los canibs en la tensién superfigdCuanto la tension superficial disminuye, el radiqéh este caso a) disminuye €
relacién al radio R(en este caso)REstos cambios afectan directamente los resultados en la ecuacion Laplace y se registr
un descensdentro de los valores iniciales de la tensién interfafiimagen modificada a partir de la publicadafeashiro y

Demarquette 1999)
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Las cepas se clasificaron de acuerdo al nivel de la SFT de la siguiente maneraay actividad
surfactante; (+) tensién superficial entre @1 mN/m; (++) tensién superficial entre-80 mN/m;

(+++) tensi-n superficial 040 mN/m (Thavasi vy
4. Seleccion de cepas productoras de Biosurfactantes y Bioemulsificantes

Se seleccionaron aquellas cepas presentasen como minimo una categoria de respuesta nivel
2 en la mayoria de las pruebas y cuyo rango de respuesta en la medicién de la tensidalsupe
estuviera entre (++#)ara los bioemulsificantgs(+++) para los biosurfactanteal menos en dos de

las fuentes de carbono utilizadas
5. Extraccion del Biosufactante.

Para la extraccion del biosurfactante, se utiliz6 el métodmodeformo:metano(2:1) (Qiao y
Shao 200; Chakraborty y col., 20)4Las cepas seleccionadas y crecidagylicosa, para evitar
alguna reaccion de los solventes con las otras fuentes de caylsmwolvieron a centrifugar para
garantizar una mayor pureza del compuediad y Shao 200). Posteriormente se tomé una alicuota
de 10 ml de sobrenadante y se le agreg6 acido sulfarige(i al 96% hasta ajustar el pH a 2.
Seguidamentese agreg6é en igual volumen la mezcla cloroformo:metafll) y se agib
vigorosamente pornos minutoshasta lograr una mezcla total de los componebgsparicion de
un precipitado blanco sera el indicador de la presencia del biosurfg@hateaborty y col., 2014)

Luego se dejaron las muestras evaporar durante la noche en la estu@(®i4s Y Shao 200).

6. Caracterizacion del biosurfactante

6.11dentificacion de los géneros bacterianos

Las cepas seleccionadas fueron caracterizadas a través del comportamiento microbiolégicoy los
resultados de pruebas bioquimicas, como lo son: Tin@i@m, Fermentacion de Carbohidratos
(Glucosa, Latosa, Sacarosa, Fructosa, Maltosa, Manitol, Inositol y Xylosa), ProducciéS,de H

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

Agar Cetrimide (ViramonteRamos y col., 2010; Ali y col., 2013).

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

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

6.2Medicion de la actividad antibacteriana

Para la medicion de la actividad antibaictea se utiliarael método dedifusion por discos
también conocido como método H@rby-Bauer en el cualplacas de gar Mueller Hinton, se

sembraén para formar un césped de distinggneros bacteriangkotfabad y col, 2013)

Las bacterias patdgenas seleccionadas para este trabajo fBssuttomona aeruginosa
Staphylococcus epidermiStgphylococcus aureydBacillus subtilis; Escherichiacoli; Salmonella
enteridis; Klebsiella sp.; Proteus vulgaris Enterobater aerogeneg Enterococcussp (Al-Mulla,
201Q Lotfabad y col, 2013; Ramachandran y col., 20l4) cuales son provenientes del cepario de

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

Dichas bacterias fueron incubadas emi3de caldo cerebroorazon a 37 °C por 24h, para
garantizar su rapido y optimo crecimiento. Posteriormente se ammlan las placas de Agar
Mueller-Hinton 0,2 ml de la cepa y sembroépor rastrileo(Saimmai y col., 2019. Una vez
dispersdo uniformemente el in6culg se agregan 50 ul de sobrenadante a discos Hecm
(previamente esterilizados a 121°C por 5 minytgse luegdueroncolocados directamente sobre el

medio. Las placaseincubaon por 1618 horas a 3 °C (Lotfabad y col, 2013).

La formacion de un halo alrededor de los discos y que en este no se pueda observar crecimiento
bacteriano sera indicador de que el biosurfactante presenta caracteristicas antibad@erianas.

control positivo, se utilizaron discos de antibiéticos comerciglesabad y col, 2013)
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6.3Medicion de la actividad antimicotica

La determinacién de la actividad antimicotmae pueden presentar los biosurfactasesealib
en base al método de la concentracion minima para la inhibicion (MIC), la cual fue modgificada

ajustarse a los objetivakel trabajo.

Las cepagungicasutilizadas en este trabajo fuerd@andida sp Cryptococcussp Geotricum
sp Aspergillus nigerFusarium sp Penicillium sp(Al-Mulla, 201Q Olteanu y col., 2011;otfabad
y col, 2013 Ramachandran y col., 20l £stas cepas son provenientes del cepario de referencia del

Laboratorio de Ecologia Microbiana del Centro de Ecologia Aplicada del IZET

Este método consiste en la siembrdadecepasle distintas géneros fungic@s) placas de Agar
Papa Dextrosa (PDAH mismo tiempo, en las mismas placassiwcéunagotade sobrenadante
(10-15 ul) directamente sobre afjar, a 2,5 cm del sitio de siembra de la cepa funffieeanu y
col., 2011)Dichasplacas se incuban a 23C (temperatura ambiente) durai@ dias, con revision
alos 3, 5, 7y 10 diaka actividad antimicética consiste en la disminucion visual del crecimiento del

hongo a lo largo de su desarrollo en la pl&iseanu y col., 2011 otfabad y col, 2013).

6.4Determinacion de lz@argaionicadel Biosurfactante/Bioemulsificante

La carga iénica fue determinada utilizando el método de la doble difusion cotABdaly, el
cual cansiste en utilizar una placa de agar agar con un 1% de dureaalynismo se abrieralos
pocillos (Saranya y col., 2015), utilizando la boca de un tubo de ensayo de diametro, 6 proced
calenar la misma y a perforar el ag@®osteriormente se rdiila seccion perforada con ayuda de unas

pinzasestérileqArashiro y Demarquette 1999

En uno de los pocillos se agregaron 100 pl del biosurfactante/bioemulsificaantras que en
el otro se agregaron 100 pl de surfactantes de carga i6nica conocida, los cuales fueron el SDS (0,5g/l)

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

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

7. Efecto del tiempo en la produccion biesurfactantes

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

Transcurrido el tiempo de incubacion se procedid a la extraccién del biosurfactante siguiendo
lametodologia planteada en la seccién (2.2). Conservando tanto el sobrenadante como el material

bioldgico. Luego se procedi6 a realizar todas las pruebas: OSMBAIH; E%, Parafimy SFT.
8. Analisis estadistico

Mediante la aplicacion de un ANOVA de una via se estudio el efecto de las fuentes de carbono
sobre la produccion de los biosurfactatnes, y un ANOVA factorial para el efecto del tiempo sobre la
produccién deviosurfactantesPara estudiar la relam entre las pruebas utilizadsesrealizaraun
analisis de correlacion linear con un nivel de significancia (p<0y0%), indice dePearson y
Spearman Se utilizaron los paquetes estadisticBIATISCAL 3.02, MVSPy Excel para el

desarrollo y graficacion de dichos analisis.
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VI,

Resultadog Discusion

A continuacién se presentan los resultados de los ensayos realizados para la selecciéon e

identificacion de las cepas productoras de biosurfactantes.

1. Produccion de Bisurfactante

de incubacion de sietdiasde las 23 cepas

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

En la Tabla 6, seuestrarios resultados de las observaciones realizadas durante el periodo

Fuente de Carbono
Observaciones : Glucosfa .Acetato de/Sodio : Gasoill . Aceite de OJiva
Nivel de | Nimero del Nivel de | Nimero de| Nivel de | Namero de| Nivel de NUmero
respuesta cepas respuesta cepas respuesta cepas respuestal de cepas
+ 0 + 5 (22%) + 18 (78%) + 4 (17%)
Crecimiento ++ 16 (70%) ++ 13 (56%) ++ 5 (22%) ++ 8 (35%)
+++ 7 (30%) +++ 5 (22%) +++ 0 (%) +++ 11 (48%)
+ 0 + 0 + 13 (56%) + 0
Espuma ++ 1 (4%) ++ 0 ++ 0 ++ 1 (4%)
+++ 0 +++ 0 +++ 0 +++ 1 (4%)
Biopelicula 4 cepas (17%) 3 cepas (13%) 2 cepas (9%) 2 cepas (9%)

De acuerdo a los resultados expresados en la tabla 6, los 23 aislados selecoioniaskyy6
cierto nivelde crecimiento en la4 fuentes de carbono. 15 cepas (65%) mostraron la capacidad de
generar algun tipo de emulsion, al menos en una de las fuentes de carbono, y 6 cepas (26%)
presentaron formacién de biopelicula en alguna de las cuatro fuentes de carbono. Se decidié estudiar
la presencia de la biopelicwa que varios de los mrborganismos 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 obsergla en las cuatro fuentes de carbono, podemos decir que los
resultados més altos, deeronen los medios con glucosa y aceite de olias cepas crecidas en

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

con Viramontes y col., (2010).

