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RESUMEN

El estudio sobre la diversidad microbiana en el valle de Mexicali presenta un
potencial biotecnoldgico en el area alimentaria que podria abrir nuevas lineas de
investigacion en el desarrollo de nuevos productos derivados del contenido de
metabolitos secundarios de microorganismos nativos. En este aspecto la
diversidad de microorganismos productores de biosurfactantes en el valle de
Mexicali es poco conocida y estudios encaminados a su identificacion son
necesarios. Por lo tanto para conocer si los microorganismos asociados a la
rizosfera presente en plantas nativas del valle de Mexicali, tienen la capacidad
metabolica de biosintetizar biosurfactantes con propiedades antimicrobianas que
pueden ser aplicados en el sector alimentario. Se realizaron estudios a nivel
bioquimico y molecular la identificacion de la capacidad de produccion de
biosurfactantes por microorganismos nativos presentes en la rizosfera de plantas

de salicornia, cachanilla y algodon.

Los resultados mostraron que tres aislados identificados como Bs-Cach, Bs-
Cach0l1 y Bs-Alg, procedentes de suelo rizosferico de plantas de cachanilla,
salicornia y algodon, mostraron actividad hemolitica. El analisis molecular del gen
16S ribosomal de los tres aislados junto el analisis filogenético permitio clasificarlo
Bacillus subtilis (homologia del 99%). El analisis de amplificacion molecular de
genes de lipopeptidos por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) en el ADN
de las tres cepas Bs-Cach, Bs-Cach01 y Bs-Alg, permitié la identificacion parcial

de fragmentos de genes de iturina, surfactina y subtilisina de forma constitutiva.
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No obstante aunque todas las cepas presentaron uno o dos genes de lipopeptidos,
Unicamente la cepa Bs-Cach presento actividad antifungica in vitro.El analisis de la
actividad de los biosurfactantes de cada cepa fue investigada mediante el ensayo
de dispersion de la gota de aceite, actividad emulsificante e indice de
emulsificacién, en donde los resultados indicaron que B-Cach, aislada de raices
de las plantas Cachanilla puede formar una emulsion estable con aceites
utilizados en la industria alimentaria. Por otra parte las cepas Bs- Cach, Bs-
Cach01 y Bs-Alg mostraron la presencia de lipopeptidos en base a la presencia
de grupos funcionales de extracto crudo analizado por IR, lo cual nos da indicio de

que las tres cepas producen un lipopeptido.

En este sentido, los resultados de los espectros infrarrojos nos muestran que Bs-
Cach0l1 y Bs-Alg, producen un biosurfactante que posiblemente presenta una
estructura similar a surfactina. No obstante futuros estudios son requeridos para
confirmar y deducir la composicién y estructura molecular exacta. Finalmente, en
base a las respuestas presentadas por las tres cepas aisladas del valle de
Mexicali, es posible sugerir que las cepas Bs-Cach 01 y Bs-Cach, podrian tener
una posible aplicacibn en el area de alimentos debido a la presencia de
lipopeptidos con propiedades anti fungicas. Sin embargo, estudios encaminados a
evaluar su incorporacién en el proceso de formulacién de alimentos tienen que ser

realizados







2.1. Definicién de surfactantes

El término agente surfactante o tensoactivo fue acufiado por Antara productos en
1950, y se aplica aquellas sustancias que disminuyen la tension superficial entre
la fase dispersa y continua presente en un liquido o dos liquidos diferentes,
facilitando su difusion (Mishra et al., 2009). Los surfactantes presentan una
estructura anfifilica (Figura 1) que se manifiesta en la afinidad de cada parte de la
molécula hacia una fase de distinta polaridad, y en la concentracion del
surfactante en la superficie del liquido; disminuyendo la tensién superficial del

mismo (Stoyanov et al. 2003).

