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1. INTRODUCCION

La presente investigacion se centra en evaluar diferentes condiciones de cultivo
en las cuales se varia la fuente de carbono y de nitrégeno para lograr un alto rendimiento
en la produccion de biosurfactantes (BS) de origen microbiano (Lara-Severino,et al.
2013). En base a los resultados, se establecieron las condiciones generales del cultivo,
esperando encontrar el sustrato que permita obtener un bajo costo de produccién y un

buen rendimiento que a futuro pueda permitir el escalamiento de estas biomoléculas.

2. MARCO TEORICO
2.1 Laguna Salada

El acuifero Laguna Salada, localizado en el estado de Baja California, entre los
paralelos 31°23’ y 32°39’ de latitud norte y los meridianos 115°02’ y 115°59’ de longitud
oeste, cubre una superficie aproximada de 5,689 km?2. En la superficie de este lugar, se
presentan tres tipos de clima: el clima seco semicalido en la porcion sur del acuifero; el
clima seco templado en los extremos oriental y occidental, en las zonas topograficamente
mas altas; y el tipo muy seco semicélido en la porcién central del acuifero (CONAGUA,
2018).

Este sitio ha sido objeto de estudio del Cuerpo Académico de Biotecnologia y
Cuidado Ambiental de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autbnoma de Baja
California. En 2015, Lopez Arreguin registro la textura del suelo de la Laguna Salada,
como tipo franco arcillo-limoso en algunas zonas y arcilloso en otras. Con un pH 8.3 a
9.4, conductividad eléctrica de 71 dS/m hasta 185 dS/m, contenido de 0.18 a 1.82 % de

materia organica, 18 a 33 kg ha™ de nitrégeno, 179 a 184 kg ha™ de fésforo y 2,628 kg
ha™ de potasio.

Es sabido que las condiciones climaticas y edéficas, tales como en el pH del suelo,
contenido de carbono, fertilidad y procesos biogeoquimicos, permiten la adaptacion de

las plantas y los microorganismos del suelo (Delgado-Baquerizo et al., 2016; Eldridge,

2020; Berdugo et al., 2020), por lo que surge el interés de estudiar los microorganismos



cultivables presentes en este tipo de condiciones ambientales y las capacidades

biotecnoldgicas de estos microorganismos.
2.2 Microorganismos extremofilos

Los microorganismos extremaofilos son aquellos microorganismos que sobreviven
y crecen en ambientes con condiciones extremas, se pueden aislar de ambientes con
temperaturas extremas, alto o bajo pH, elevada salinidad, entre otros. Estos
microorganismos pueden adaptarse a ambientes con factores extremos (Morozkina et al.,
2010) y se clasifican en base a la condicion fisicas, quimicas o combinaciones de éstas
del ambiente donde se desarrollan como: termdfilos (temperatura 6ptima de crecimiento
entre 45 °C y 80 °C), dentro de éstos se encuentran los hipertermdfilos (temperatura
optima de crecimiento superior a 80 °C) (Gémez y Perez, 2007), psicrofilos (temperatura
optima de crecimiento por abajo de 10 °C); aciddfilos (pH éptimo de crecimiento por abajo
de 5), alcaldfilos (pH éptimo de crecimiento por arriba de 8), haldfilos (habitan en medios
hipersalinos, de 5 % a 30 % de sal), osmdfilos (viven en altas presiones osmaticas);
radiofilos (resisten altos niveles de radiacion); metaldfilos (toleran altas concentraciones
de metales pesados); piezéfilos (antes llamados bardfilos, requieren o toleran presion
hidrostatica de 40 atm a 60 atm) (Kumar, Awasthi y Singh, 2011; Maliukova, 1983; Oliart-
Ros, Manresa-Presas y Sanchez-Otero, 2016; Raddadi, Cherif, Daffonchio, Neifar y Fava,
2015).

2.3 Mezquite

El mezquite (Prosopis sp.) es un recurso bidtico con amplia distribucion geogréfica
y ecoldgica en zonas aridas y semiaridas de México, Sudan y Australia (Rodriguez et al.,
2014). Esta especie vegetal es un arbol de 6-10 m de alto, con tallo recto, corteza
lignificada con fisuras de color negruzca; hojas caducas, compuestas, bipinnadas verde
palido y glabras; presenta flores en racimos axilares, de color blanco-amarillento, muy
perfumadas; el fruto es una vaina de color pardo amarillenta a rojiza, casi cilindrica
terminada en punta. El mezquite es utilizado en programas de reforestacion urbana, es
una especie muy resistente a la sequia; su madera se utiliza como combustible,

construccion de cercas, sus vainas como forraje y alimento para el ser humano, su resina



se emplea en la fabricacién de barnices y pegamentos, mientras que sus flores son

importantes en la produccion de miel.

En Mexicali hay poca diversidad del género Prosopis, en su mayoria Prosopis
glandulosay P. pybescens son los géneros que destacan en los Valles de Mexicali (Flores
et al., 2014).

2.4 Contaminacion de suelos por hidrocarburos y metales pesados.

Los hidrocarburos son combustibles fosiles, estos son utilizados alrededor del
mundo principalmente para generar diferentes formas de energia, debido a su bajo costo
y accesibilidad (Valdés-Gonzalez et al., 2020). Sin embargo, en ocasiones puede generar
contaminacion de aguay suelo, a casusa de derrames accidentales, sobre todo en paises
productores (Velasquez, 2017; Zamora, Ramos y Arias, 2012). Debido al crecimiento que
ha tenido la explotacion de hidrocarburos, la contaminacion por estos ha sido de igual
forma significativa. Entre 2008 y 2013 en México, se identificaron 627 sitios contaminados
por emergencias ambientales, cuyos responsable fue Pemex con 127 toneladas (20.3 %)
(Semarnat, 2014).

Los hidrocarburos, impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera, iniciando una
serie de procesos fisicos y quimicos simultdneos, como evaporacion y penetracion.
Segun el tipo de hidrocarburo y las condiciones donde se encuentre, el proceso puede
ser mas o0 menos lento, ocasionando una toxicidad mayor (Benavides Lopez de Mesa et
al., 2006). Entre las consecuencias que estas condiciones genera, se encuentra el dafio
que ocasiona a la flora y fauna del area donde esta contaminacion esta presente (Ortiz y
Silva, 2019).

Existe una variedad de hidrocarburos, debido a su composicion quimica, estos son
faciles de biodegradar, a excepcion de aquellos compuestos polares pueden presentar
pesos moleculares mayores a los saturados y aromaticos, agregando a esto su estructura

compleja, se consideran resistentes a la biodegradacion (Delgado-Estrellay et al., 2014).

2.5 Surfactantes sintéticos

Los surfactantes sintéticos (SS) son sustancias quimicas que estan formadas por

moléculas anfifilicas. Las moléculas anfifilicas son aquellas que contienen un grupo
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apolar (hidrofébico) y uno polar (hidrofilico) unidos por enlaces covalentes (Figura
1)(Fernandez et al.,, 2009). Estas moléculas van concentrandose entre fases inmiscibles
y remplazan gradualmente el disolvente interfacial como el agua, provocando la
disminucién de la polaridad en la fase acuosa y por lo tanto, se ve reducida la tension
superficial y a su vez, se puede acelerar le disolucién de los contaminantes (Mao et al.,
2015).

Parte hidrofilica

Parte hidrofébica

Figura 1. Representacion de una molécula anfifilica.

Cuando estas moléculas se encuentran en una concentracion especifica, conocida
como la concentracion critica micelar (CMC), la interfase de la sustancia en la cual el
surfactante es agregado, se satura de estas moléculas, provocando su asociacion en
agregados llamados micelas (Figura 2), donde las cadenas apolares se mantienen en el
centro y las cabezas polares se direccionan hacia la disolucion. Debido a esta formacion
se logra minimizar la interaccion entre las cadenas de hidrocarburo y el agua de la
disolucidn, dispersando facilmente los contaminantes y mejorar su solubilidad (Aranberri
et al., 2006; McKee y McKee, 2009; Nagy, 2018; Vishnyakov, Lee, y Neimark, 2013). Una
vez que los contaminantes estan disueltos en la fase acuosa tienen mejor movilidad, lo
que favorece la posterior eliminacion de contaminantes a través de rutas bidticas (por
ejemplo, absorcién por plantas y degradacién microbiana) o rutas abioticas (por ejemplo,

lavado del suelo y posterior separacion) (Roane et al., 2012; Sepulveda y Velasco, 2002).



Parte central apolar

Cadena apolar

C Y/
OO/JJ Cabeza polar
Figura 2 Formacion de una micela.

Fuente: (Aranberri et al., 2006).

Esto le permite reducir la tension superficial e interfacial del medio en el que se
encuentren disuelto (Muthusamy et al., 2008). Los SS se pueden clasificar en anionicos,
catiénicos y no-ionicos (Riojas et al., 2011). Desde su descubrimiento, han sido utilizados
en una gran variedad de industrias (cosmética, alimenticia, limpieza, ambiental, entre
otras). (Alvarez, 2004; Davis y Foegeding, 2007; Gharibzahedi et al.,, 2012; Zhu y Aitken,
2010).

2.6 Biosurfactantes

Los microorganismos utilizan diferentes compuestos organicos como fuente de
carbono para su crecimiento. Cuando estos compuestos se vuelven inaccesibles debido
a algun factor, como condiciones ambientales, aquellos microorganismos con la
capacidad de producir biosurfactantes (BS) los generan para disponer de la fuente de
carbono (Fernandes et al., 2007; Islas et al., 2010). Los BS son biomoléculas con las
caracteristicas de un SS, con la diferencia de que los primeros son producidos como
subproductos metabdlicos de microorganismos (Caiet al., 2019). Se pueden clasificar
segun su estructura quimica o el tipo de microorganismo que los produce. En el grupo
hidrofilico puede estar compuesto por: aminoacidos, péptidos catiénicos o anidnicos,
monosacaridos o polisacaridos. La parte hidrofébica esta compuesta principalmente de
acidos grasos saturados o insaturados (Banat, Makkar y Cameotra, 2000; Desai y Banat,

1997). En la Tabla 1 se muestran los BS por tipo y los microorganismos que los producen.

Los BS tienen ventajas sobre los SS (Tabla 2) entre las mas destacables podemos
encontrar su biodegradabilidad (Banat, 1995), baja toxicidad (Batista, Mounteer, Amorim
y Tétola, 2006), el tipo de materia prima que se puede utilizar para su obtencién y las

caracteristicas de su produccioén a gran escala (Kosaric, 2010; Rane et al., 2017).



Tabla 1 Principales clases de biosurfactantes y microorganismos involucrados en su produccion.

Modificada de Shakeri et al., (2020).