Por otra parte, al estudiar la capacidad de emulsionar, llama la atencion que de las 15 cepas, hubo

13 que fueron capaces ger oduci r emul siones de nivel Ai+0 en

Yani camente 2 fueron capaces de producir emul si ol
presencia de glucosa, solamente 1 cepamefitejye capaz
una sola cepa produjo un nivel de emul si -n de n

aceite de oliva. Dicha cepa también fue la Unica en producir algin tipo de emulsién en glucosa.

2. Determinacion de las cepas productoras de biosurtastan

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

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

Tabla 7. Métodos de deteccién por actividespecifica

Nivel de respuestal :grt:gﬁgga CTAB Agar Azul SDS Produccion de Lipasa
- 4 (17%) 18 (78%) 18 (78%) 13 (57%)
+ 5 (22%) 4 (17%) 1 (4%) 1 (4%)
++ 13 (57%) 0 0 7 (30%)
+++ 1 (4%) 1 (4%) 4 (17%) 2 (9%)

Los resultados obtenidos de las pruebas de actividad especifica de biosurfactantes se
muestran en la tabla 7: de las 23 cepas bacterianas, un 83% present6 al menos un nivel de respuesta
positiva enactividad hemolitica, mientras que &l7%, mostrérespuesta negativa, y segéstos
resultados, podriamos suponer que este 83% de las cepas presenta el potencial de produccion de
biosurfactantes, ya que su presencia propicia la ruptura de la moléculas hemoliticas, dando como
resultado la formacion del leetransparente alrededor de la bacteria y, en tal sentido (Catrrillo y col.,

1996 Youssef y col., 200#laza y col., 2006Thavasi y col., 2008plantea que, a mayor didmetro
del halo, mayor sera la concentracion del biosurfactante producido. Contest® @anteamiento,

Youssef y col. (2004), seguido de muchos otros investigadores, determinaron que el tamafio del halo
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es irrelevante en la cantidad de biosurfactante producido, y no existe una correlacion directa de esta
prueba con la produccion de bidgcantes, resultando poco fiable para detectar biosurfactantes por

la complejidad del medidulligan y col., 1984: Makkar y Cameotra, 19%fussef y col.2004:

Satpute y col.,2004, 2010). Sin embargo, actualmente dicha prueba sigue siendo uno de los
principales criterios para la seleccion preliminar de cepas con potencial de produccion de
biosurfactantesMulligan y col., 1984 Makkar y Cameotra, 1997; Kosaric, 20dMavasi y col.,

2008;Satpute y col., 2002010).

Con respecto a los resultados oides en las placas de agar azul, la respuesta fue totalmente
opuesta a la encontrada en la actividad hemolitica: de las 23 cepas ensayadas, un 78%, present6
respuesta negativa, mientras que de las 5 restantes, el 22% mostr6 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 formé un halo uniforme con nivel depasest a &6+ + + 6, mi entras |
mostraron un halo difuso en el medi o, corresponc
utilizando el surfactante SDS, con carga opuesta al CTAB, las 4 cepas anteriores mostraron un nivel
de r es pu emertras queHarcepd con mayor nivel de respuesta en CTAB presentd el menor

nivel de respuesta con SDS.

Considerando que la prueba de agar azul tiene la funcion de detectar biosurfacntes segin su
naturaleza iénica (Saranya y col., 2015), si la ckpeateriana tiene la capacidad de producir
biosurfactantes con carga i6nica, y se encuentran en presencia de un surfactante con carga opuesta,
ya sea negativamente como el SDS, o positivamente como el CTAB, las bacterias con potencial
generaran un biosurfemte con un ion insoluble que precipitgrsera catiénico en el medio con

SDS, o anidnico en el medio con CTAB.

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

de un halo azul, que sera mas definido y de mal@metro a una concentracion mayor del
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biosurfactante, (Pinzon y Ju, 2009). Algo que no se menciona en la bibliografia consultada, es la
posible respuesta del biosurfactante en presencia de un surfactante con la misma carga iénica. En el
presente trabajencontramos ese tipo de respuesta, lo cuallems a planteagque enpresencia de

un surfactante con la misma carga iénica, las condiciones del medio son las indicadas para que las
bacterias puedan producir el biosurfactante en cuestion, y que comousmse de ello, se observe

un halo difuso alrededor de la cepa, que se debera considerar como una respuesta al menos de nivel
60+0. Es importante destacar que esta prueba,

biosurfactantes i6nico$Siegmund | y Wagner F, 199%atpute y col., 2090

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

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

En las figuras 8, 9, 1Y 11 se presetan lagsultados de los métodos cualitativos/cuantitavos

utilizados para la seleccién de las cepas productoras de bioswrfacant
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En lafigura 8 se detaca el hecho de que los métataditativos (E%; BATH; Parafilm; DC
y OSM),seencontréque &80 % de | os ensayos realizadosenpr esen
todas las pruebasmientras que en el método cuantitativo, (SFT), no se encontraron cambios
significativos en la tensién superficiahostrandajue bajo estas condiciones de produccldasoil
no parece ser una fuente eficiente en la produccion de biosurfactantes o bioemulsificantes, pues no se
observé un porcentaje de la poblacion que presentase algun comportamiento similar al de agentes

tensoactivos o emulsificantes.

El acetato de saal mostré resultados similares a los de gasodura9), con la excepcion
de | as pruebas: de E%, donde el6 d4gd3fpcdneelniveds cepas
de respuesta 6+++06. La prueba OSM mntepresentdal 70 % de
menos un nivel de respuesta positiRor otro lado, los resultadde b tension superficiaindican
qgue,em8s del 80% mostr - un ni vel de respuesta 6+0
(Anexo 1V). Estos resultadoson indicadoresde la presencia de moléculas surfactantes
presentarébrmejores facultades comegentesemulsificants, que como agensaeductoes de la
tension superficial indicando que el acetato es idoneo para la produccidniocdenulsificantes

Resultadosimilares fueron reportados peon y Rosenberd1985).

En cuanto a lglucosa Figura 1Q como fuente de carbono, se observé una gran variabilidad
en las respuestas en todas las pruebas. En la prueba de E%, podemos ver que en presencia de esta
fuente decartono de las veintitrés cepas, solamente testraron una respuesa negbat i va O
mientras que diecinueve arrojamore s puest as de ni vel m8s alto O6+++0

fuente de carbono para la produccion de agentes con capacidad eamuésific

Caso contrario es lo que ocurre darprueba de BATH, en la cusblo unacepa fue capaz
de mostrar algo de adherencia al hidrocarbArexo 1V). Estocontradice lo reportado pdieu y
Poralla, (1990y Putri y Cameotra (199/quienesnexperimentos similares al de este trabajo, con

la excepcion del tiempo de incubaciqoe fue mucho mas cortencontraron altos niveles de
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hidrofobicidad bajo la misma fuente de carbono. Adicionalmente, por las observaciones hechas por
Ron y Rosenberg (198, indicanque 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, Parafiim y DC, seuvigron resultados bastante similares, con una
variaciones poco significativa en los porcentajes reportados, como se puede Vigguea [EQ La
pruebaOSM estudia los cambios de la tension superfialabstudiar la presencia de agentes
dispersantesmnientras que las pruebas de Parafilm y DC estudian los cambios de la tension interfacial
mediante el comportamiento de una gota sobre una superficie hidroféfica. Los datos mas similares
los encontramos entre OSM y DC, casi el 50% de los ensayos realizastogromouna respuesta
negatdi,vay &cer ca duwaraspuesthédrd rmeo slt o sy mdivewsdefeysol.,6 + 6
(2004) demostraron gque existe una alta correlacion entre estas dos pruebas, siendo la OSM la méas
sensible de las dos, indica la premncia decepas medianamente productoras de biosurfactante
presencia de glucoskn Parafilm se encontré una tendencia similar a DC, con la excepcion se que
existe un mayor por cent a(Amexodv Finalmentetogresulhdala d os d e
la tension superficial, indican que 48% de las cepas estudiadas muestra la capacidad de reducir
significativamente la tensién superficmlo n ni vel es de r es(hnexeBNtRor ent r e
estos resultados se puede decir que la glucosagaer una fuente idonea para la produccién tanto
debiosurfactantesomo debioemulsificantesEsto es respaldado por muchos investigadores (Bonilla
y col.,, 2004; Morita y col., 2007; Vasllevkonkova y Gesheva 2007; Nasrin y col., 2007;

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

Los resultados obtenidos de las pruebas con aceite de Blgaa 1) como fuente de
carbong vemos quéos valores en E%, encontramos que el comportamiento es totalmente contrario

al observado en glucosa, yaque el 57% aes ensayos realizados-6mostr -

solo un 39% de respuesta positiva alta o6+++06, t
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con glucosaEstos resultados son similares a los reportadoBquaitla y col.,(2004; Morita y cd.,
(2007); Gandhimathi y col.(2009 y Zhou vy col.,(2015, quienes indican que la glucosa presenta

mejoresniveles en el indice de emulsificacion con respecto al aceite de oliva.