!
H-C~H
u-c-n —> Grupo hidrofébico
H-C~H
H-C-H
H=C-H
H-C~-H
H-C:H

C
w o. —> Grupo hidréfilo

Figura 1.Estructura general de un surfactante

De igual forma, el ordenamiento de los grupos hidrofébicos para evitar el contacto
con el agua, hace que las cabezas de los grupos hidréfilos se orienten hacia la

fase acuosa.




Formando agregados de surfactantes que pueden variar en forma dependiendo de
la concentracion. Este proceso se denomina 'micelacion’ y los agregados que se
conoce como 'micelas. Generalmente, las micelas se empiezan a formar a una
concentracion distinta y con frecuencia muy baja conocida como la "concentracion
micelar critica" o "CMC" (Medina-Moreno y Gracida-Rodriguez, 2010). Por ejemplo
cuando a un liquido se le afiade un surfactante, este queda disperso en el mismo,
conforme aumenta la concentracion de este la tension superficial disminuye
progresivamente hasta llegar a una concentracion en la que cesa la reduccion de
la tension superficial y que corresponde a la CMC, que es el punto en donde las
moléculas del surfactante dejan de estar dispersas para unirse en forma de

micelas (Figura 2).

Tension superficial

0,1 02 03 04 05%
Surfactante

Figura 2. Concentracién Micelar Critica y formacién de micelas




Las micelas son entidades fragiles formadas por la agregacion no covalente de
mondémeros de surfactantes y pueden ser esféricas, cilindricas o panares (discos o

bicapas) (Figura 3).

M Re g

Micela esférica Micelacilindrica Micela bicapa

Figura 3. Representacion esquematica de los tres mas comunes formas

geomeétricas de micelas formadas por los surfactantes en soluciones acuosas.

El tamafio y forma de las micelas puede ser determinado por cambios en la
estructura quimica del surfactantes que incluyen concentracion, temperatura, pH,
fuerza idnica, composicion del surfactante (mezclas de surfactantes) (Rangel-
Yagui et al., 2004). El crecimiento micelar se controla principalmente como se
menciond anteriormente por las cabezas de surfactante, ya que el crecimiento
unidimensional y bidimensional requiere llevar las cabezas de surfactante lo mas
cerca del uno al otro con la finalidad de reducir, el area disponible por molécula
surfactante en la superficie de la micela, y por lo tanto la curvatura de la superficie

micelar (Rangel-Yagui et al., 2005).




Debido a esta propiedad, las moléculas de los surfactantes se ubican en la
interfase de fluidos como son los sistemas aceite-agua y aire-agua (Jimenez-Islas
et al., 2010). Por ello, presentan propiedades tales como la formacion de
emulsiones, detergencia, espumantes, dispersador y solubilizacion de fases
(Rosen, 2004). Estas propiedades permiten que los surfactantes sean empleados
en una amplia gama de aplicaciones en la industria de productos de limpieza,
petroquimica, cosmetoldgica y productos de higiene. En donde el consumo
mundial de surfactantes excede los 13 millones de toneladas métricas siendo la
mayoria usada como materia prima para la fabricacion de detergentes de uso
domestico en Europa y los Estados Unidos de Norteamérica (Figuras 4 y 5) como
los principales consumidores (Zoller y Sosis, 2008). ElI consumo mundial de
surfactantes fue valorado cerca de los 20 billones de délares en el 2006 y se
espera que el crecimiento anual sea alrededor del 3% (Janshekar et al., 2006). No
obstante, aun cuando se estima que para el 2010 la produccién de surfactantes
esté alrededor de los 14.3 millones de toneladas, siendo Asia y América Latina, los
mercados con mas alto crecimiento (goliath.ecnext.com, 2003). Los resultados en
el 2012, indican que las mayores areas de consumo son Europa (31 % del
consumo total), seguido de los Estados Unidos y Canada (28 %) y China (17%).
En el Caso de América Latina, Argentina y Brasil son los que muestran un mayor
crecimiento. Se estima que la producciéon se incremente en una media de 2.6%

durante el periodo 2012-2017 (https://www.ihs.com/products/chemical-surfactants-

scup.html, 2013).



https://www.ihs.com/products/chemical-surfactants-scup.html
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Asia pacifico
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Figura 4. Porcentaje estimado de venta anual de surfactantes por regiones
(modificado de Zoller y Sosis, 2008).