Tipo de biosurfactante Microorganismo que lo produce

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas, Chlororaphis,
Serratia Rubidea

Torulopsis bombicola, T. antarctica, Torulopsis petrophilum,

Ramnolipidos

" Soforolipidos C. botistae, C. apicola, C. riodocensis, C. stellata, C.
S bogoriensis
= Trehalolipidos Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium sp.
S Arthrobactersp., Nocardia erythropolis, Corynebacterium sp.
o Lipidos de celobiosa Ustilagomaydis
Glicolipido Streptococcus thermophiles
Diglicicosildiglicéridos Lactobacillus fermentum
Lipidos Candida antarctica, Kurtzmanomyces sp., Pseudozyma
manosileritritol Siamensis
Peptido-lipido y Bacillus licheniformis
Liquenisina
Estreptofactina Streptomyces tendae
< Viscosina Pseudomonas fluorescens, Leuconostoc mesenteriods
= Serrawettin Serratia marcenscens
S Surfactina, Subtilisina i il
S elturin Bacillus subtilis
= Gramicidina Bacillus brevis
Z Polimixina Bacillus polymyxia
B Serrawettin Serratia marcescens
§ Lipidos de poliol Rhodotorula glutinis, R. graminis
] Ornitinelipidos, seudomonas sp., Thiobacillus, thiooxidans, Agrobacterium
| péptidos de lisina sp., Streptomyces sioyaensis, Gluconobactercerinus
Pumilacidina Bacillus pumilus
Sulfonilipidos T. thiooxidans, Corynebacterium alkanolyticum
Artrofactina Arthrobacter sp., Corynebacterium sp
Q 4 Corynebacterium lepus, Capnoytophaga sp. Penicillium
ngoco 9 - spiculisporum Arthrobacter paraffineus
0058 ° Acido graso : .
% 2=2% Talaramycestrachyspermus, Norcadia erythropolis
< 5“@ 2 e Lipidos neutros Nocardia erithropolis
= Fosfolipidos Thiobacillus thiooxidans




I'Em'ulsan y Acinetobacter calcoaceticus
0 Biodispersan
_S § Liposan Candida lipolytica,C. tropicalis
(S i -
S ,C_arbohldrat’os Pseudomonas fluorescens, Debaryomyces, Polmorphus
a £ lipidos-proteinas
€ o Manano-lipido- . -
L o
2 proteina Candida tropicalis

Proteina PA P.aeruginosa
S o Vesiculas y fimbrias Acinetobacter calcoaceticus, P.marginilis, P. Maltophila
§ ‘—35 Celulas enteras Various bacteria such as Cyanobacteria
[z % Alasan A. radioresistens
S a
S Surfactante Pseudomonas marginalis

particulado (PM) 9

Otra caracteristica destacable de los BS, es su estabilidad al utilizarse en

condiciones extremas de pH, salini

utilizacion en la biorremediacion d

dad, temperatura; esto ha llamado la atencién para su

e suelos contaminados (De la rosa, Nuvia, Sanchez-

Salinas y Ortiz-Hernandez, 2015; Desai y Banat, 1997; Miller, 1995; Ron y Rosenberg,

2002).

Tabla 2 Comparacion de las principales caracteristicas entre surfactantes y biosurfactantes.

Caracteristica

Biodegradabilidad
Toxicidad
Biocompatibilidad

Matera prima
Princ

Costo de Produccion

Utilizacién en la
biorremediacion de suelos

Estabilidad en condiciones
extremas

Surfactante Biosurfactante
No biodegradables Biodegradables
Alto Baja
No Si

Residuos agroindustriales,

ipalmente derivados del aceites naturales, aceites
petréleo reciclados, entre otros residuos
reutilizables.
Econdémica

Elevado. (Se puede utilizar
fuentes renovables para
disminuir costos)

No son viables debido a su

toxicidad. Altamente utilizados

No tolerantes Altamente tolerantes



2.7 Sidero6foros

El hierro (Fe), es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre
después del oxigeno, silicio y aluminio (Allégre, Poirier, Humler, y Hofmann, 1995;
Anderson, 1983). El papel principal de los sideroforos es la solubilizacion extracelular de
Fe a partir de minerales o sustratos organicos en condiciones de privacion celular de este
elemento y el transporte especifico de Fe en células microbianas. La razon bioldgica para
la produccion de sideréforos por microorganismos es el papel insustituible del Fe en los
procesos de oxidacion y reduccion de las células, debido a esto y a la insolubilidad
extrema del hidroxido de hierro a pH fisiol6gico es necesaria la produccion de sideroforos
para aumentar su biodisponibilidad.

A pesar de la considerable variacion estructural encontrada en los sideréforos, su
caracteristica comun es formar complejos octaédricos de seis coordenadas. Los grupos
gquelantes casuales son catecolatos, fenolatos e hidroxamatos. Los catecolatos y
fenolatos son tipicos de las bacterias, mientras que los hidroxamatos son caracteristicos

de hongos y microorganismos actinomicetos (Welch, 1992; Winkelmann, 1991).

En la Figura 3 se observa como una célula microbiana libera sider6foros para
formar complejos con el hierro y aumentar de esta manera la disponibilidad de Fe en la
célula. En la Figura 3A se representa la produccion de sideroforos del tipo hidroxamatos
(H) y en la Figura 3B la produccion de sideroforos del tipo catecol (C).

A. B.
Externa // Externa
Interna Fos- Interna
. Gf h"""Q*O @ "
® O

Figura 3. Formacion de siderdéforos tipo hidroxamatos (A) y catecol (B) para la asimilacion de Fe.
Fuente: (Wilhelm y Trick, 1994)



3. ANTECEDENTES

3.1 Aplicaciones de BS en la industria

Al igual que los SS, los BS se pueden utilizar en una amplia variedad de industrias

debido a sus caracteristicas.

En 2016 Priyadharshini & Latha, aislaron el BS obtenido por Bacillus sp de suelo
contaminado con petréleo, para evaluar su capacidad antimicrobiana. Utilizaron muestras
de E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Shigella boydii y Staphylococcus
aureus y colocaron el BS a una concentracion de 20 mg / 10 ml. Se tuvo como resultado
que los aislados presentaron actividad antimicrobiana para Staphylococcus aureus y
Shigella boydii. Esto podria ser una opcion para sustituir a los SS los cuales presentan

una alta toxicidad.

En 2017, Ferreira y colaboradores realizaron una investigacion utilizando BS
obtenidos por Lactobacillus paracasei comparando la capacidad de emulsificacién con
dodecil sulfato de sodio (SDS) un surfactante sintético. Los resultados obtenidos después
de 7 dias al medir el volumen y la estabilidad de la emulsién con aceite de almendra a
diferentes concentraciones fueron un volumen de emulsion (VE) entre 50 y 57% similar
al DSS a las mismas concentraciones. Llegando a la conclusion de que el BS producido
por podia Lactobacillus paracasei utilizarse como ingrediente natural en emulsiones

cosmeéticas.

Entre otras industrias se encuentra la de petrdleo, donde utilizan los BS para la
reduccion de la viscosidad del aceite y humectacion de superficies sdlidas. La industria
de alimentos los utiliza como agentes lubricantes, espesantes y/o emulsionantes. Entre
otras grandes aplicaciones (Almeida et al., 2016; Banat et al., 2000; Brown, 1991; Cortés-
Sanchez et al., 2017).

3.2 Biorremediacion con Biosurfactantes.

El uso de Surfactantes Sintéticos (SS) en ocasiones es contraproducente ya que
después de actuar pueden convertirse en una fuente extra de contaminacién dada su

naturaleza, pues que la mayoria son derivados del petréleo (Matvyeyeva, Vasylchenko y



Aliieva, 2014; Muthusamy et al., 2008). Por lo que se buscaron alternativas de sideréforos
mas amigables con el medio ambiente (Becerra y Horna, 2016; EI-Sheshtawy y Doheim,
2014).

La contaminacion de suelos por hidrocarburos, metales pesados u otros
contaminantes, puede provocar dafos severos en la salud y al medio ambiente,
afectando tanto a la flora como a la fauna del area contaminada (Zivelyte, Valters y
Vasarevicius, 2017). Es por esto que existen métodos como la remediacién que se

encargan de recuperar dichos suelos contaminados y evitar dafios mayores.

Existen diversas tecnologias de remediacion que pueden clasificarse en base a la
estrategia que utilizan, el lugar en que se realiza el proceso de remediacion y el tipo de
tratamiento (INECC, 2007). Cuando hablamos por tipo de tratamiento, estos pueden ser
bioldgicos, o también conocidos como biorremediacion, las cuales aprovechan las
actividades metabdlicas de algunos microorganismos (Laszlova et al., 2018; Reis et al.,
2013).

La biorremediacién utiliza microorganismos o0 procesos microbioldgicos, para
degradar contaminantes ambientales, incluye la degradacion enzimatica que consiste en
agregar enzimas al sitio contaminado con el fin de degradar sustancias nocivas, la
fitorremediacion, tecnologia que utiliza plantas para la descontaminacion, y la
degradacion microbiana que implica la adicion de microorganismos al sitio contaminado
para descomponer sustancias téxicas (Fabelo, 2017). Adicionalmente, el uso de
biosurfactantes (BS) microbianos en procesos de biorremediacion es interesante debido
a las ventajas que ofrecen sus caracteristicas como baja toxicidad y aumento en la
biodisponibilidad del contaminante, lo cual facilita el proceso de biodegradacion (De la
rosa, Sanchez y Ortiz, 2015; Roane et al., 2012).

Lovaglio y colaboradores en el 2011, comparan la capacidad de emulsificacion de
ramnolipidos de P. aeruginosa, cultivada en MSM a pH 3 suplementado con aceite de
soya como Unica fuente de carbono y energia, del benceno, keroseno y aceite de soya
contra un surfactante sintético (SS) comercial. Demostrando que el SS tuvo una mayor
eficacia en medios acidos con pH menores a 4, manteniéndose estable en un indice de

Emulsificacion a las 24 horas (IEz4) de 70%, sin embargo, al aumentar el pH el valor de
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IE24 bajo a 60 y 50 %, mientras que el BS produjo emulsificaciones mayores y estables
con un IE24 en los rangos de pH de 4 a 9.

A pesar de que el BS en este caso no emulsiond en pH por debajo de 4, se puede
comprobar que, encontrando las condiciones adecuadas, un BS puede ser igual o0 mas
eficiente que un SS.

3.3 Residuos agroindustriales en la produccion de BS

Los BS se han utilizado en la biorremediacién de suelos contaminados con
hidrocarburos (Almeida et al., 2016; Martinez, 2015) y metales pesados (Giraldo y
Gutiérrez, 2014; Mosa et al., 2016). Sin embargo, a pesar de las grandes ventajas que
aporta su utilizacion, el proceso de produccién de BS a gran escala resulta costoso,
debido al alto costo de los componentes del medio y por el bajo rendimiento que este

genera (Almeida et al., 2016).

Existen diversas investigaciones enfocadas al uso de residuos agroindustriales en
la produccion de BS, dada su facilidad de acceso y bajo costo, esto con la finalidad de
disminuir los costos en la produccién de BS y eliminar |la barrera que hay del uso de éstos

en vez de los SS.

En el 2006 se realizaron estudios en México donde se estimé que 60.13 millones
de toneladas de residuos agroindustriales correspondian a tallos de maiz, tallos de sorgo,
copas y hojas de cana (Valdez-Vazquez, Acevedo-Benitez y Hernandez-Santiago, 2010).
Este andlisis permite ver la oportunidad que hay en nuestro pais para utilizar residuos

agroindustriales como fuente alternativa de carbono en la produccion de BS.