Estos resultados pueden estar relacionados con el hecho que el adaiee eleuna fuente
hidroféfica, y para poder acceder a los nutrientes, las bacterias tienen que adherirse a las gotas de
aceite que estan en suspension en el medio, y para ello requieren que el biosurfactante este ain unido
a la membrana de la bacteri@rtonceses posible que la concentraciéon del emulsificante sea
relativamente baja en el medio de cultivo y esta razonla actividad emulsificante es menor que la

registrada en glucosa.

En la figura 11 vemos que las ultimatses pruebas cualitativas restantes presentaron un
comportamiento similar al encontrado en glucosa. Sin embargo, a diferencia de glucosa, vemos que
los valores mas altos registraden la prueba de OSM, estan en las muestras con aceite de oliva,
dondeencontraos | a Ynica cepa de generar uha respuest a
una cepa que fue capaz de generar un diametro de halo por encima de los valores estandarizados
60>++++0. Esto puede ser i ndi c aayamamdyerpmgdueibnen pr es
de biosurfactanteéSegun Youssef y col., (2004) el diametro del halo en la dipersion del aceite esta
directamente correlacionado con la concentracién de biosurfagtdoseresultados de este trabajo
concuerda con lo reportado poHajfarajollah y col., (2014), quienes observaron que al cambiar la
fuente de carbono de glucosa a aceites vegetales, obtuvieron a una mayor produccién de

biosurfactante.

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

insolubles como sustratos (Makkar, Cameotra y Banat; 2011; Hajfarajollah y col., 2014).
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En relacion a las pruebas de Parafilm @,Dos resultados de la figud® y 11 son muy
similares, diferencidndosen el hecho de que dpParafilm, la figura @ muestra un porcentaje
|l i geramente mayor de cepas c oW, merrasuleteralalpouebda + + 6 a |
de DC se observa un mayor porcentaje edcedecepas coc

aceite de oliva que en glucogenéxo V).

Finalmente, en relacion a los valores de SFT diglaa 11, vemos que nuevamente tienen
un comportamiento similar al observado efigara 10 con la excepcion de los valores registrados
en los niveles altos de respuesta. Mientras que los porcentajes obtenidos en los niveles de respuesta
6++06 fueron iguales para ambas fuentes de car bon
guemostraromna respuesta de nivel 60+++6 fue | igeramen

(22% y 13% respectivamente).

Ahora bien, sabiendo por los resultados obtenidos hasta ahora, vemos que el aceite de oliva
mejora la produccion de biosurfactante, ¢potgaemos un menor nimero de resultados con altos
niveles de respuestafa posible explicacion puede ser que estamos en presencia de una poblaciéon
bacteriana con la capacidad de producir tanto biosurfactantes como bioemulsifiestdtes puede
corrobora con los resultados obtenidos en los indices de emulsificacion en presencia de glucosa, y
segun labibliografia, sabemos que la glucosa es una fuente idénea para la formacién de agentes

emulsificantes.

Cooper y Goldenber@1987; Saptute y col., (2010Bozo-Hurtado y col.(2012 y SaptAl-
Bahry y col., (2013)eportan que se consideran cepas productoras de biosurfactantes aquellas capaces
de disminuir |l os valores de t e Mentrasmuesquellesr f i ci al
resultados que correspdan a valores alrededor de 40 mN/m, son considerados como
bioemulsificantesKosenberg y col., 197@ooper y col., 198 Al-Mallah y col., 1990Bodour y

Maier, 2002Plaza y col., 2006
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Esto, junta los resultados reportadaegsta ahorandicaque estamos ante un grupo de cepas
bacterianas que tienen una mayor tendencia a producir bioemulsificante que biosurfactantes.
Adicionalmentelos resultados de los métodos de medicion indirecta de la tension interfacial (DC y
Parafilm)presentaron un may porcentaje decepasconi vel es de respuest as
comparaciora los resultados d@SM, indicandouna mayor actividad a nivel interfacial, propiedad
caracteristica también de los bioemulsificantes, sobre todo de aquellos pertenad&fdeslia de

fosfolipidos(Mnif y Ghribi, 2015H).

El andlisis de varianza (ANOVA de una via 1B;074df=180; p<0,05, p=9,183E08), sefiala
que utilizando distintas fuentes de carbono, al menos una de las medias de la tension superficial es
distintas de las otras tres fles de carbono. En la figura, 52 presentalos resultados del analisis
a posteriori donde encontramos que las mediafpba glucosa y el aceite de oliva son iguales
(0,05<a a=0,255336) Esto indicaque ambas fuentes de carbono preselatamismacapacidad de

generar la disminucién en la tension superficial, independientemente de las cepas utilizadas

Fuente de carbono; LS Means
Current effect: F(3, 180)=13,074, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
68

66
64
62 L
60

58 b

56 1
: /a / a

50

Tension superficial (mN/m)

48

46

Glucosa Acetato Gasoil Oliva

Fuente de carbono

Figura 12. Comparacion de las medias generadda ¢iension superficial por las distintas fuentes de carbono.
letras indican el valor de significancia entre las fuentes de carbono.
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Como pudimos ver coton losdel método cuantitativo confirmamos que en efecto distintas
fuentes de carbono ejercenstititos efectos sobre la produccion de biosurfactantes y
bioemulsificiantes. Con el andlisis de ANOVA, adicionalmenlte se encontriaghécosa y el aceite

de olivapresentan la mismeapacidad de produccién dgentes tensoactivos

Sin embargo, en base a la informacién encontrada en los métodos cualiestiposible

diferenciar ambas fuentes de carbonoeEca® de la glucosagstamostréimportantes cambios en

la tension superficial, mientras queel aceite de oliva fue mas prenso a alargar el tiempo de
produccion de biosurfactantes/bioemulsificantes. Esto puede deberse a que el aceite de oliva esta
compuesto por fracciones carbono lipidicas constituidas por grasas saturadas e insaturadas con
cadenas carbonatadas delBsatonos de carbono, y tomando en cuenta que la concentracion de
nitrégeno y de lipidos quienes estan entre los factores que afectan la produccion y limitan la capacidad
de produccién de biosurfactante, hasta que la degradacion total de lipidos y la fuetrtydemi

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

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

extracelular.

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

el glicerol, y la fructosa, se comportamn@o metabolitos primarios, mientras que en presencia de
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compuestos organicos 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 deva fueron los sustratos mas idoneos para la
produccién de biosurfactantes/bioemulsificantes, encontramos que el gasoil y el acetato de sodio no
presentaron indicios de produccion de biosurfactantes. En presencia de acetato de sodio, las cepas
selecciondas mostraron un comportamiento similar al observado por bioemulsificantes, como lo
reportado por Rosenber y cd1.985),quienes también indican que esta fuente de carbono no es la
mas idénea para estudios de produccion de biosurfactantes. Por ottodadeultados con gasoil,

a pesar de ser una de las fuentes reportadas como potencial sustituto de las fuentes mas utilizadas, no
mostré indicios de produccién de biosurfactantes, o bien no fueron registrados en el tiempo de
inoculacion utilizado. Sin ebargo, no se descarta la posibilidad de la presencia de bioemulsificantes

por el hecho que no es solo una fuente hidrofébica sino también es un hidrocarburo. Posiblemente la
baja produccion registrada se deba a que como hidrocarburo de cadena cortyriglctaate
producido fue consumido inmediatamente, debido a la baja energia que proporciona esta fuente de
carbono a las bacterias. Resultados similares fueron reportados por otros Rateeabdrg y col.,

1979;Plaza y col., 2005; Suresh, Mody y JI2007; Nasrin y col., 2007)

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

Tras realizar las pruebas de seleccién se determind que de las 23 cepas con potencial de
produccién 14 mostraron la capacidad de producir biosurfactante/bioemulsificantegst@Gsn
resultados, se decidi6é realizar el proceso de extraccion. Para ello se tomaron las muestras
correspondientes a glucosa, no solo por tener el mayor nimero de resultados positivos entre los
ni vel es 0 +Anedo |V, sido+también péra evitda interferenéa por la presencia de

microgotas de aceite de oliva presentes en las muetgrasuerdo &orita y col., (2007).
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Figura 13. (A) Observaciones de la extraccion del biosurfactatiesagregar los solveni€epa MN3L1 a laizquierda
y cepa MN34 a la derechgB) Observaciones de la extraccion del biosurfactamtas el tiempo de incubacién, ur
vez evaporados los solvent@epa MN31 a la izquierda y cepa MN8a la derecha

De las l4muestrasseleccionadas pata extraccion, solo Sueron capaces de formar el
precipitado blancasperado por este método de extrac§MesilevaTonkova y Gesheva, 2007;
Thavasi y col., 2008; Anandaraj y Thivakaran, 2010; Qiao y Shao 2010; Saimmai y cohp2012
Xia y col., 2012; Pradhay 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., E8fcdbpuede deberse
a que la mayoria de las muestras contiene bioemulsificantes, y si bien este decéxtraccion ha
sido ampliamente reportado para la extraccién de biosurfactantes y bioemulsificantes, se sabe que
estd mas orientado a la extraccion liesurfactantesmas especificamente dglucolipidos

(Anandaraj y Thivakaran, 201Qiao y Shao 201®haikh y col., 201;3Saminathan y col., 2014

Posteriormente, luego de la formacion del precipitado blanco, se colocaron todas las muestras
en la estufa a 45 °C, con el fin de evaporar el solvente y recuperar el biosurfactante. Sin embargo,
transcurrie el tiempo indicado, encontrames las muestra muy poca material pamontinuar con
los andlisis de identificacion quimickigura BB). Eso puede deberse a que al no haber una alta
concentracion de biosurfactante/bioemulsificantes no se pudo extfiaemsel material para poder
realizar la caracterizacion quimica. La baja concentracion del compuesto puede confirmarse por los
resultados de la prueba de OSM (Anexo 1), la cual esta intrinsecamente relacionada con la
concentracion del biosurfactanée medioacuoso (Morikawa y col., 2000l requerir de altas

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

probdematica también reportada gérowiak y col., (2011).