Gudinay colaboradores, en 2015 utilizaron licor de maiz fermentado donado por
Companhia Portuguesa de Amidos, S. A. como medio de cultivo para evaluar la
produccion de BS por Bacillus subtilis #573, aislado que en estudios anteriores se
demostré que era productor de BS. El medio fue preparado con el licor de maiz
fermentado y agua destilada en diferentes concentraciones 5, 10 y 15% (v/v).

Para evaluar la produccién de BS se midio la tension superficial y el indice de

emulsificacion. EI medio con una concentracion del 5% a las 24 h presento la mayor
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disminucién de la tension superficial, de 51.4 dinas/cm a 32.8 y un indice de
emulsificacién de 28%. Mientras que el medio de 10 y 15% presentaron una mayor
disminucion e indice de emulsificacién a las 48 h. El medio al 10% disminuyo la tensién
superficial de 52.8 a 30.7 dinas/cm y un indice de emulsificacion de 55%. Por otro lado,
el medio al 15% disminuyo la tension superficial de 50.5 a 31.8 dinas/cm y obtuvo un

indice de emulsificacion de 40.3%.

En base a los resultados obtenidos, donde el licor de maiz fermentado presento
buenos resultados como medio de cultivo, se evalud el costo del medio estandar a este

medio modificado, dando una diferencia de 39.996 €.

De esta forma podemos confirmar que el uso de residuos agroindustriales puede

beneficiar a sustituir los SS por BS.

Yanez-Ocampo y colaboradores, en 2017, en Chiapas, evaluaron la produccién
de BS utilizando residuos de café (liquido) de una cafeteria como fuente de carbono. La
concentracion utilizada fue de 2, 6, 10, 14 y 18% (v/v) en un medio MSM. Se evaluaron 3

aislados nativos de Chiapas proporcionado por la universidad local (A, B y 83).

Para evaluar su efectividad, se midié la tensién superficial, asi como el indice de
emulsificacién. Después de 24 h, los 3 aislados presentaron una disminucion de la tensién
superficial de 50 dinas/cm a 30-29 dinas/cm. Los aislados A y 83 presentaron un indice

de emulsificacion de 58%.

En base a este estudio se demostré el potencial de estos aislados nativos de
Chiapas para la producciéon de BS y también el potencial de los residuos de café de

cafeterias locales como fuente de carbono.

En el 2017, Rane y colaboradores en India, utilizaron melaza, suero de leche y
extractos de cascaras de papa, cascaras de naranja, cascaras de platano y bagazo de
cana de azucar como sustrato para evaluar la produccién de BS de Bacillus subtilis cepa
ANR 88. En la tabla 3 se puede observar el rendimiento para produccion de BS utilizando
las distintas fuentes de carbono, en este trabajo se utiliz6 como control positivo de

produccion de BS utilizando glucosa como fuente de carbono.
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Comparando la produccion BS utilizando glucosa como fuente de carbono, que es
el sustrato que se usa a nivel laboratorio para este tipo de cultivos, el rendimiento en
produccion de BS con respecto a la melaza fue de 0.241 g/l, un rendimiento similar al
rendimiento en produccion de BS con respecto a la glucosa 0.207 g/l, el bagazo de cafia
de azucar genero un rendimiento de BS de 0.127 g/l, la cascara de naranja 0.089 g/l, la
cascara de platano 0.049 g/l, cascara de papa 0.022 g/l, mientras que con el suero de
leche no se obtuvo produccion de BS. La cascara de papa contenia una concentraciéon
minima de azucar, por lo tanto, la produccion de biosurfactantes fue minima. El suero de
leche esta compuesto por un 75% de lactosa este ha sido efectivo como fuente de
carbono para BS glicolipidos (Joshi et al., 2008), sin embargo, el BS producido en este

estudio fue un lipopéptido.

Tabla 3 Comparacion del rendimiento de los diferentes sustratos.
Modificada de Rane et al., (2017).

Produccién de
Sustrato biosurfactantes
(9/l)

Glucosa 0.207
Melaza 0.241
Suero de leche 0.000
Céscara de naranja 0.089
Céascara de papa 0.022
Céscara de platano 0.049
Bagazo de cafia de azUcar 0.127

En 2020, Ribeiroy colaboradores utilizaron aceite de oliva, aceite de soya como
fuentes de carbono, comparandolo con glucosa (fuente de carbono en el medio estandar)
y NH4NOs3 o licor de maiz fermentado como fuentes de nitrdgeno. El mejor resultado
obtenido en base a la disminucién de la tensién superficial fue utilizando aceite de soya
al 1% como unica fuente de carbono y licor de maiz fermentado al 1% como unica fuente
de nitrégeno. Demostrando que la mejor opcidn fue el uso de aceite de oliva y soya como

fuente de carbono y licor de maiz fermentado como fuente de nitrégeno.

Estos estudios son evidencia de que, al utilizar residuos agroindustriales como

fuentes alternas de carbono, bajo las condiciones adecuadas, se pueden obtener
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rendimientos favorables en la produccién de BS disminuyendo significativamente el costo
de produccion de estas biomoléculas.

3.4 Variacion de la fuente de nitrdgeno y sus efectos en la produccion de

biosurfactantes.

La fuente de nitrégeno es un factor importante en la produccion de BS ya que las
proteinas dependen de ésta para su sintesis. Encontrar una fuente de nitrdgeno
adecuada, que permita un alto rendimiento en la produccién de BS combinado con la
fuente de carbono alterna (a base de residuos agroindustriales) permitiria disminuir aun

mas el costo de produccidn.

Fonseca y colaboradores en 2007, evaluaron la produccién de BS con B. subtilis
YRE207 el cual fue aislado de unas muestras de suelo contaminado con petrdleo en
Brasil. Fue incubado en medio MSM con 5 diferentes fuentes de nitroégeno, 3.0 g/l de
urea, 10.0 ml/l de residuos de levadura de cerveza, 8.5 g/l de NaNO;, 6.6 g/l de
(NH,),SO, y 4.0 g/l de NH,NO;. La fuente de carbono se mantuvo estable, utilizando

sacarosa a 10 g/l.

Para evaluar la influencia de estas variaciones en la produccion de BS, se realizd
la medicion de la tensién superficial. Obteniendo como resultados que el medio con
NH4NO; disminuyo un 52.8 % la tension superficial, siendo este el que mayor disminucion
seguido por Urea que disminuyd un 40.1% y (NH,),SO, un 37%. Mientras que los

residuos de levadura de cerveza solamente disminuyo un 12.9% y el NaNOz un 11.2%.

En base a los resultados obtenidos, Fonseca y colaboradores concluyeron que las
fuentes de nitrégeno cuya tensién superficial fue disminuida en mayor porcentaje supera
el promedio de otras investigaciones donde se registra que el rango de porcentaje de
tensién superficial que B. subtilis disminuye en medio convencional esta entre 30 y 40%.
También el equipo observé que las células cultivadas en el medio adicionado con NH,NO+

tienen una morfologia diferente a las cultivadas en otro medio.

Pereira y colaboradores en 2013 realizaron una investigacién acerca de la
capacidad productora del BS surfactina en tres aislados de Bacillus subtilis con diferentes

fuentes de nitrégeno: citrato de amonio (AC), nitrato de amonio (AN), sulfato de amonio
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(AS), extracto de carne (ME), nitrato de sodio (SN), triptona (TRY), urea (U) y extracto de
levadura (YE), manteniendo como fuente de carbono la sacarosa. Este estudio demostré
que YE tuvo un alto rendimiento de producciéon del BS en los tres aislados microbianos,
el AC genero un rendimiento similar en los tres aislados. Por otra parte, con TRY se

obtuvo un bajo rendimiento en la produccién de BS para los tres aislados.

Ishag y colaboradores en 2015 utilizaron como fuente de nitrogeno: NH4NOs,
NH4ClI, KCl y KNOs3 a diferentes concentraciones. Obteniendo una mayor produccién de
biomasa en aquellos tratamientos en los que se utilizd 1.0 g/l NHsNO3s y 0.5 g/l KNOs.
Mientras que la mayor produccion de BS se dio en los tratamientos con 0.5 g/l de NH4NO3
y 0.5 g/l de KNOs. Logrando una producciéon de BS estable después de 196 h de

incubacion. Este estudio enfatiza la importancia de la fuente de nitrégeno en la biosintesis

de BS.

22

B oo, Tensidn interfacial

DO¢oo

Tension interfacial (dinas/cm)

Concentracion de extracto de levadurz (g/1)

Figura 4. DOeo0 y tensién superficial a diferentes concentraciones de extracto de levadura.

Modificada de (Chen et al., 2018)

Chen y colaboradores en 2018, utilizaron extracto de levadura como fuente de
nitrogeno a diferentes concentraciones (1.0 a 5.0 g/l) para evaluar la produccién de BS.
Los resultados se pueden observar en la Figura 4 donde se graficaron la DOsoo y la
tension interfacial a diferentes concentraciones de extracto de levadura. A una
concentracion de 2.0 y 3.0 g/l la fermentacion del BS es mejor, ya que la DOeoo €s mayor
y la tension interfacial es menor. Por cuestiones de economia, se determind que la

concentracion optima fue de 2.0 g/l
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3.5 Aislados microbianos utilizados en el presente trabajo de investigacion.

En trabajos de tesis anteriores, dirigidas por el grupo de trabajo del Cuerpo
Académico de Biotecnologia y Cuidado Ambiental, se aislaron microorganismos de la
Laguna Salada y se realizaron diferentes pruebas para evaluar la produccion de BS. El
suelo de la Laguna Salada presenta un alto contenido de sales y se encuentra expuesto
a altas temperaturas (CONAGUA, 2018), por lo que los microorganismos aislados de esta

area son considerados extremofilos.

Lépez Arreguin en 2015, evalu6 la capacidad emulsificadora de diecinueve
aislados bacterianos provenientes de la Laguna Salada, diez de ellos presentaron
capacidad emulsificante. Parte de estos aislados fueron estudiados también por
Valenzuela Avilés en 2017, quien evalué la actividad tensoactiva de los sobrenadantes

celulares obtenidos, encontrando que cinco de éstos presentaban dicha actividad.

Saldana Robles en el 2016, evalud la capacidad emulsificante de 24 aislados
bacterianos, de los cuales tres mostraron un indice de emulsificacion a las 24 horas (IE24)
mayor a 8 y 10 aislados un |IE mayor a 22.91, demostrando que los microorganismos

aislados podrian tener la capacidad de producir BS.

Un estudio posterior de Campos Grajeda en el 2017 encontré que 100 g de harina
de mezquite contiene 12.27 g de proteina total, 24.74g de azucares totales, 2.51 g de
lipidos y 6.4 g de fibra. En general la harina de mezquite presenta un alto contenido de
proteina, hidratos de carbono totales y fibra por lo que podria emplearse como fuente

alterna de carbohidratos en la produccién microbiana de BS.

Con base en estas investigaciones previas, en el presente estudio se evaluaron la
produccion de BS de aislados microbianos modificando la fuente de carbono y nitrégeno.
Para esto, se utilizé harina de mezquite por su alta cantidad de azucares, y aceite de oliva
como fuentes alternas de carbono, ambos producidos en la regién lo que los hace

disponibles.
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4. JUSTIFICACION

Los biosurfactantes (BS), moléculas tensoactivas, emulsificantes y dispersantes
producidas por el metabolismo microbiano, a diferencia de los surfactantes sintéticos (SS)
poseen ventajas importantes (baja toxicidad, biodegradabilidad y aumentan la
biodisponibilidad de ciertas sustancias). Estos pueden ser producidos a partir de fuentes
renovables como residuos agroindustriales, lo cual contribuye a disminuir su costo de
produccion a gran escala y da un valor agregado a los desechos derivados de la industria
agricola. Pese a que se han realizado diversos estudios referentes a la utilizacion de
residuos agroindustriales como fuente de carbono alterna en la produccion de BS, es
importante evaluar el uso de estos residuos en la produccion de BS en el municipio de
Mexicali B.C., ya que en la region se generan grandes cantidades estos residuos y existen
microclimas extremos donde se encuentran microorganismos productores de las
biomoléculas de interés; con lo que se ofrecen alternativas que reducirian la huella
ecologica que genera la quema de residuos pues estos podrian ser utilizados como

fuentes alternas de carbono en futuros procesos de produccién de BS.

La presente investigacion busca establecer las condiciones adecuadas de cultivo
para obtener un alto rendimiento en la producciébn de BS, proveniente de
microorganismos pertenecientes al banco de microorganismos del grupo de investigacién
de biotecnologia y cuidado ambiental de la FIM, mediante la sustitucion de la fuente de
carbono (glucosa) por fuentes alternas de carbono como aceite de oliva y harina de
mezquite, ademas de modificar la fuente de nitrégeno, volumen y la velocidad de
agitacion de los cultivos. Con dichas modificaciones se pretende sentar las bases
experimentales que permitan en un futuro escalar la produccion de estas sustancias y
utilizarlas biotecnolégicamente (procesos de biorremediacién de suelos contaminados
con hidrocarburos y metales pesados, evaluacion del efecto de estas sustancias en lineas

celulares, entre otros).

17



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Optimizar las condiciones de cultivo, llegando a establecer las adecuadas para

producir de manera eficiente una mayor cantidad de biosurfactantes.
5.2 Objetivos especificos

Identificar la fuente de nitrdgeno que permita una mayor produccion de

biosurfactantes en los diferentes aislados microbianos.

Identificar la fuente de carbono que permita una mayor produccion de

biosurfactantes en los diferentes aislados microbianos.

Identificar aquellos microorganismos productores de sideroforos.

6. HIPOTESIS

Modificar las condiciones de cultivo como la fuente de carbono, la fuente de
nitrogeno y el volumen del medio de cultivo permitira establecer las condiciones de cultivo

ideales que permitiran aumentar el rendimiento en la produccién de biosurfactantes.
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivacion de aislados microbianos

Los 45 aislados microbianos a los que se le evalud la capacidad productora de
biosurfactantes (BS) pertenecen al banco de microorganismos del Laboratorio de
Investigacion de Bioingenieria. Estos fueron aislados (en trabajos previos del Cuerpo
Académico de Biotecnologia y Cuidado Ambiental), conservados por liofilizacion o en
glicerol al 15%, y almacenados en refrigeracion y congelacion respectivamente.

Para la reactivacion de las muestras microbianas liofilizadas, entre 4 y 8 perlas de
alginato conteniendo los aislados microbianos fueron depositadas en microtubos de 2 ml
conteniendo 1 ml de solucién de bicarbonato de sodio al 4%. Se dej6 reposar 30 minutos,
agitando ocasionalmente hasta disolver las perlas de alginato. Para la reactivacion de las
muestras microbianas liofilizadas en leche descremada, se agregaron 2 ug de éstas en
viales de 2 ml conteniendo 1 ml de agua destilada estéril y se agitaron hasta disolver. En
ambos casos, una vez disueltos los aislados microbianos, se tomaron 100pl de cada una
de las suspensiones microbianas, se sembraron por separado y por duplicado por
extension con varilla sobre agar Reasoner’s 2A (R2A) contenido en placas de Petri. Las
palcas de R2A inoculadas fueron incubadas a 35 °C por 24 horas o hasta observar

crecimiento celular.

7.2 ldentificacion de aislados microbianos productores de biosurfactantes y

cinética de crecimiento bacteriano

En matraces Erlenmeyer de 125 ml estériles, se colocaron 50 ml de medio minimo
de sales (MSM, por sus siglas en inglés) que contiene por litro: NaNOs 2.5 g; NaCl 1 g;
KCI 1g; CaCl2:2H20 0.05g; MgSOa4-7H20 0.4g; H3PO4 (85%) 10 ml, pH final de7.2. 1ml
de la solucion B que contiene por cada 100 ml: FeSO4-7H20 50 mg; ZnSO4-7H20 150mg;
MnSO4-H20 150 mg, HsBOs 30 mg, CoCl2:6H20 15 mg, CuSO45H20 15 mg y
NaMo0204-2H20 10 mg; y como fuente Unica de carbono y energia glucosa al 2 % v/v.
(Bodour et al., 2004). Las soluciones se esterilizaron por separado a 121 °C y 15 Ib de
presion por 15 min y luego se mezclaron en un matraz estéril bajo condiciones de

esterilidad.
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El medio se inoculdé en condiciones de esterilidad tomando con un palillo de
madera estéril una pequefa cantidad de una sola colonia microbiana de no méas de 24
horas de vida desarrollada sobre R2A. El MSM glucosa 2 % contenido en los matraces
fue inoculado con los distintos aislados microbianos, se incubo a 35 °C con agitacion
oscilatoria de 100 rpm hasta que los cultivos presentaran una densidad Optica (DO) de 1
a una longitud de onda de 600 nm, (Martinez et al., 2000) el medio MSM se utilizé como
blanco y con él se ajusto la DOsoo a 0 para obtener preinoculos de cada uno de los
aislados microbianos de interés. Se registro su tiempo de crecimiento en horas. Aquellos
cultivos microbianos que formaron pellets y/o no presentaron crecimiento fueron

descartados.

Se tomaron 200 pl de aquellos cultivos que presentaron crecimiento y no
presentaron pellets. 50 ml MSM 2 % de glucosa, contenidos en matraces Erlenmeyer de
125 ml estériles fueron inoculados por triplicado. Se tomaron 2 ml de muestra durante 5
intervalos de tiempo para aquellos cultivos microbianos cuyo crecimiento fue de 24 horas
(2,4,6,12y 24 h)y 10 intervalos de tiempo para aquellas que su tiempo de crecimiento
registrado fue mayor a 24 h: para aquellos cultivos identificados con crecimiento hasta
las 48 h se tomaron a las 2, 4, 8, 12, 24, 26, 28, 32, 38 y 48 h; aquellos cultivos con
crecimiento de 96 horas se tomaron a las 12, 24, 36, 48, 60, 72, 76, 80, 84 y 96 h; los
cultivos celulares con crecimiento hasta las 168 horas se tomaron muestras a las 24, 47,
72, 96, 120, 132, 144, 168, 180 y 192 h esto con la finalidad de obtener una curva de
crecimiento y definir el tiempo en el que se alcanza la fase estacionaria para cada cultivo

microbiano.

Posteriormente, se obtuvo el caldo libre de células (sobrenadante celular),
centrifugando el contenido de cada matraz a una velocidad de 2 750 rpm por 30 minutos,
los sobrenadantes celulares se almacenaron a 4 °C para ser utilizados en pruebas

posteriores (Becerra 'y Horna, 2016; Lara-Severino et al., 2017; Tahseen, 2017).

7.3 Descripcion morfolégica y tincion de Gram

Para cada aislado microbiano productor de BS en medio MSM glucosa 2 %, se
realizé la descripcion de morfologia colonial (forma, elevacion, color, margen y textura),

y se determind su morfologia celular y tincibn de Gram. Estos datos se registraron
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mediante toma de fotografias a las colonias celulares y microfotografias de
observaciones al microscopio para el caso de morfologia celular y tincion Gram.

7.4 Tension superficial de los sobrenadantes celulares

Para cuantificar la actividad tensoactiva de los sobrenadantes celulares de los
distintos aislados se utilizé un tensidmetro CSC-Du Nouy 70535. Se tomaron 15 ml de la
muestra del caldo libre de células a temperatura ambiente y se depositaron en cajas Petri
limpias para posteriormente determinar su tension superficial (TS) en el tensiometro. Las
mediciones de TS se realizaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante del
tensidmetro Du Nouy y se hicieron por triplicado para cada uno de los sobrenadantes
celulares obtenidos para su posterior registro. Previo a las mediciones de TS de las

muestras, el tensiometro se calibré con agua desionizada (TS= 71.5 £ 0.5 N/cm).
7.5 Determinacion del indice de emulsificacion a las 24 horas

Para evaluar la capacidad de formar emulsiones de cada sobrenadante de los
cultivos, se llevo a cabo el andlisis IE24 basado en el método de Cooper y Goldenberg
(1987). Se agregaron 3 ml de diésel y 2 ml de caldo libre de células en un tubo de ensaye
de vidrio de 15 ml. Estas mezclas se agitaron en el vortex durante 2 minutos y se dejaron
reposar verticalmente a temperatura ambiente por 24 horas. Esto se realizé por duplicado
para cada muestra. El IE24 se determiné con la Férmula 1, en la cual el IE24 es calculada
dividiendo la altura de la capa emulsificada entre altura total de la emulsién por 100. Se

registraron los datos obtenidos para su posterior analisis.

B = altura de la capa emulsificada 100
24 altura total x

Férmula 1. Calculo del indice de emulsificacion.

7.6 Evaluacion de la produccion de biosurfactantes con diferentes fuentes de

carbono

Se preparé medio MSM liquido modificando la fuente de carbono, harina de
mezquite o aceite de oliva en vez de glucosa. Se varid la concentracion de estas dos
fuentes alternas de carbono a un nivel mas bajo, igual y mas alto tomando como base la
cantidad de glucosa utilizada, es decir 1, 2 y 3 % v/v. Evaluando de esta manera, que

concentracion presenta una mayor produccion de BS.
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Se inocularon por separado, 200 pl de preinéculos de aquellos sobrenadantes
celulares que presentaron mayor disminucion de la TS y se incubaron bajo las
condiciones experimentales mencionadas en el apartado 7.2. Se tomaron muestras a 4
intervalos de tiempo segun el tiempo de crecimiento (para aquellos de 24 h, intervalos de
6 h; para aquellos de 48 h, intervalos de 12 h; para aquellos de 96 h, intervalos de 24 h)
y se midio su absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Se registré el tiempo en
gue cada una de las muestras microbianas llegé a una DO=1 y se comparo6 con la curva
de crecimiento con el tratamiento estandar o control (MSM 2% glucosa). Se obtuvo el
sobrenadante celular por centrifugacion y se determiné el IE24 en base a la metodologia
descrita en el apartado 7.5 y la TS para comparar los resultados obtenidos.