4. Medicidon de actividad antimicrobiana

Se realiz6 la medicion de la actividad antimicrobiana de los 14 productos de los aislados
bacterianos. @dauna de laprueba se hizo por triplicadasando los sobrenadantes con la respuesta
positiva mas alta+++0 en los resultados de tension superficiahéxo IIl). Los biosurfactantes
muestran actividad antimicrobiana contra bacterias, virus, levaduras y hongos, la cual se determina
por la zona dénhibicion de crecimiento, o por la concentracion minima de inhibicion. Alguno

biosurfactantes también preseotapropiedades antiadhesivii®ehman y col., 2014)

4.1. Actividad Antibacteriana

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

antibacteriana.

Actividad Antibacteriana

m MN3-5
m MN3-4
R N
(”b

Figura 14. Capacidad de inhibicén de las dos muestras con respuesta antibacter

I
= N MO

o O o o

Diametro del halo de inhibicién (cm2)
o vV D o ®

De las 14 muestras estudiadas en esta prueba, solo dos mosapacidad de inhibir el
crecimiento de algunas bacterias seleccionadas. La muestra de5 MNBO el crecimiento d8.

epidermis; Klebsiellssp yS. enteridismientras que la muestra de MM3fue capaz de inhibir a
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todas las cepas seleccionadas, exxdgptoliLas cepas bacterianas que MBIBudo inhibir presentan
las siguientes caracteristic&debsiellasp yS. enteridisson bacilos gram negativo y pertenecientes
a la familia Enterobacteriacegemientras queS. aureuses una bacteria coco gram positiva
perteneciente a la familt&taphylococcacead®e las tres cepas, que MiS3pudo inhibir,S. aureus

presento el halo de inhibiciébn mas grande.

Llama la atencion que a pesar de la amplia cantidad de reportes que indican la gran capacidad
inhibitoria de los biagrfactantes sobr8. aureusadicional a su propiedad antiadhesiBharali y
Konwar, 2011; Madhu y Prapulla 2013; Hajfarajollah y col., 2014; Mnif y Ghribi, 2015b)
encontramos que esta inhibicién fue relativamente lbdajagual manera son los castislas cepas
Klebsiellasp yS. enteridicuando otros reportes indican que estos patégandsénson altamente
sensibles a estos compuestos (Pradhan y col., 2013; Ramachandran y col., 2014; Madhu y Prapulla
2013). Una posible explicacion podemos encontrarla en el trabajo de Hajfarajollah y col., (2014),
guienes reportaron tanto la capacidad antib@ctgrde un lipopéptido producido por la bacteria
Propionibacterium FreudenreichiiEn sus resultadosndican queeste biosurfactante tiene la
capacidad de inhibir estas tres cepas, junto a otros patbgeaesd¢émonas aeruginosa, Bacillus
subtilis, Rhodooccus erythropolis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Alternaria alternantherae, Salmonella typhimuripmKlebsiella
pneumoniy sin embargo, una diferencia importante fue que el porcentaje de inhibibid@Kso
pneumonigy S. typhimuriuniue superior al 50%nconcentraciones bajas de este biosurfactante (3,2
mg/ml), mientras que para el resto de patégenos, se requirié del doble e incluso del triple de
concentracion para alcanzar el mismo rango de inbihi&sto es importante porque la sensibilidad
de la cepas gram negativas depende en gran medida de la concentracién del biosurfactante, ya que
por las propiedades constituyentes de la membrana de este grupo bacteriano, su inhibicién requiere
de una mayorancentracion de agentes antibacterianos, asi como del tipo de estructura de los mismos

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

comopor ejempld_actobacillus lactis

En el caso de MN3, todas las cepas bacterianas probadas, con excepddmralg mostraron
una respuesta inhibitoria. Al comparar el diametro de inhibicion entre las cepas, vemos que los
registros mas altos los ent@mos en 3 cepas gram positi@& épidermis; S. aureuEnterococcus
sp), mientras que la ultima gram positiv8. éubtili9 mostré un pequefio halo de inhibicién. En
relacion a la cepas restantes, 3 de las cepas gram negativa registraron nivelebicien ialos
(Klebsiellasp, S. enteridigy P. aeruginosay las otras 2 mostraron niveles de inhibicion bafas (
vulgarisy Enterobacteisp.). Esto, adicional a la falta de inhibicioneercoli, 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 potfabad y col, (2013), quienes demostraron que las
cepas gram positiggpresentan una mayor sensibilidad con respecto a las gram negativas en presencia
de ramnolipidos. Sin embargo al comparar el reporte de estos investiganhdossesultados de los
niveles de inhibiérsobre lacepaKlebsiellasp;S. enteridis/ P. aeuginosa asi como el bajo nivel
de inhibicién encontrado dB. subtilislos valores no concuerdaBsto se debe a que, sedgailot
(2009), la capacidad de inhibicién de los ramnolipidos varia por la composicién de la mezcla de los
mismos, y también se salgue el tipo de ramnolipidos producido esta fuertemente influenciado por
la cepa bacteriana productora, la fuente de carbono utilizada y el mecanismo de produccién del mismo
(Lotfabad y col, 2013). Con base a lo anterior, podemos suponer que estamos rambeolipido

cuya composicién genera un comportamiento que no necesariamente concuerda con otros reportes.
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4.2, Actividad Antimicética

En lafigura 15 se observa la graficeon los niveles de inhibicion de las cepas fungicas

utilizadas en estexperimento

Actividad Antifungica
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Figura 15. Capacidad de inhibicén de las 6 muestras con respuesta antifungica

De las 14muestrasgestudiadas en esta prueba, solamente seis fueron capaces de presentar la
capacidad de inhibir el crecimiento de alguceyzas fungicaseleccionadadluevamente vemos que
la muestr MN34 muestra cierta actividad en la mayorialo® patdgenoseleccionads para este
estudio, con la excepcion de Fusarium spunyajo nivel de inhibicion (0,10+0,03 énen la cepa
A. niger En el caso de las levadurdstiptococcussp., y Geotricumsp., presentan niveles de
inhibicion muy similares (0,50+0,26 ém 0,53+0,21 crf) respectivamente) mientras o@andida
sp., muestra un nivel de inhibicion medianamente mayor (0,77+0,23Kkimalmente tenemos que
la cepa on el mayor nivel de inhibicion fugenicilliumsp, donde mas que un halo de inhibicion, lo
reportado es la distancia desde el punto de siembra del biosurfactante y la cepa flngica, ya que fuera

de este punto de siembra no se observoé crecimiento en nishglas 3 réplicas.

Los resultados encontrados por MKI3si bien no hay registros en relacioGeotricumsp.,
y Criptococcussp., la respuesta positiva@andida sp., A. niger Penicilliumsp., son caracteristicas
de ramnolipidos, como indidaotfabady col, (2013). Los niveles de inhibicién dependeran de la
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susceptibilidad de la cepa al biosurfactante, y del tipo de estructura que presente el ramnolipidos, ya
gue algunos presentan mejores propiedades antibacterianas que antifungicas (Lotfabad 3)col, 20
Esta informacién, unida la actividad antibacteriana de esta muestos permite llegar a la

conclusién que este biosurfactante es un ramnolipido.

En relacién a las levaduras, solamente 3 biosurfactantes mostraron capacidad de inhibicién
pero soloen la levaduraCriptococcussp. Algo similar ocurre con las cepas de hongos, donde solo
se encontrd inhibicion drusariumsp. También observamos que solo la cepa M0lJFue capaz de
presentar inhibicién tanto ddriptococcussp., como errusariumsp., con resultados similares en
ambas cepas fungicas. Esta capacidad de poder inhibir tanto levadura como hongos filamentosos es
observada en biosurfactantes lipopeptidos y los bioemulsificantes. También sabemos e@ MN3
se comporta mas como agente bioeifioémnte por sus propiedades tensoactivas en aceite de oliva.
Sin embargo, este bioemulsificante no presenté ningun tipo de actividad antibacteriana, situacion que

no concuerda con los reportes utilizados hasta ahora para su identifitéwitoy Ghribi, 2015b)

Finalmente tenemos las cepas MBBYy MR 125 muestramsolo capacidad inhibitoria sobre
Criptococcussp., mientras que las cepas BNy MR218, presentan solo inhibicién solfresarium
sp. En el caso d€riptococcussp., esta reportado queiekibido por biosurfactantes lipopeptidos,
mientras que parausariumsp., existen reportes de ser inhibido por bioemulsificghiaag y col.,
2014; Mnif y Ghribi, 20150. Si comparamos esta informacion con los resultados obtenidos de la
tension superfial (Anexo lll), podemos deducir lo siguiente: las cepas MB3y BN11 son
biosurfactantes, mientras que las cepas MRl MR218, son bioemulsificantes. El hecho que
tengamos un grupo de agentes tensoactivos inhibiendo distintos organismos flngitasesal
gue estamos ante compuestos diferentes. Sin embargo, ya que ninguno presenté actividad
antibacteriana, la cual esta ampliamente reportada que actia de forma simultaneatmdicantif

esto no nos permitid llegar a una identificacibn mas concaskemas de lip@ptidos 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: sirfactina,iturina, liquenisinas, micosubtilina, acidos grasos y fosfolipidos, los cuales son los
agentes dentro de los lipggidos y bioemulsificantes con mayor actividad tanto antibacteriana como

antifingica Rodrigues y col., 200&)Iteanu y col., 2011iang y col., 2014Mnif y Ghribi, 2015b).

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

En la Tabla 8que se presenta a continuacion tenemos los posibles géneros bacterianos
identificados a partir de las pruebas bioquimicas realizad&stentrabajo, junto con el posible
biosurfactante que produce dicho género de acuerdo a la bibliografia consultada, y la carga iénica

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

Por los resultados de las propiedades tensoactivas de estos compuestos, sabemos que de los
14 biosurfactantes encontrados, 10 son bioemulsificantes y 4 son biosurfactantes. Al juntar esta
informacién con ladentificacion ddas 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 deslee@s con potencial de produccid&medicion de la carga idnica de los biosurfactal
producidos por las mismasgitlentificacién del mismo

Aislados bacterianos Genero seleccionado Cargar i6nica (ADD) Biosurfactante identificado
ER311 Pimelobacter No iénico Bioemulsificante
BR2-26 Neisseria Anionico Sin identificar
MN3-5 Enterobacter No iénico Exopolisacarido
MR3-26 Flavobacterium Anionico Flavolipido
MR1-25 Staphylococcus Cationico Lipopeptido
BN1-1 Streptococcus Anionico Sinidentificar
MR3-20 Aeromona Cationico Proteina
BR1-15 Hydrogenophaga No iénico Polihidroxialcanoatos
MN2-16 Alcaligenes No fonico Emulsan
MN3-4 Pseudomona aeruginosg Anionico Ramnolipidos
MN3-1 Serratia No iénico Bioemulsificante

MR2-18; MR3-27; BR2-14 No se pudo identificar
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Para llegar hasta una identificacién del tipo de biosurfactante y bioemulsificante producido,
se compard laibliografia de los géneros bacterianos identificados, junto con la carga iénica del
compuesto producido y y la actividad antimicrobig®an estanformacién,pudimos llegar hasta la
identificacion del compuesto producido por las cdd&3-26; MR1-25; MN3-5; BN1-1; MR3-20.

Es importante encontramos actividad en aisldos que normalmente no producen la mismas y aislados
gue se tienen reportes de dicktivadad mas no la presentaron en los niveles esper&aosmbargo,

al saber que esta depende de las condiciones de cultivo, los microorganismos que la producen y su
composicion final, no se descarta la posibilidad de que esta informacién no hayaaithaeeen la
literatura. También se pudo confirmar el biosurfactante producido por algunos de los métodos
cualitativos, como en el caso de la cepa MNRue es capaz de producir ramnolipidos, y que se pudo

corroborar en la prueba de placas de Agar Aznl@€dAB (Siegmund | y Wagner F, 1991)

Uno de los problemas que se encontré a medida que se avanzoé en la identificacion mediante

pruebas bioguimicas, es geemo sguede ver en la tablg &n algunas ocasiones varios génsms

ajustan da descripcion encontrada en las bacterias aisladas.

Tabla 9. Potenciales géneros bacterianos que coinciden con los resultadosashtienias cepas bacterianasrderes

Aislado Bacteriano| Potenciales Géneros bacteriano Posibles Biosurfactantes Referencia
Arthrobacter Lipopeptido Mnif y Ghribi, 2015b
ER311 Cellulomonas Ramnolipido Wang y col., 2014
Pimelobactet Bioemulsificante Saisaardy col., 2014
MN3-5 Salmonella No identificado Rossi y col., 2016
Enterobacter Exopolisacaridos Mnif y Ghribi, 2015b
BR1-15 Axobacter Polihidroxialcanoatos Pappachan, 2001
Hydrogenophaga Polihidroxialcanoatos Pappachan, 2001
Ewingella - -
MN2-16 Pantoea Glucolipido Smith y col., 2016
Serratia Bioemulsificante lipopeptido Al-Mullan, 2010
Alcaligenes Emulsan Mnif y Ghribi, 2015b
MN3-1 Serratia Bioemulsificante lipopeptido Al-Mullan, 2010
Methylobacterium Ramnolipidos Vyas y Dave, 2016

*Género seleccion para la identificacion del biosurfactante

Afortunadamente, a través del comportamiento especifico de \@Hossrfactantey los

resultados obtenidos de la actividad antimicrohigrmlemos deducir cual es el que presenta un
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mayor potencial de ser producido a partir de estos aislados bactefiamesnos el caso de la cepa
ER311, la cualpuedepresentdres paibles géneros debido a somportamiento en las pruebas
bioquimicasPor los resultados obtenidos en los valores de la tension superficial y en la carga ionica,
sabemogque el posible géneres Pimelobacter,el cual produce un bioemulsificante. Lo mismo
aplicaria para las cep@&R2-26 y MN35. En el caso de la ausencia de la actividad antimicrobiana se
tuvo dependi6 exclusivamente deos resultados de las propiedades tensoactivas para su

identificacion como es el caso de las cepas MIN3BMN2-16.

Sin emlargo, hio algunas cepas como la MR8,BR2-14,MR3-27,que tradlegar al género
y ver qué tipode biosurfactante producian, no se pudieron identificar, debido dagteelos
resultados no coincidian con los biosurfactantes producidos por los potenciales géneros bacterianos,

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

Si bien no se logré una identificacién completa de los 14 paesdiiosurfactantes, se logré
llegar a laidentificacién deal menos 1kompuestosSin embargo, existen una serie de desventajas
al tratar de identificar una cepa bacteriana solo por suestpa las pruebas bioquimicas, cddrm
en ocasiones no todtss laboratorios cuentan con todos los elementos necesarios para poder llevar
a cabo el niumero de pruebas necesarias para diferenciar correctamente unos géneros bacterianos de
otros, lo cual lleva a un segundo problema que es una sola cepa puede reresponas de un
género bacteriano. Adbonalmente, se corre el riesgae, algunas cepas bacteriagambian su
comportamiento antks pruebas bioquimicas de acuerdo al tiempo de incubacién y/o la edad del

aislado bacteriano.

6. Estudio del efecto del tieropen la produccion de BS/BE

Para este ensayo se seleccionagno cepas que, por su comportamiento en las pruebas de
seleccion y los registros de SFT, se clasifican de la siguiente manera&2 3RMN3-4, son cepas

productoras de biosurfactantes; mientras que -B®2y MN31 son cepas productoras de
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bioemulsificantesUna vez cumplido el tiempo de inoculacion se procedié a realizar las pruebas
cualitativas y cuantitativas, para determinar la influencia del tiempo de incubacion sobre la

produccién de estos compuestabgomprar los resultados de toss dias con los deete dias

En lasfiguras16 y 17, semuestrarios indices de emulsificacion, las cuales representan las
cepas productoras de biosurfactantegentras que en ldiguras18 y 19 representaios indices de

emulsificacion encontrados en las cepexuctoras de bioemulsificantes.

En los resultados de las figuras 16 y, bbservamos que a los tres dias los indices de
emulsificacion de ambas ceparspresencia de glucosan mas estables por periodos de tiempo mas
largos que a los siete djamientra que en presencia de aceite de oliva, la estabilidad de la espuma
se mantuvo a lo largo del experimento, para ambos periodos de incubatipai€ce indicar que
en presencia de aceite de oliva para periodos de tiempo cortos, la produccion de agentes
enulsificantes sera mayor que la encontrada en glucesaltados 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 emulsificaciésiatislias, indicando tal vez que se
requiere de periodos de tiempo mas largos con fuentes de carbono pobres para la produccion de

biosurfactantes.