7.7 Evaluacion de la produccion de biosurfactantes con diferentes fuentes de

nitrégeno

Se modifico la fuente de nitrégeno del medio MSM, por litro como se indica: NaNO3
2.5g, NaNOs 2g, NaNOs 1.5g, KNO3 2g, KNOs 1.5g, Ca(NOs)2 2g y Ca(NOz3)2 1.5g. La
fuente de carbono fue seleccionada con base a la prueba de Tukey en Minitab17 (aceite
de oliva al 1% para Q2 y lll, aceite de oliva al 2% para R4 y VI, aceite de oliva al 3% para
R3, dextrosa al 1% para Q1, Q5, Ul y VIl y harina de mezquite al 1% para A, H, Q4, S1,
S2, 11, IX, X, XV, XVII, XXII, XXV, XXVI, XXVIII 'Y XXX). 200 ul de cada preindculo, de los
aislados microbianos, se colocaron por separado en medio de soya tripticaseina
contenido en tubos falcén de 15 ml estériles y se cultivaron a 35 °C durante 24 horas a
100 rpm. este fue llevado a DO=1 a una longitud de onda de 600 nm, se incubo bajo las
mismas condiciones mencionadas en el apartado 7.2. Se obtuvo el sobrenadante celular
por centrifugacion a 2 500 rpm, se midio y registré la TS en dinas/cm, siguiendo la

metodologia descrita anteriormente.

7.8 Aislamiento de biosurfactantes

Se incubaron 8.3 ml del preinoculo microbiano en 1L de medio MSM con la fuente
de carbono y nitrogeno en la que se produjo el BS que presento mayor disminucion de
TS a 35 °C a 100 rpm, durante 72 h. Esto se llevo a cabo por triplicado.

Posteriormente, se obtuvo el caldo libre de células siguiendo la metodologia

descrita anteriormente y se realizé una extraccion liquido-liquido con acetona en relacion
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1:1 (v/v). El precipitado se dej6 reposar 4 °C durante 24 horas a y se centrifugo a 13500
rpm a 4 °C por 10 min descartando el sobrenadante (Pereira et al., 2013).

En un crisol llevado a peso constante, se colocé el precipitado obtenido. Se
mantuvo en el horno para su secado a 37 °C por no mas de 6 h y vigilando
constantemente. Se registro su peso.

7.9 Pruebas de solubilidad del biosurfactante aislado en diferentes solventes

En tubos de ensaye se colocaron 10 ml de agua, 10 ml de etanol al 70 % y 10 ml
de acetona grado HPLC. Se sumergieron 3 mg del BS crudo y se dejo reposar por 24 h
(Elkhawaga, 2017; Goswami y Deka, 2019).

7.10 Pruebas de termoestabilidad, halotolerancia y resistencia a niveles altos de

pH del biosurfactante

Para evaluar la termoestabilidad, se colocaron 6 mg de BS crudo y se mantuvo en
rangos de temperaturas entre 40 y 120 °C por 30 minutos. Posteriormente, se disolvi6 en
10 ml de agua destilada. Para la prueba de halotolerancia, se utiliz6 NaCl a diferentes
concentraciones (2-12% p/v), este fue agregado en tubos de ensaye con la concentracion
de solvente y BS. Por ultimo, se vari6 el pH, utilizando HCI 6N y NaOH para variar el pH
de la solucion (2,5,7,9 y 12). Para estas pruebas se midié la TS por triplicado (Datta,
Tiwari y Pandey, 2018; Goswami y Deka, 2019; Santos et al., 2018).

7.11 Produccioén de Sideroforos

Se preparé medio O-CAS por sus siglas en inglés (Overlay-Chromo Azurol S). El
medio consta de una solucién A: en 40 ml de agua destilada se disolvieron 9.7 mg de
CAS, se agreg6 1.6 ml de soluciéon de hierro (1 mM FeClz-:6H20 en 10 mM HCIl) y 11.7
mg de HDTMA (torndndose en un azul brillante), manteniendo la agitacién y aforando a
80 ml; y una solucién B: en 40 ml de agua destilada se agregaron 4.86 g de PIPES
(Piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfénico)) hasta disolver, enseguida se adiciono a
gotas solucion de NaOH al 50% (p/v) hasta que la solucion se tornara transparente, se

agrego agarosa al 0.9% p/v y se aforo a 80 ml ( Pérez-Miranda et al., 2007).

Por separado se prepararon 40 ml de caldo de soya tripticaseinaona (CST),

disolviendo 1.6 g de ésta en 40 ml de agua destilada. Las tres soluciones (A, By CST)
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fueron esterilizadas por separado. Cuando alcanzaron temperatura ambiente, se agrego
la soluciéon A, a la solucion B y por ultimo el CST y se homogenizé por agitacion
magnética. La solucion final se vacio en cajas Petri de 60 mm x 20 mm estériles. Una vez
solidificado el medio CAS-CST. Se sembraron por duplicado sobre su superficie aislados
bacterianos de interés con no mas de 24 h de vida y se incubaron a 35 °C por un maximo
de 72 h para posteriormente registrar si hubo o no produccién (por cambio en la

coloracion del medio CAS-CST) de sideréforos.

7.12 Andlisis estadisticos

Para todas las pruebas, se utilizé el promedio de tres pruebas. Para el andlisis de
estos experimentos, se utilizé la prueba de Tukey para evaluar qué tratamiento fue el que
obtuvo mejores resultados de manera individual y se realizé un disefio factorial

completamente al azar para evaluar la interaccion entre los diferentes tratamientos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Reactivacion de aislados microbianos

Los 45 aislados microbianos utilizados se propagaron y cultivaron sobre medio
R2A. 25 de éstos requirieron de la adicion de NaCl 12 % (p/p) en el medio pues de lo
contrario no se observaba crecimiento sobre las placas de R2A. En la tabla 4 se indica
con un signo (+) los cultivos microbianos que fueron suplementados con NaCl 12 % y
favorecer su crecimiento. Los aislados A, B, E, F, H,L, M, N, Q1, Q2, Q4, Q5, R3, R4,
S1,S2, S3 Y U1, fueron obtenidos de muestras tomadas de suelo de la Laguna Salada
correspondientes a doce puntos de muestreo donde no existe la presencia de plantas
(Lopez, 2015). Los aislados I, II, 11, 1V, V, VI, VIII, IX, X, XI, X, XIV, XV, XVI, XVII, XVIII,
XX, XXI, XXI, XX, XXV, XXVI, XXVII, XXX, XXXI y XXXIV la fueron obtenidos de
muestras tomadas de la rizésfera de varias plantas representativas de la periferia de la
Laguna Salada (Saldafa, 2016).

Tabla 4. Aislados microbianos reactivados sobre agar R2A con y sin suplementacién de NaCl 12 %.

Suplementacion Supleme_ntacién Supleme_ntacic')n
Clave del . Clave del | del medio R2A  Clave del| del medio R2A
aislado del medio R2A aislado | con NaCl 12% aislado | con NaCl 12%
con NaCl 12%
A - S1 - XIV ]
B - S2 - XV +
E + S3 + XV +
G + Ul - XVII +
F - | + XVIII -
H + Il + XX +
L - 1| + XXI +
M - AV + XXII +
N - Vv - XXIII -
Q1 - VI - XXV +
Q2 + Vil + XXVI +
Q4 + IX + XXVIII -
Q5 + X + XXX -
R3 - Xl - XXXI +
R4 - Xl + XXXIV +
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8.2 Identificacion de aislados microbianos productores de biosurfactantes y

cinética de crecimiento bacteriano

Se midi6 la absorbancia de cada cultivo microbiano de los distintos aislados en un
espectrofotometro por intervalos de 2 h a una longitud de onda de 600 nm, hasta que
ésta llegara a una DOeoo igual a 1. Con estos resultados, se realizé una curva de
crecimiento con la que se determind el tiempo que cada aislado llegd a su fase
estacionaria. Una vez establecidas las cinéticas de crecimiento microbiano, se determino
el tiempo al cual se producen BS a una temperatura de 35 °C, 100 rpm y el tiempo fue
diferente para cada aislado, en la tabla 5 se encuentran registrados el tiempo total que
tarda cada aislado microbiano en producir BS. Como se observa, 16 tardaron 24 h, 11
aislados bacterianos mas 48 h, mientras que los aislados H y XV tardaron 96 hy G, XIV
y XVI tardaron mas de 150 h.

Tabla 5 Tiempo de crecimiento en MSM de cada aislado microbiano

Clave Hofas Clave HOT""S Clave Hofas
del |necesarias para del | necesarias para del |necesarias para
aislado p_roducuon de aislado p_roducmon de aislado p_roducmon de
biosurfactante biosurfactante biosurfactante
A 24 S2 24 XV 168
G 192 Ul 24 XV 96
H 96 I 48 XVI 168
L 24 Il 48 XVIII 48
Q1 24 i 24 XXI 24
Q2 48 \Y} 24 XXII 48
Q4 48 VI 24 XXV 24
Q5 24 VII 24 XXVI 48
R3 48 IX 48 XXVIII 48
R4 24 X 24 XXX 48
S1 24 Xl 24

8.3 Descripcion morfoldgica y tincion de Gram

En la tabla 6 se muestran los resultados de la caracterizacion colonial y tincion de
Gram para cada aislado microbiano. Del total de los aislados, 11 de ellos son cocos Gram

+, 10 cocos Gram -, 5 bacilos Gram +, 4 bacilos Gram —y 1 actinomiceto Gram +.
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Clave
del

aislado

Q1

Q2

Tabla 6 Morfologia colonial y tincion de Gram de los aislados microbianos

Morfologia colonial

Morfologia microscépica y tincion
de Gram

Forma: Irregular
Elevacién: Plana

Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Puntiforme
Elevacién: Convexa
Margen: Entero
Textura: Dura
Coloracién: Amarilla

Forma: Irregular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Viscosa
Coloracién: Amarilla

Forma: Irregular
Elevaciéon: Convexa
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Amarilla

Forma: Circular
Elevacién: Plana
Margen: Entero
Textura: Dura
Coloracién: Amarilla

Forma: Circular
Elevacién: Plana
Margen: Entero
Textura: Dura
Coloracién: Blanca

Cocos
Gram (+)

Actinomicetos
Gram (+)

Bacilos
Gram (-)

Cocos
Gram (-)

Cocos
Gram (-)

Cocos
Gram (-)
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Q4

Q5

R3

R4

S1

S2

ul

Forma: Irregular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Viscosa
Coloracién: Blanca

Forma: Irregular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Viscosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Amarilla

Forma: Irregular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entera
Textura: Viscosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Semi
amarillo

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Diplococo
Gram (-)

Cocos
Gram (-)

Cocos
Gram (-)

Bacilos
Gram (-)

Bacilos
Gram (+)

Cocos
Gram (+)
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Vi

Vi

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Irregular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloraciéon: Amarilla

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
Margen: Ondulado
Textura: Semidura
Coloracién: Beige

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Blanca

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Viscosa
Coloracién: Blanca

Bacilos
Gram (-)
F N
s~ /s
R Ta
e s Cocos
. -G - Gram (+)
E P e 0
o -
~ <P
®e J
r d Bacilos
‘ * Gram (+)
'. |
’
*®
I, Bacilos
\ \ Gram (+)
Diplococos
Gram (+)
Cocos
Gram (+)
Cocos
Gram (-)
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Xl