La principal diferencia entre ambos biosurfactantes es que mientras que en la cepa MR1
los valores de los indices de emulsificacion mas altos se registraron en las muestras de los siete dias
de glucosa y aceite de olivmientras quda cepa MN34 preentblos valores mas altos bajo las
mismas fuentes de carbono a los tres dias. Esto es solo un indicador que estamos ante dos
biosurfactantes distintos, por lo que sus requerimientos de produccion son diferentes, y por ende, no

presentaran el mismo compamtiento aun en condiciones de produccién similares.
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Indice de emulsificacion de MR25

Indice de emulsificacion de MN3
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Figura 18 Actividad emuldicante de la cepa BR26 bajo las cuatro fuentes d

carbono a los 3 y 7 dias de inoculacion

Figura 19. Actividad emulsificantede la cepa MN3L bajo las cuatro fuentes d
carbono a los 3y 7 dias de inoculacion
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Los resultados de la cepa MRS en glucosa, presentan un comportamiento similar al
reportado pomdica Bonila y col., (2004)ya que en el tiempo dednbacion a los tres dias, las cepas
aun se encuentran entre la fase expoia y la fase estacionaria, las cepdi® estan produciendo
agentes emulsificantes para mejorar el acceso a la fuente de c&twootra parte, epresencia de
aceite de oliva, @r ser un compuesto hidrofébico, las cepas buscaran producir mas agentes
emulsificantes que ayuden en la solubilizacion de esta fuente de carbono (Ron y Rosenberg, 1985),
ademas existen trabajdendela presencia de compuestos hidrofébico, mejoran ladicones de

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

En el caso de laepa productora MN3&, ha sido identificada comB. aeruginosay
productora de ramnolipidose espera que en presencia de acdita, presente una altzapacidad
de producciagentes emulsificantes en compracién con la glucosa, como ya se ha confirmado en otros

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

En las figuras 18 y 19enemos los resultados de los indices de emulsificacion temdos
en las cepas productoras de bioemulsificaties. caracteristica que presentan ambas cepas es que
a diferencia de las cepas productoras de biosurfactantes, los valores de los indices de emulsificacion
en las muestras dateite de oliva a los treffasestan por debajo de los valores encontrados a los
siete dia. Esto parece indicar que para generar agentes emulsificantes eficientes ante fuentes de

carbono insolubles, se requieren periodos de tiempo mas largos.

Una posible explicacibn a este compontento es quecuando las bacterias producen
bioemulsificantes en presencia de compuestos hidrofébicos, no los liberan directamente al medio
extracelular, sino que estan unidos a la membrana Hadteria, aumentando la hidsoitidad y
permitiéndole aspoder unirse a las gotas del sustrato hidrofébico, mejorando de esta forma su
acceso. Cuandse agotan los elementos nutricionales de la, gatbacteria se separa de la misma
mediante la liberacion del bioemulsificante de la membrana y de esta magdadilore en el medio

de cultivo y aumenta su concentracion en el tiempo.
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Es muy posible que a los tres dias de incubacion, la concentracion del bioemulsificante sea
menor, puesto que aun queda fuente de carbono diponible y los bioemulsificantes reeparaaio
de la membrana bacteriana y por ello la concentracion a nivel extracelular es menor. Este proceso

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

En las muestras con glucogaacetato de sodi@como fuemes de carbono, es donde
encontramos los primeros indicios de que estamos ante dos bioemulsificantes diitintoas que
en la cepa BR26, los valores dglucosade los siete dias son mucho mas altos que a los tres dias,
los valores registrados en ¢@pa MN31 en esta fuente de carbono son muy similares en ambos
periodos de incubacién, lo que hace suponer que este agente emulsificante trabaja muy bien con esta
fuente de carbono, independientemente del tiempo de incubacién (Bonilla y col., 2004y Makita
2007; Vasllevalonkova 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 cefZbBR&stra actividad
emusificante en ambos periodos de incubacién,traieigque MN3L solo la presenta a los tres dias.
Esto sefala la importancia de como la produccién del compuesto de interes es altamente dependiente
de los requerimientos necesarios de las cepas productoras, ya que la produccién varia de acuerdo al

microorganismos Yy la fuente de carbono utilizado

En referencia a la fuente de carbono Gasoil, como se pudo verfigulas16, 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 fuemte carbono no es idénea para este experimento con las cepas seleccionadas.

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

de incubacién
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Resultados de BATH 3 vs 7 dias

Oliva
Gasoil
Oliva

Oliv

)

o
G|lIlCOSEl
Acetato
Glucosa
Gllicosa
Glucosa

100
S
~ 80
<
=2
8 60
(2]
< _
2 40
T Lo 3 dias
C
o I I i l m 7 dias
[J]
5 0
@ - <
(] . g
'c 4
o d
-g g
(D A

A
o
o8]
A
N
N
D
<
Py)
[4rY
N
a
b=

pd
w
I
<
Z
w
l_A

-60

Figura 20. Grado de adérencia de las cepas en la prueba de BA&jd las cuatro fuentes de carbono alos 3y 7 «
de inoculacion

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

tuvieron la capacidad de adherencia al acetato y en el caso d2®R1a glucosa.

Si comparamos los resultados de la cepa-B&2e lafigura 20, con los encontrados en la
figura 18, podemos ver una relacion entre estmiltados. Los niveles del indice de emulsificacion
son altos en aceite de oliva, mientras que el indicedieftiicidad es bajo. Esto queda explicado
por lo mencionado respecto a la liberacion de los bioemulsificantes. Por otro lado, los registros mas
altos de esta cepa en el porcentaje de adherencia en glucosa, mientras que los niveles del indice de

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

sobre su propia membrarRdsenberg y Rosenberg 1985)

Para la cepa MR25, al encontrarse aun en la fas¢acionaria del crecimiento bacteriano,
en presencia de fuentes de carbono solubles, atin no han liberado suficiente biosurfactante en el medio

gue 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 Mi3identificada com®. aeruginosamuestra un
comportamiento similar al reportado por Ron y Rosenberg, (1985) quienes indicaron que cuando esta
cepa crece en medios ricos, no presenta altos niglel@slherencia en los resultados de la prueba
BATH. Por otro lato, a cepa MNB, ya que el género bacteriano identificaddSesratia estos
resultados tienen mucho sentido, ya que esta cepa es muy reconocida por sus altos indices de

hidrofobicidad en cuivos que se acercan a la fase estacionBritrily Cameotra 1997; Rosenberg,
2009.
En lasfigura 21 y 22se presetan las graficas con los resultadode las pruebas de Parafil y

DC alos tres y siete dia§e comparan los resutlados de ambas graficasya que ambas detectan la

presencia de biosurfactantes de acuerdo a su alt

Resultados en Parafilm 3 vs 7 dias
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Figura 21. Grado de repuesta de las cepas en la prueba de Péafillas cuatro fuentes de carbono alos 3y 7 «
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Resultados en DC 3 vs 7 dias
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Figura 22. Gradode repuesta de las cepas en la prueba dedpflas cuatro fuentes de carbono a los 3y 7 dia
inoculacién

En los resultados reportados en ambas figuras tenemos el comportamiento de los
biosurfactanteg bioemulsificnates nivel interfacial. Lo quee encuentra en d@s graficas es como
la cepa MR125 muestra mejores resultados en presencia de glucosa y aceite de oliva a los tres dias
gue a los sietdias,con excepcién de aceite de oliva en DC donde el comportamiento se invirtié. Por
otra parte laepa MN34 mostro respuestas de nieshltos para ambas fuentes de carben@ambos
periodos de incubacigmestacando que el aceite de oliva presento niveles de respuesta alto para
ambas pruebas, mientras que en presencia de glucosa Parafilm mostrstaesperenedia (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-d4neMl&, mientras que MR1

25 mostro esta respuesta en ambas pruebasfesiendia en ambos periodos de incubacion

Estos resultados indican que dependiendo de la cepa productora de biosurfactantes, mas que
periodos largos de tiempo, se pueden trabajar con periodos de tiempos de inoculacidon mas cortos y
en estos se puede llegaver mejores resultados, ya que la produccién del biosurfactante se inicia en
la fase estacionaria. En presencia de fuentes de carbono insolubles esta fase estacionaria es mas larga,
pues no se puede acceder a esta fuente de carbono directamentequmrdoproduccion de
biosurfactante puede llegar a ser mucho mas temprana y de alta concentracién, como se aprecia en la
cepa MR125.
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En el caso de las cepas productoras de bioemulsificantes, encontramos que estas en presencia
de fuentes de carbono solubleolo son capaces de mostrar respuestas de nivel alto (3) en los
resultados de siete dias de incubacion para ambas pruebas, mientras que en presencia de aceite de
oliva los niveles de respuesta mas altos fueron encontrados en el periodo de incubatiénlides s
Esto puede indicar que en fuentes de carbono solubles las cepas productoras de bioemulsificantes
requieren un periodo de incubacion mucho mayor para tener una mayor concentracion del compuesto
gue les permite generar cambios a nivel interfa8al. embargo, en presencia de una fuente de
carbono insoluble, como es el caso del aceite de oliva, no requieren de tanto gamapo

produccion, yen largogperiodos de tiempo sobumentan la concentracion del compuesto.

Algo que llama la atencién ebmparar ambas pruebas es tanto los niveles de respuesta, como
el hecho de que una prueba se observan resultados positivos que la otra prueba nSatetauta.
gue ambas pruebas son capaces de detectar los agentes tensoactivos generados por loslaambios e
tension interfacial, de ser asi ¢,Por qué no presentan el mismo comportaEstotmPede deberse a
gue mientras una prueba presenta una menor concentracién de biosurfactante para su deteccion, la

otra puede presentar una mayor sensibilidad al corgppesducido.

En este sentido, Youssef y cal., (2004) han explicado que el método de DC requiere de cierta
concentracion para generar resultados positivos, pero no se ha encontramacidforde este tipo
para laprueba de Parafilm, y en nuestro casendo los resultados hasta ahora, parediean que la
prueba de Parafilmo requiere de concentraciones tan altas como en DC para mostrar resultados
positivos. Ahora bien, en el caso la capacidad de detectar compuestos tensoactivos, podemos ver que,
incluso a bajas respuestas, el DC puede detectar la presencia de biosurfactantes que en algunos casos
no se detectaron en la prueba de Parafilm situacion mostrada en |28guma las cepas MNBy
MN3-4. Un ejemplo similar podemos encontrarlo en el jcabda 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 composicién quimica el
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biosurfactante varia oola fuente de carbono utilizada. Con esta informacion se puede sugerir
entonces que, si bien la deteccion de biosurfactantes es mas dependiente de la concentracion del
mismo, la prueba de DC es mas sensible a las distintas composiciones quimicas qte grese

biosurfactante con respecto a la prueba de Parafilm.

En la figura 23 estan los resultados de la prueba de OSM. Como podemos ver, hay un
comportamiento muy distintivo entre las cepas ME8ly MN3-4 productoras de biosurfactantes y

las cepaBR2-26 y MN3-1, productoras de bioemulsificantes.

Resultados de OSM 3 vs 7 dias
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Figura 23. Capacidad de dispersidie todas las cepas en la prueba de @§jpllas cuatro fuentes de carbono a
3y 7 dias de inoculacién

Las cepas productoras de biosurfactaptesentaron un lade dispersion mas grande en
las muestras de glucosa a los tres dias, que a los siete dias. Para el acetato de sodio, en ambas cepas
se logré ver un halo de dispersj@on la diferenciajue a los tres dias la cepa MM3nostré una
respuesta mayor, migas que la cepa MR25 mostrd unanayor capacidad de dispersion, pero esta
fue menor que la registrada a los siete dias. El resultado mas importante es el encontrado en las
muestras de aceite de oliva, en donde la cepa-BARhostré una capacidad de dispersion de 2,2 +
0,3 cni, entrando a un el de respuesta muy alto (++++), mientras que a los siete dias, se observo

muy poca dispersion de aceite (0,3°cAnexo 1), resultados que concuerdan con lo reportado por
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Velioglu y Urek, (2014). La cepa MN& si bien presenta una dispersion de repudstnivel muy
alto (++++) @nexo 1V) con un halo de diametro también de 2,2 + 0,3yc8u mejor respuesfae
a los siete dias, con un halo cuyo diametro fue de 5,7 + 0,45saperando asi los niveles

establecidos para esta prueba (>++#Arexo V).

Este descenso en los resultados de OSM a los siete dias en presencia de glucosa y en el caso
de la cepa MRR5, en aceite de oliva se debe a la degradacion del biosurfactante en el medio.
Recordemos que la prueba de OSM esta correlacionada con la caciéenttel biosurfactnte
(Morikawa y col., 2000; Youssef y col., 2004; Madhu y Prapulla 2013), por lo qgue podemos suponer
gue la concentracion del biosurfactante es menor a los siete dias que a los tres dias. Varios
investigadoresSathe y col., 2012; Bouily col., 2005Colla y col., 201D han reportado como en
periodos largos de tiempo en presencia de fuentes de carbono solubles, cuando la misma empieza a
escasear, las bacterias optan por consumir los biosurfactantes, ya que estos también cumplen con el
papel biolégico de suministrar egé en condiciones estresantdglicionalmente tenemos la
informacién de los otros métodos utilizados. La cepa MRinostré un descenso significativo en el
indice de emulsificacién, en la prueba de Parafiim y en DC eredostados de siete dias respecto a
los de tres dias. Por otro lado, si bien la cepa MNBostré un descenso en la concentracié
biosurfactante en glucospresencia de aceite de olimamenté la concentracioBsto nuevamente
puedeatribuirsea los ipos de biosurfactantes que se estan produciendo, ya que existen reportes de
gue si bierP. aeruginosas capaz de producir biosurfactante en presencia de aceite de oliva en etapas
tempranas de la curva de crecimiento, también es capaz de mantenere@estalijos periodos de
tiempo (Makkar, Cameotra y Banat, 2011; Mercade y col., 1993; Thaniyavarn y col., 2006, Xia y

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

Ahora bien,en los resultados obtenidos de las cepas productoras de bioemulsificantes
encontramos 1 comportamiento totalmente distinto. Estas cepas muestrdralo de dispersion

mayoren los ensayos de siete dias que en los de tres dias de inculrapi@sencia de ambas fuentes

84



de carbono solubleSin embargo, en presencia de acdé®liva, la epa BR226 mostrdin diametro
de dispersion menor a los siete did23+0,14 que a los tres digf,70+0,1%, mientras que la cepa
MN3-1 presenté coportamiento muy similar en ambos periodos de incubacion, confirmando que

estamos ante dos compuestoglidénta naturaleza

Debemos recordar que los bioemulsificarges deficientes como agentes tensoctivos, por
lo que su capacidad paraducir la tension superficial es bafgn estos resultados vemos gae |
concentracion de los bioemulsificantes en praaate fuentes de carbono solubdees tres diasio
es lo suficientemente alta como para generar cambios significativos en los valores de tension
superficial y este fendmeno se aprecia mas en esta pyuebdos resultados de las figuras 22 y 23
Por dro lado, en presencia de aceite de olalaser una fuente insolublpermite una produccion
temprana de agentes emulsificantes en fases tempranas de crecimiento bacteriano, y por ello se
registran valores altos a los tres diba.diferencia en los rekados segun la fuente de carbono
utilizada puede atribuirsa que son bioemulsificantes distintos producidos por dos diferentes
microorganismos, uno perteneciente al géneroSeeratia conocido no solo por producir
bioemulsificante en presencia de aceliéeoliva en etapas tempranas de crecimiento sino también
mantener su concentracion posterior a la fase de crecimiento estaciBasealerg y Rosenberg

1985; Putri y Cameotra 199Rpsenber y col., 2006; Alulla 2010;)

Finalmente, tenemos los resulbadrelacionados a la mediciéon de la tensién superficial

respecto de los tres dias a los siete dias que se absa#ria grafica de la figura 24

Lo primero que podemos observar es queatmdiscutido en las figuras 21, 223 en
relacion a las cepas BRR6 y MN3-1 productoras de bioemulsificantes es confirmado por la medicién
de la tensién superficial. A los trd&aslas cepas no fueron capaces de producir suficiente compuesto

como para generar variaciones en la tension superficial, mientras queipadel bioemulsificante
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producido por la cepa MNB, esta es solo capaz de mostrar cambios significativos en periodos cortos

de tiempo en presencia de aceite de oliva.

Resultados SFT 3 vs 7 dias

80,00
70,00
E\G0,00
Z 50,00
E®®
< 40,00
© i
@ 30,00 m 3 dias
(6]
= 20,00 m 7 dias
10,00
0,00
! [} o = © [} o = © © o = © © o = ©
5 8§ 6 ° 3806 ° 3806 °358¢0°
0 < 0 < 0 < 0 <
BR2-26 MR1-25 MN3-4 MN3-1

Figura 24. Medicion de tension superficial (SFgjo las cuatro fuentes de carbono a los 3 y 7 dias de inoculaci¢

En cambio, en relacion a las cepas MELy MN3-4 productoras de biosurfactanestas
requieren de periodos cortos de tiempo en presencia de fuentes de carbono solubles, mientras que el
incremento en la tensi®uperficial a los siete dias puede deberse a la degradacion de las moléculas

del biosurfactante (Colla y col., 2018yresh y col., 2007

La principaldiferencia de esta grafica ctas anteriores egueaparentemente en peggia
de aceite de olivéa cepa MR125 no es capaz de comportarse como agente tensoactivo, sino mas
bien como agente bioemulsificante, que $otocapaz de generar una ligera disminucién de la tension
superficial erperiodos largos de tiempo. Situacion similar fue también repop@dDesai 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 dematidrofébicasAdemas por las propiedades de los
ramnolipidos presentes en la cepa MN\& permitecomportarse como un buen agente tensoactivo

en presencia de ambos tipos de fuentes de carbono, aunque puede veabigupleque la cepa
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MR1-25 prefere las fuentes de carbono solubles como agente tensoactivo en periodos cortos de

tiempo.