XV

XV

XVI

XVII

XXI

Forma: Circular
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracioén:
Transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
Margen: Filamentoso
Textura: Semi dura
Coloracién: Blanca

Forma: Puntiforme
Elevacion: Elevada
Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Beige

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
Margen: Entero
Textura: Dura
Coloracién: Blanca

Forma: Irregular

Elevacion: Plana
Margen: Ondulado
Textura: Pastosa
Coloracién: Beige

Forma: Circular
Elevacion: Plana

Margen: Entero
Textura: Pastosa
Coloracién: Beige

Forma: Circular
Elevacion: Plana
Margen: Entero
Textura: Dura
Coloracién: Blanca

.QQJ o /'-
: - .‘ -
~ -

Cocos
Gram (+)

Cocos
Gram (+)

Cocos
Gram (-)

Bacilos
Gram (+)

Cocos
Gram (+)

Cocos
Gram (+)

Cocos
Gram (-)
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’ '- -
Forma: Irregular Do, <
Elevacién: Convexa R ; Bacilos
XXl Margen: Entero e Gram (4)
Textura: Viscosa > .
Coloracién: Beige | * Ry
’, 4
Forma: Circular e e 6
Elevacion: Elevada > " Cocos
XXV Margen: Entero s €% Gram (+)
Textura: Viscosa | 2
Coloracion: Blanca | .«
mandh ©
Forma: Fusiforme " y
L, -
Elevacién: Elevada Cocos
XXVI Margen: Entero - Gram (+)
Textura: Viscosa N e
Coloracién: Blanca
5 ’
~ L
Forma: Circular t Y.
Elevacion: Elevada o =0 & .
| Yy
XXVIII Margen: Entero 0 '-3 0 graa(;:o(?)
Textura: Pastosa ., /‘ <~ >,
Coloracion: Beige e A .
o, Wy o
-
. Sl
Forma: Circular . . %
., - »
Elevacion: Plana ° K o Cocos
XXX Margen: Entero et @ T Gram ()
Textura: Pastosa ®
Coloracién: Beige . ~
- ... » . »

8.4 Tension superficial

Los datos obtenidos de tensién superficial (TS) fueron registrados en dinas/cm. En
la tabla 7 se puede observar la comparacion de los 31 aislados microbianos que dieron
positivo a la produccién de BS. La TS del medio sin inocular se utiliz6 como referencia.
24 de los 31 aislados disminuyeron la tension superficial por debajo de 35 dinas/cm, este
rango fue seleccionado debido a que se considera que un BS efectivo es aquel que logra
disminuirla TS de 72 a 35 dinas/cm o menos (Mulligan, 2005), por lo que se seleccionaron
para futuros analisis, los 7 restantes se descartaron.
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Tabla 7. Tension superficial de los distintos sobrenadantes celulares

Clave Clave Clave
TS TS del TS Clave del TS
del di del . . . ; .
. inas/cm . dinas/cm aislad dinas/cm aislado dinas/cm
aislado aislado R
Control | 71.50 Q5 27.83 [l 29.00 XV 30.00
A 26.50 R3 31.00 AV 60.50 XVIII 28.67
G 54.00 R4 32.67 VI 34.97 XXI 36.00
H 28.83 S1 27.83 VI 29.00 XXII 33.17
L 55.67 S2 27.67 IX 29.67 XXV 27.33
Q1 28.83 ul 28.33 X 27.33 XXVI 28.67
Q2 32.00 | 50.50 Xl 54 .83 XXVIHI 29.67
Q4 29.83 1 29.00 XV 58.33 XXX 28.00

Con base a los resultados, 18 de los aislados redujeron la TS por debajo de las 30
dinas/cm, 7 de ellos son mayores a 30 y menores de 40 dinas/cmy 6 estan entre las 50
y 60 dinas/cm. El sobrenadante del aislado microbiano A mostré una mayor reduccion de
la TS con un valor de 26.5 dinas/cm, mientras que IV fue el que presentdé una menor

disminucién de TS con un valor de 60 dinas/cm.

Joshi y colaboradores en el 2013, realizaron un trabajo con aislados de
bacterianos de ambientes extremos encontrando una TS maxima entre 35-27 dinas/cm,
mientras que en el presente trabajo se encontré que el aislado A disminuy6 de 72 a 26.50
dinas/cm. Este aislado present6 uno de los valores mas bajos reportado para la especie

Bacillus sp (Joy, Rahman y Sharma, 2017).
8.5 Determinacioén del indice de emulsificacion a las 24 horas

En la tabla 8 se encuentra registrados el indice de emulsificacion a las 24 horas
(IE24) de cada aislado microbiano. Los aislados A, Q2, XIll y XV no presentaron
emulsificacion, mientras que los aislados G, H, R4, S2, VI, XIV y XVIII presentaron un
IE24 menor a 10 %, Q1, R3, U1, IV, VII, X, XXl y XXVI presentaron un IE24 entre 10 y 30
%, L, Q5, II, lll, IX, XXV y XXVIII presentaron porcentaje mayor a 35y menor a 45y los
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aislados Q4, S1, I y XXII presentaron un IE24 mayor a 45% siendo estos los aislados los

de mayor indice de emulsificacion de los 32 evaluados.

Tabla 8 indice de emulsificacién a las 24 horas de los sobrenadantes celulares.

Clave |Epe Clave IEpe Clave |Epe Clave IEpe
del del del del
. % . % ) % . %
aislado aislado aislado aislado
A 00.00 R3 11.84 v 18.33 XVII 06.00
G 06.00 R4 05.00 VI 05.37 XXI 16.67
H 06.67 S1 51.79 VII 18.33 XXII 51.67
L 35.46 S2 01.67 IX 38.33 XXV 43.38
Q1 28.68 Ul 26.00 X 26.67 XXVI 16.67
Q2 00.00 | 46.19 Xl 00.00 XXVII 35.00
Q4 51.67 Il 40.00 X1V 08.00 XXX 23.68
Q5 41.67 Il 37.33 XV 00.00

Sohail y Jamil (2020), reportan indices de emulsificacion para especies de Bacillus
subtilis de 21.73%. Los resultados de IE24 obtenidos para las especies de B. subtilis (Q1
y R4) obtenidos en el presente trabajo de tesis, fueron de 28.68% y 5.00%
respectivamente. Mientras que otros géneros como B. anthracis (Q4), presentan un
indice de emulsificacion alto de 51.67%, por lo tanto, la emulsién de Q4 es mas estable
que Q1 y R4 ya que un indice de emulsificacibn mayor a 50% representa una estabilidad
mayor del BS (Lara-Severino et al., 2017)

8.6 Evaluacién de la produccién de biosurfactantes con fuentes de carbono alterna:

harina de mezquite y aceite de oliva

En la tabla 9 se muestran los resultados de crecimiento celular maximo de cada
aislado microbiano, en gue tiempo se presentd y con cual fuente de carbono. El mayor

crecimiento celular se dio con la harina de mezquite y con dextrosa.
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Tabla 9. Tiempo y tratamiento necesario para lograr el maximo crecimiento de los aislado microbianos

., Cantidad de
Concentracion .
Clave de Tiempo fuente de
) celular Fuente de carbono
aislado h carbono

DO 600 o
0
A 1.18 8 Harina de Mezquite 3
H 1.45 96 Dextrosa 1
Q1 1.70 24 Harina de Mezquite 3
Q2 1.24 48 Harina de Mezquite 2
Q5 1.44 24 Dextrosa 2
R4 1.67 48 Harina de Mezquite 3
S1 1.39 24 Dextrosa 3
S2 1.45 24 Harina de Mezquite 2
Ul 1.70 30 Dextrosa 1
Il 1.59 24 Harina de Mezquite 1
VI 1.68 48 Dextrosa 3
IX 141 48 Harina de Mezquite 3
X 1.40 24 Dextrosa 2
XV 1.36 52 Dextrosa 3
XV 1.50 24 Harina de Mezquite 1
XXV 1.64 24 Dextrosa 1
XXVII 1.41 48 Dextrosa 3

En la tabla 10 se observan los valores minimos de TS registrada para cada
sobrenadante proveniente de los cultivos liquidos de los aislados microbianos y la fuente
de carbono utilizada. Los mejores resultados se obtuvieron en el medio donde se utilizé

harina de mezquite y dextrosa como fuente de carbono.

El tratamiento en el cual se obtuvo una mayor disminucién de la TS fue aquel
donde se utilizd harina de mezquite al 1 % como fuente de carbono y el sobrenadante del
cultivo del aislado “X” cuya TS fue 26.78 dinas/cm. Para el caso del medio suplementado
con dextrosa al 3% e inoculado con el aislado bacteriano U1 se observo una TS de 28.11
dinas/cm. De estos tratamientos 3 disminuyeron la TS a menos de 30 dinas/cm, 10 entre

30y 40 dinas/cm y 4 arriba de 40 dinas/cm.
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Tabla 10. valores de tension superficial minima obtenidos para cada aislado microbiano

Clave TS minima Cantidad en %
del . Fuente de carbono de fuente de
. dinas/cm
aislado carbono
A 29.00 Dextrosa 2
H 43.11 Harina de Mezquite 2
Q1 33.61 Dextrosa 1
Q2 39.67 Aceite de oliva 2
Q5 33.50 Dextrosa 3
R4 42.44 Dextrosa 1
Sl 35.44 Dextrosa 3
S2 32.00 Harina de Mezquite 1
Ul 28.11 Dextrosa 3
Il 32.50 Dextrosa 3
VI 38.22 Dextrosa 1
IX 43.11 Harina de Mezquite 1
X 26.78 Harina de Mezquite 1
XV 39.56 Harina de Mezquite 1
XVIII 31.94 Dextrosa 3
XXV 32.28 Harina de Mezquite 1
XXVII 40.89 Dextrosa 3

En la tabla 11 se muestran los valores mas altos obtenidos al evaluar el IE24 para
cada sobrenadante celular de los aislados bacterianos, asi también los valores del indice
de Emulsificacién (IE) a las 48 y 72 h para evaluar la estabilidad de la emulsion.
Obteniendo que el sobrenadante del aislado S2 cultivado en medio suplementado con
harina de mezquite al 3 % presento un 40 % de emulsion a las 24 h y se mantuvo estable

durante 48 h, éste decrecio significativamente a las 72 h.