Para comprobar @quefectivamente el tiempo ejerce un efecto sobre la produccion de
biosurfactantes, se realiz6 un analisis de ANORMAtorial utilizando los valores de la tensién
superficial a los tres y siete did¥ebido a que elimero de replicas fumuy bajo en comparaiial
utilizado en el ANOVA de una vjae decidio analizar el efecto del tiempo bajo 3 supuestatoe
del tienpo sobe la fuente de carbondeeto del tiempo dure las cepas seleccionadasfecto de la

fuente de carbono sablas cepa seleccionadas

Segun los resultados del analidis varianzadel tiempo sobre la fuente de carbono (ANOVA
factorial; =0,5278 df=24; p>0,005, p&,667430y sobre las cepas selccionadas (ANOVA factorial;
F=0,129Q df=24; p>0,05, p6,941964, indicd que las diferencias obtenidas entre las medias de la

tension superficial no son significativas. En las pruebas a posteriori (fifyr&8 comprobamos

gue no existe una diferencia significativa entre ningina de las madi&&;(p>0,05)

Fuentes de Carbono*Tiempo; LS Means
Current effect: F(3, 24)=,52782, p=,66743
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 25. Comparacionde las medias de la tension superficial en los dos periodos de tiempo bajo las distintas
de carbono.
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Tiempo*Cepas, LS Means
Current effect: F(3, 24)=,12896, p=,94196
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
80

75
70
65
60
55
50
45
40
35
30

25 ]

20 | | | | —%— Tiempo
BR2-26 MR1-25 MN3-4 MN3-1 3 dias

—&— Tiempo

Cepas 7 dias

Tesion Superficial

Figura 26. Comparacionde las medias de las medias de la tensién superficial en los dos periodos de tie
las cepas seleccionadas.

Sin embargo al estudiar del efecto del tiempo bajo el supuesto de la relacidén entre la fuente de
carbono y las cepas seleccionadas, el andlisis de varianza (ANOVA faEte84183, df=16; p<0,0,

p=0,023906).

En elanalisis a posteriori (figura 2 &ncontramos que podemos separar las cepas de acuerdo
a si son productoras de bioemulsificantes (B83/ MN3-1) y productoras de biosurfactantes (MR1
25 y MN34). Adicionalmente vemos que el comportamiento de las cepas varia de acuerdo a la fuente
de carbaoo utilizada, donde lasepas BR26 y MN3-1 solo pueden diferenciarse por los resultados
encontrados bajo el aceite de ol{wa32; a>0,05; ¢>0,05; f<0,05dicionalmentela cepa BR26
solo puede diferenciarse de la cepa MB®len los resultados de ghsa(n=32; b<0,05y de la cepa

MN3-4 en los resultados de glucosa y aceite de @tiw82; e<0,05; f<0,05)

En el caso de las cepas BR&2 y MN31, ninguna de estas cepas fue capaz de reducir
eficientemente la tension superficial para glucosa en tass péro si en siete dias. Finalmente solo
la cepa MN31 fue capaz de mostrar un comportamiento reductor de la tension superficial en aceite

de oliva, que la diferencia de la cepa BE& Esta particularidad de ser malos o poco reductores de
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la tensién sugrficial es caracteristica de los bioemulsificantes, y en algunos casos, dependiendo del
sustrato pueden producir medianamente surfactantes en periodos cortos de tiempo. Esto confirma la

diferencia en la clase de biosurfactante de ambas cepas.

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

Por otro lado, al estudiar el comportamiento de las cepas restantes, vemos g2g, idde
diferenciarse sin problemas de las otras cepasghajosa, excepto en el caso ldecepaMN3-4
donde solo puede diferenciarse en los resultados de aceite deEstivacomportamiento también
puede observarse en la cedN3-4, es decir, solo logesultados erglucosa yoliva perniten
diferenciarla de lastmas cepasAsi al enfocarnos en la curva de glucosa podemos ver que las dos
cepas productoras de biosurfactantes MB1y MN34 tienen una cierta similitud en su
comportamiento, pues los biosurfactantes son los Unicos que fueron capaces de disnmgidnla te
superficial en presencia de esta fuente de carborentras que los resultados en aceite de oliva,

indican que estamos ante dos compuestos tensoactivos distintos
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Adicionalmente se destaca quad fuentes de carbomoetato desodio y gasoil no sa idéneas
para la produccion de estos compuestos, por eso, independientemente del tiempo de inoculacion
seleccionado, el resultado siempre sera el mista® medias para l&siatrocepagpresentan una alta

similitud.

En resumen, coeste analisis de vamzase explica lo observado en los métodaaslitativos los
biosurfacantes prefieren las fuentes de carbono solubles para periodos de tiemp¢lebrtdas)
mientras que el uso de fuentes insolubles es prefesich periodos de tiempo mas lar@es dias)
gue equivalen a un aumento en la concentracidnadeirfactantgBatista y col., 2006)Mientras
gue cuando las sepas se intanuen presencia de fuentes de carbono solubkebjoemulsificantes
requieren de periodos de tiempo mas largoentras que en presencia de fuentes de carbono
hidrofébicas nodichos tiempos de incubacidén pueden ser mas cdros supuesto todos estos
pardmetros estan sujetos a las cepas seleccionadas para el estudio de la produccién de los compuestos

tensoactivos.

Ahora, si comparamos los resultados obtenidos de los nsatadtitativoscon los resultados
estadisticossurge la preguntgpor qué a pesar de encontrar tanta diferenti® experimentos de
deteccién cualitativag no se encontr6 un efecto del tiempobrs la produccién de
biosurfactantes/bioemulsificantes en los resultados estadisticos, y mas aln cuando existen varios
reportes que sefialan los efectos del tiempo sobre la produccién? La respuesidalamos

encontrala al considerala concentracion relar critica (CMC).

Si recordamos las propiedades funcionales de la actividad superficial de los biosurfactantes,
sabemos que estos tienen la capacidad de reducir los valores de la tension superficial y alcanzar la
CMC a concentraciones mas bajas quedasieridas por los surfactantes. Ahaiarecordamos la
figura 2 del marco tedrico vemos que una \pe las moléculas surfactantes alcanzan la
concentracion minima necesaria para la formacion de las miselabtienesl maximo valor en la

disminucionde la tension superficial y este se mantiene constante a lo largo del tiempo. Por lo tanto,
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podemos decien base asta informacion queitilizando soldos datos de la medicion de la tension
superficial,y suponiendo queuestras cepas alcanzaron la CéfCetapas tempranas del crecimiento
bacteriano, entonces no veremos diferencias significativas en los efectos del tiempo sobre la

produccién de biosurfactantes.

Reportes similares podemos verlos en los trabajPattak y Keharia (2014Quieneautilizando
un medio minimo suplementado con glucoma un periodo de incubacion deinticuatrohoras
registraron los valores mas bajos de la tension superficial, y estos se mantuvieron constantes por un
periodo de incubacién deiento veintehoras, que equivalea cinco dias. Solo pudieron hacer
seguimiento al realizar diluciones durante la inoculacion y luego la medicién de la tension superficial.
Destacandague tras haber cumplido lamiarenta y ochdioras de inoculacion se detectdé una
disminucion en la concemtcion del biosurfactantgero los registros de la tensién superficial se
mantuvieron constantesLo cual corrobora que efectivamente no se requieren de altas
concentracionesgle biosurfactantpara alcanzar la CMC. Tambié&e apreciGin comportamiento
similar en la actividad emdufgcante, es decir, hasta las cuarenta y debias fue incrementando
junto con la concentracién de biosurfactante y posteriormente comenzé a descender. Otros trabajos
presentan resultados similaresportanbajos registros de laenision superficial poco tiempde
iniciada la inoculacién y se mantuvieron constantes en el tief@oamther y col., 20050liveira y
col., 2006;Suresh y col., 20Q7Gholamreza y col., 2007; Sathe y col., 204&ani y col., 2013;

Liang y col., 2014

Para la produccién de biosurfactanteb,uso detiempos de produccién prolongados es
altamente dependiente efuente de carbono escoagjd/a que dexceder el tiempo requerido para
alcanzar una produccion éptirda este compuesto, se corre el riesgquisseagotetantola fuente
de carbono, comel nitrdgeno ylos lipidos,y esto a su vez puede llevar a que el biosurfactante

cumpla con uno de sus roldsntro de la fisiologia bacteriange es actuacomo sustituto del
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sustrato,siendo consumido pda bacteria y disminuyendsu concentracion, como pudo haber

ocurrido en este trabagjen presencia de glucosa

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

biosurfactantes.

7. Relacion entre las pruebas

Para estudiar la posible relécique presentan las pruebas entre si, de manera tal que se pueda
armar un procedimineto eficiente en la deteccion de biosurfactatnes/bioemulsificantes, se utilizaron
dosindices de correlagn: indice de Pearsoniedice de Spearmatl indice de Pearsom snodificd
segun Youssef y col., (2004), trabajando con los niveles de respuesta obtenidos de las pruebas,
mientras que con el indice de Spearman se thadmaj la data crudacomo lo indica este tipo de
arglisis. Los resultados se presentan en forma ddaigramas en ldiguras 27y 28respectivamente

(Silvay col., 201%
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