Se ha demostrado que la eficiencia del BS depende completamente de la
composicién del medio, ya que, cuando la fuente de carbono esta inaccesible por su baja
solubilidad es cuando se producen los BS para disponer de la fuente de carbono, siendo

esta una de las técnicas de supervivencia de los microorganismos. (Islas et al., 2010)

35



Tabla 11. Porcentaje de indice de emulsificacion a las 24, 48 y 72 horas

(_Jlave % Estabilidad % Fuente de
Aislado | % IE24
bacteriano 48 h 72 h carbono
A 1.90 1.90 1.90 3 HM
H 9.52 9.05 0.33 2HM
Q1 17.1 13.3 0.50 3D
Q2 14.29 11.90 0.37 1D
Q5 0.95 0.00 0.00 1 HM
R4 571 2.86 0.10 3 HM
S1 4.29 3.33 0.13 3 HM
S2 40.95 38.87 1.27 3 HM
Ul 35.71 24.76 0.73 1D
Il 25.24 31.90 1.63 1 HM
Vi 32.38 14.76 0.27 1D
IX 28.10 27.62 0.70 3 HM
X 5.71 3.81 0.13 3 HM
XV 16.19 13.81 0.53 2 HM
XVl 37.62 20.95 0.73 1D
XXV 20.00 19.52 0.67 2 HM
XXVIII 20.95 20.48 0.77 1D

HM= harina de mezquite, D= dextrosa

Como puede observarse en la figura 5, no se obtuvo la misma disminucion de TS
con respecto al primer andlisis con el medio MSM dextrosa 2 %. (Korayem, Abdelhafez,
Zaki y Saleh, 2015). Los microorganismos al disminuir su fuente de energia producen a
los BS para hacer uso de la fuente de carbono. Para este analisis, se utilizaron dextrosa,
el cual es un azucar simple, harina de mezquite, que contiene aproximadamente 7.42
g/100g de azucar (Garcia, 2020; Reyes, Sandoval, Méndez y Barriada, 2017) y aceite de
oliva el cual no contiene azucar. En base a las cantidades de azucar de cada fuente de
carbono utilizada, es que se obtienen diferentes resultados con el medio control (MSM
2% de dextrosa) que, con la modificacion de cada uno de ellos, ya que hay menor

disposicion de azucar.
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Figura 5. Comparacion de la reduccion de la tensién superficial con diferentes fuentes de carbono, dextrosa al 2%
como control y fuente de carbono con mayor reduccién de tension superficial para cada aislado.

8.7 Evaluacion de la produccion de biosurfactantes con diferentes fuentes de
nitrégeno.

Se realizé un disefo factorial al azar con la finalidad de encontrar cual de los
tratamientos con diferentes concentraciones por litro de fuentes de nitrégeno (NaNO3
2.5g, NaNOs 2g, NaNOs 1.5g, KNO3 2g, KNOs 1.5g, Ca(NO3)2 2g y Ca(NOs3)2 1.59g) tiene
mejores resultados en la disminucion de la TS. Los resultados se indican en la tabla 12,
Para el 63 % de las aislado bacterianos, el NaNOs la fuente de nitrégeno en la que se

presenté mayor disminucion de TS.

Se realizé un andlisis de medias para evaluar que sobrenadantes celulares de los
aislados bacterianos presentaban mayor disminucién de la TS. Todos aquellos
sobrenadantes de los aislado bacterianos que presentaron valores de TS arriba de 40
dinas/cm fueron descartadas. Se analiz6 la interaccién de factores en Minitab de las
aislado bacterianos seleccionadas para obtener el tratamiento que permite que la TS

disminuya.

Saikia, Deka, Deka y Banat (2012), evaluaron diferentes fuentes de nitrégeno entre
ellas KNOs y NaNOs. Los tratamientos con estas fuentes de nitrégeno presentaron un alto
IE24 con respecto al resto de las fuentes de nitrégeno evaluadas. Onwosi y Odibo (2012)

evaluaron la produccién de BS con, extracto de levadura y urea, obteniendo el mejor
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resultado con NaNOs. Por lo tanto, basado en estas investigaciones, la sustitucion de
NaNOs por otras fuentes de nitrdgeno no afecta de manera positiva a la produccién de
BS. Sin embargo, Saika y colaboradores obtuvieron buenos resultados utilizando KNO3

como unica fuente de nitrégeno.

Tabla 12. Efecto de la fuente de nitrégeno en la produccién de biosurfactantes microbianos

Clave de Fuente de Cantidad de
) TS iy Fuente de
aislado : nitrégeno iy
) dinas/cm* nitrogeno
bacteriano g

A 34.96 + 2.236 Ca(NOs)» 1.5
H 40.31 + 2.062 KNO3 15
Q1 37.09+1.764 Ca(NOs)2 15
Q2 42.86 + 2.028 NaNO3 1.5
Q4 33.54+1.130 Ca(NOs), 1.5
Q5 46.86 + 2.369 NaNO3 1.5
R3 44.09 + 1.691 NaNO3 2.0
R4 46.21 + 1.481 NaNO3 2.5
S1 48.60 + 3.710 NaNO3 2.5
S2 50.93 + 3.840 KNO;3 1.5
Ul 38.97 + 2.000 KNO3 15
1] 35.29 + 2.550 NaNO3 15
1 36.52 + 2.242 KNO3 15
VI 41.98 £+ 1.414 NaNO3 2.5
VI 39.55 + 1453 KNO3 2.0
IX 47.60 + 3.670 NaNOs3 2.0
X 36.54 + 1.424 NaNOs3 2.0
XV 42.08 +5.12 NaNO3 1.5
XVIII 34.88 + 0.601 NaNO3 2.0
XXl 37.81 + 3.660 KNO3 1.5
XXV 34.65+1.118 Ca(NOs)2 2.0
XXVI 40.78 £ 3.420 Ca(NOs)2 1.5
XXVIII 34.99 + 0707 NaNO3 2.0
XXX 40.19 £ 2.108 NaNO3 1.5

*La TS es la media de una muestra de 9.

Con base a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se seleccionaron
los siguientes tratamientos para futuros analisis. Aislado A con harina de mezquite al 1 %
y 1.5 g de Ca(NOa3)2, aislado Il con aceite de oliva al 1 % y 1.5 g de KNOg3, aislado XVIII
con harina de mezquite al 1 % y 2.0 g de NaNOs, aislado XXV con harina de mezquite al
1 % y 2.0g de Ca(NOs)2 y como control se utilizara el siguiente tratamiento ya que se

obtuvo una muy baja disminucion de tension superficial, aislado S2 con harina de
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mezquite al 1 % y 1.5 g Ca(NO3)2.

8.8 Aislamiento de biosurfactantes

Los siguientes tratamientos fueron incubados con agitacion oscilatoria durante 72
h: aislado A en medio suplementado con harina de mezquite al 1% como fuente de
carbonoy 1.5 g de Ca(NOs3)2 como fuente de nitrégeno, aislado Ill en medio suplementado
con aceite de oliva al 1% como fuente de carbono con 1.5 g de KNOs como fuente de
nitrogeno, aislado XVIII inoculado en medio suplementado con harina de mezquite al 1%
como fuente de carbono con 2.0 g de NaNOs como fuente de nitrégeno y aislado XXV en
medio suplementado con harina de mezquite al 1% y 2.0g de Ca(NO3s). Posteriormente,
se centrifugaron durante 10 minutos y se obtuvo el sobrenadante celular que se coloco
en hielo para evitar degradacion del BS, se realiz6 una separacion liquido-liquido
agregando acetona a 4 °C. En la tabla 13 se indica la cantidad de BS crudo obtenida de

los cuatro mejores aislados bacterianos, asi como la evaluacién de la medicion de la TS.

Tabla 13. Rendimiento maximo obtenido de biosurfactantes microbianos.

Clave del Concentraciéon de Tens'.o.n
aislado biosurfactante sqperﬂmal
bacteriano (g/L) (dlnaS/Cm)
X (n=9)
A 1.6070 34.778 + 0.833
11| 3.0313 35.333 + 1.000
XV 3.5391 30.444 + 0.726
XXV 1.5300 38.333 + 2.345

El tiempo de secado varia segun la consistencia del precipitado obtenido,
para el caso de la aislado bacteriano Il cuya fuente de carbono fue aceite de oliva al 1%,
se obtuvo un precipitado con consistencia cremosa, ya que la humedad fue eliminada,
pero las propiedades del aceite no permiten que quede sélido en su totalidad. Para el
caso de la aislado bacteriano XXV, provocé una reaccion con la acetona pues se generé
un agregado, razon por la que se realiz0 una filtracion y posteriormente se realizo el
mismo proceso que con el resto de los sobrenadantes celulares de los distintos aislados

bacterianos para obtener el BS.
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Se midi6 la TS de cada una de las réplicas registrando el promedio de las nueve
replicas. Para el sobrenadante celular del aislado bacteriano A no hubo cambio alguno
en la TS al utilizar un volumen menor, sin embargo, el sobrenadante obtenido de las
aislado bacterianos Il y XVIII si disminuyeron su capacidad de reducir TS al llevarlo
volimenes mas grandes, siendo en esta Gltima una disminucion de 4 dinas/cm
aproximadamente. Mientras tanto el sobrenadante obtenido del aislado bacteriano XXV
aumento la capacidad de reducir la TS al llevarlo a una escala de mayor volumen, esto
debido a que los nutrientes estan mas disponibles en el medio, y los microorganismos

pueden aprovecharlos de mejor manera (De Araujo et al., 2008).

De esta manera se puede obtener que al variar el volumen de medio en el que la
aislado bacteriano sea cultivada, también es un factor que puede afectar en su eficiencia.
Ostendorf, Silva, Converti y Sarubbo (2019), reportaron una concentracion de
biosurfactantes maxima de 2.05 + 0.32 (g/L) con una TS de 27.2 £ 0.1 dinas/cm con el
método de precipitacién acida con HCI.

8.9 Pruebas de solubilidad

En tubos de ensaye de 15 ml se agregaron 10 ml del agua destilada, etanol 70%
y acetona para evaluar la capacidad del BS de disolverse en diferentes solventes. A cada
tubo se le adicionaron 3 mg de BS crudo. Los resultados fueron registrados en la tabla
15.

Goswami y Deka, (2019), demostraron que los BS producido por el aislado
bacterianos de género Bacillus spp, se disolvieron completamente en etanol 70 % vy
fueron parcialmente solubles en agua destilada. En el presente trabajo de tesis se
observé que los BS producidos por las aislado bacterianos A y XVII después de las 24 h
no se disolvieron ni en agua destilada, etanol 70% ni en acetona ultrapura, por lo que se
procedi6 agitar con vortex por 10 segundos y se dejo reposar por otras 24 horas. El BS
crudo del aislado bacteriano A fue parcialmente soluble en agua destilada a las 48 horas
en agitacién, mientras que en etanol al 70% no se disolvié a pesar de la agitacion y el

tiempo extra de reposo.
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El BS obtenido de la aislado bacteriano XVIII, no se disolvié en ninguno de los

solventes utilizados a pesar de la agitacion. Se presentaron dificultades técnicas con el

BS obtenido de la aislado bacteriano Ill debido a su textura provocada por el aceite de

oliva, por esta razon el BS obtenido se dejo secar en un desecador totalmente sellado y

después proceder a pesar.

Tabla 14. Prueba de solubilidad de los biosurfactantes crudos.

Clave de Agua destilada
aislado
bacteriano Oh 24 h 48 h
A
L o Parcialmente
Sin disolver Sin disolver ;
disuelto
"
pgrmalmente Disuelto Disuelto
disuelto
XVIII
Sin disolver Sin disolver Sin disolver
XXV

Sin disolver

Parcialmente

in disolver ;
Sin disolve disuelto
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Clave de

Etanol 70%

aislado
bacteriano Oh 24 h 48 h
A
Sin disolver
"
Sin disolver Sin disolver Sin disolver
XVIII
Sin disolver Sin disolver Sin disolver
XXV
Sin disolver Sin disolver Sin disolver
Acetona ultrapura
Oh 24 h 48 h
A

Sin disolver Sin disolver Sin disolver

Sin disolver Sin disolver Sin disolver
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XV

Sin disolver

XXV

Sin disolver Sin disolver Sin disolver

El BS obtenido del aislado “A” se disolvid parcialmente en agua destilada a las 24
horas y después de 48 horas se disolvié por completo; utilizando etanol al 70 % se disolvid
parcialmente a las 24 horas y se mantuvo en esta condicion por el resto del tiempo. El
BS obtenido del aislado 1l se disolvié a las 24 horas en agua destilada, en etanol al 70%
se disolvio parcialmente a partir de las 24 horas y mantuvo esta condicion el resto del
tiempo. El surfactante obtenido del aislado XVII no se disolvié en agua destilada y en
etanol se mantuvo parcialmente disuelto a partir de las 24 horas. Mientras que el
surfactante obtenido del aislado XXV se disolvidé parcialmente después de las 48 horas
en agua destilada y no presento cambio alguno en etanol al 70 %. Ningun BS fue soluble

en acetona.

8.10 Pruebas de estabilidad

Se evalu6 la estabilidad del BS crudo, bajo las siguientes condiciones:
concentracion de NaCl (2%, 4%, 6% y 8%), nivel de pH (2, 5, 7,9,12), y termoestabilidad
(4, 30, 65 y 120 °C). Cada prueba se realizd por triplicado para cada muestra. Se midio
la TS para evaluar su capacidad de reducirla y se registré. En la figura 6 se muestran los

resultados de la prueba de halotolerancia, tomando como control agua destilada.

La TS del BS obtenido del aislado A, disminuyd considerablemente en presencia
de NaCl 8%, mientras que en las concentraciones mas bajas de sal se mantuvo estable.
El BS obtenido del aislado Ill disminuy6 la TS en las concentraciones de NaCl de 4 y 6%.
El BS obtenido del aislado XVII no presenté resultados significativos de TS en
concentraciones altas de NaCl mientras que el BS del aislado XXV mostré su maxima
disminucion de TS a la concentracion mas alta de NacCl.
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Prueba de estabilidad de BS en diferentes porcentajes de NaCl
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Figura 7. Prueba de estabilidad de biosurfactantes en diferentes niveles de pH.

En la figura 7 se muestran los resultados de estabilidad de los BS de los aislados

bacterianos a diferentes niveles de pH. Para el aislado “A” hubo una mayor disminucion



de TS a pH de 9, mientras que, apH de 1, 7y 12 la de TS se mantuvo constante, a pH
de 5 no hubo disminucion. En el caso del aislado “lll” no hubo diferencia respecto a la
disminucién de TS en los diferentes niveles de pH. El sobrenadante del aislado XVIII al
igual que XXV presentaron mayor disminuciéon de TS a pH 2 mientras que apH 5, 7,9y

12 la disminucién de TS fue minima.
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Figura 8 Prueba de estabilidad de biosurfactantes a diferentes niveles de temperatura

En la figura 8 se muestran los resultados de la prueba de estabilidad a diferentes
niveles de temperatura. En este caso, el BS crudo se expuso a la temperatura

correspondiente y posteriormente se disolvié en agua para ver su efecto sobre la TS.

Los BS obtenidos de los aislados A, XVIII y XXV, al llevarlos a una temperatura
alta del120 °C, no presentaron disminucion de la TS, sin embargo, a 4 y 30 °C estos
surfactantes biologicos disminuyeron significativamente la TS. El BS del aislado “A”
presentd una mayor disminucion de la TS a 30 °C.

8.11 Sideroforos

Se evaluo la capacidad productora de sideroforos de aquellos aislados bacterianos
productores de BS. Los resultados se muestran en la tabla 15.

De los 24 aislados bacterianos evaluados, 13 de ellos no presentaron produccion
de sideroforos. Los aislados R3, S1, U1, VI, XXVIII y XXX dieron positivo para la
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produccion de sideréforos de dos tipos carboxilato y catecol, ya que se presentaron dos
halos de colores amarillo claro y azul. Mientras que los aislados H, VIII, XVIIl 'y XXII dieron
positivo para la produccion de sideréforos del tipo carboxilato ya presentaron halo de
color amarillo. Para produccion de sideroforos del tipo hidrozamatos (halo naranja), solo

el asilado XV dio positivo.

Tabla 15. Evaluacion de la produccién de sider6foros de los aislados bacterianos

Clave del
aislado Aislado Descripcidn del halo observado
bacteriano
Presencia: No
A
Color: N/A
Tipo de sideroforo producido: N/A
Presencia: Si
H Color: Amarillo claro
Tipo de sideré6foro producido: Carboxilato
Presencia: No
01 Color: N/A
Tipo de sider6foro producido: N/A
Presencia: No
Q2 Color: N/A
Tipo de sider6foro producido: N/A
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Q4

Q5

R3

R4

S1

S2

Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sider6foro producido: N/A

Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sideroforo producido: N/A

Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sider6foro producido: N/A

Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sideroforo producido: N/A
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Ul

VI

VI

Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sideroforo producido: N/A

Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sider6foro producido: N/A

Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
Presencia: Si
Color: Amarillo claro

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato

Presencia: No
Color: N/A

Tipo de sideroforo producido: N/A
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XV

XVIII

XX

XXV

XXVI

Presencia: No

Color: N/A

Tipo de sideréforo producido:

Presencia: Si

Color: Naranja

Tipo de sideroforo producido:

Presencia: Si

Color: Amarillo claro

Tipo de sideréforo producido:

Presencia: Si

Color: Amarillo claro

Tipo de sideréforo producido:

Presencia: No

Color: N/A

Tipo de sider6foro producido:

Presencia: No

Color: N/A

Tipo de sidero6foro producido:

N/A

Hidroxamato

Carboxilato

Carboxilato

N/A

N/A
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XXVIII

XXX

Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
Presencia: Si

Color: Se presentan dos colores del centro hacia

afuera, amarillo claro y azul

Tipo de sider6foro producido: Carboxilato y

catecol
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9. CONCLUSIONES

El uso de BS o surfactantes microbianos ha sido una opcion para sustituir el uso
de SS los cuales pueden traer dafios extras al area donde se aplica. En el presente
trabajo, se demostré que, al modificar la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno y el
volumen, se obtienen diferentes resultados en la produccion de BS, en algunos casos
favorables como en los casos de los aislados bacterianos Il y XVIII en los cuales la TS

disminuyo al llevarlos a un mayor volumen.

Asi también en el andlisis de las modificaciones al medio de cultivos MSM 2%
glucosa, se demostré6 que algunos de los sobrenadantes libres de células que no
disminuian significativamente la TS, al modificar la fuente de carbono y/o nitrégeno se
lograba una mayor disminucién. Este es el caso del sobrenadante obtenido del aislado
bacteriano X el cual en medio MSM suplementado con dextrosa a 2% disminuyé la TS a
28.33 dinas/cm mientras que utilizando harina de mezquite al 1% se logré disminuir a
26.78 dinas/cm, sin embargo, el resto de los sobrenadantes libres de células de los
distintos aislados bacterianos, que se evaluaron solé modificando la fuente de carbono,
no disminuyeron la TS mas que cuando se utilizé dextrosa al 2%. A pesar de esto, es
importante recalcar, que, aunque estas no disminuyeron la TS por debajo del control, si

hubo un efecto minimo en la disminuciéon de la TS.

La TS superficial fue medida en los sobrenadantes de cada tratamiento para
encontrar aquel con mejor resultado al evaluar las diferentes fuentes de carbono y
nitrdgeno. El sobrenadante también fue utilizado para obtener el IE24. En cambio, para

evaluar la solubilidad y estabilidad, fue necesario extraer el BS.

Aquellos sobrenadantes cuya TS fue disminuida significativamente fueron los
obtenidos del aislado A con harina de mezquite al 1% como fuente de carbonoy 1.5 g de
Ca(NOs3)2 como fuente de nitrogeno, al aislar el BS, este presento una leve solubilidad en
agua y nula solubilidad en etanol al 70 % y en acetona. Respecto a su estabilidad, en
diferentes concentraciones de NacCl vario la disminucion de TS en agua destilada, en pH
acido disminuyo mas la TS, su comportamiento fue mas eficiente a temperaturas altas

(120 °C). No hubo produccion de sideréforos.
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Para el sobrenadante del aislado Ill, el mejor resultado se obtuvo utilizando aceite
de oliva al 1 % como fuente de carbono y 1.5 g de KNOs como fuente de nitrégeno.
Respecto a su solubilidad en agua fue positiva, mientras que en acetona y etanol al 70 %
fue nula. En concentraciones de 4 y 6 % de NaCl se mantuvo estable, mientras que en 2
y 8 % de NaCl no. En pH se mantuvo estable a niveles acidos (2 y 5) y basicos (9 y 12).
Las temperaturas altas (65 y 120 °C) afectaron su capacidad de disminuir la TS. El asilado

no presento produccion de sideroforos.

El sobrenadante del aislado XVIII crecido en medio MSM con harina de mezquite
al 1% como fuente de carbono y 2.0 g de NaNOs como fuente de nitrégeno, disminuyo
significativamente la TS. Este sobrenadante no fue soluble en agua, acetona ni etanol al
70 %. Respecto a la concentraciéon de NaCl, en concentraciones altas no disminuyo la
TS, se mantuvo estable en niveles de pH acidos y basicos y en temperaturas bajas (4 °C)
y medias (30 y 65 °C). De los sobrenadantes evaluados en base a su disminucién en la
TS, este fue el Unico que presento produccion de sideroforos (carboxilato).

Por ultimo, el biosurfactante producido por el aislado XXV en medio MSM
modificado: harina de mezquite al 1% y 2.0g de Ca(NOs)2 como fuente de nitrégeno, fue
insoluble en agua, acetonay etanol al 70 %. La TS del sobrenadante celular fue méas baja
a concentraciones de NaCl de 2% y 8 %. En niveles de pH acidos mantuvo una TS baja
mientras que en niveles basicos de pH no y en temperaturas altas (120 °C) la TS no

disminuyd. Este aislado no es productor de sideréforos bajo las condiciones ensayadas.

Se logré optimizar el proceso de produccion de BS a escala laboratorio, ya que se
encontraron aquellas fuentes de carbono y nitrégeno con la que cada aislado bacteriano
logra disminuir la TS de manera significativa. Encontrando de esta forma, que la harina
de mezquite principalmente es una alternativa altamente viable para la produccion de BS
debido a su alto contenido de azlcares y proteinas. Y al ser un recurso biodisponible en
nuestra region, facilita el uso y acceso de este. Asi también como el aceite de oliva,

aunque el que fue utilizado para este experimento fue de uso comercial.
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En total, 11 de los 24 aislados bacterianos productores de BS, presentaron
produccion de sideréforos, 6 de ellos con coloracién amarillo claro y azul (carboxilato y

catecol), 4 coloracion amarilla (carboxilato) y 1 naranja (hidroxamato).
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