Fabrica de jabones
5%

Industria
35%

Detergentes
46 %

Figura 5. Porcentaje de consumo global de surfactantes por area de aplicacion
(modificado de Zoller y Sosis, 2008).




2.1.2. Aplicaciones de los surfactantes

Resultado de las propiedades fisico-quimicas de los surfactantes estos pueden ser

empleados en diversas areas.

1) area médica. Los surfactantes en el area médica, son usados en soluciones
limpiadoras de lentes de contacto debido a su accion detergente. En el desarrollo
de productos comerciales (ej. Cerumenex o Debrox) como agentes removedores
de cerumen, debid a la actividad cerumenolitica de algunos surfactantes como tri-

etanolamina-polipeptido-oleato condensado (Li et al.,2009).

También, son usados coadyudantes en el suministro de drogas, debido al efecto
de estos en la absorcion de ciertos farmacos a nivel del tracto digestivo. Algunos
surfactantes monomeros pueden afectar la integridad de la membrana y favorecer

el ingreso de drogas a través de la barrera gastrointestinal (Chokshi et al.,2009).

Ademas, se ha observado que el uso de surfactantes idnicos también incrementa
la permeabilidad de la piel, lo cual favorece el transporte de ciertos tipos de drogas
de aplicacion cutanea. Otras aplicaciones son el uso de preparaciones de
sufactantes como terapia de remplazo para el tratamiento de infantes prematuros
con sindrome de sindrome de diestres (enfermedad de la membrana hialina). En
donde preparaciones del surfactante se utiliza en combinacién con el oxigeno y

ventilacion mecanica para facilitar el intercambio de gases (Logan et al., 2009).




2) cosmetologia. Diversos cosméticos estdn formulados a partir de surfactantes,
en donde pueden actuar como solubilizantes de los principios activos o como
detergentes. El uso de surfactantes poliméricos en la estabilizacion de cosméticos
dependera de su absorcién y conformacion en las interfaces solido/liquida y
liquida/liquida de los ingredientes (Kumar y Tyagi , 2014).En el caso de productos
emulsionados (ej. Leche o crema), pueden actuar como emulsificantes. En el caso
del desarrollo de cosméticos basada en liposomas y microemulsiones, los
surfactantes actian como estabilizantes y mejora su aplicacion (Prieto-Blanco et

al., 2007).

3). Inhibidores de corrosion. El uso de surfactantes representa una herramienta
importante como inhibidor de corrosion en metales ya que presentan alta
eficiencia, bajo precio, baja toxicidad y facil produccion (Caroline et al., 2008;
Kumar, 2008). De manera general, la inhibiciéon de la corrosion del metal por el
surfactante es el resultado de la adsorcion de moléculas organicas o iones a la
superficie del metal formando una capa protectora, la cual, reduce o evita la
corrosion del metal (Hany et al., 2013). En donde el grupo funcional del surfactante
es absorbido en la superficie del metal, lo cual es un factor critico para la inhibicién
de la corrosion. La habilidad de una molécula de surfactante a ser absorbida es
relacionada a su habilidad de agregarse para formar micelas (Atkin et al., 2003).
La mayoria de los surfactantes inhibidores de acidos son compuestos organicos

gue contienen atomos de nitrdgeno, azufre u oxigeno (Branzoi et al., 2000).
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4) Alimentaria

Los surfactantes presentan numerosas aplicaciones en el area agroalimentaria, su
uso en alimentos inicia en 1930 cuando algunas grasas como los mono y
diacilgliceridos son incorporados en la industria de la margarina. Sin embargo, el
mayor avance fue en 1960 cuando se incorpora a la industria de la panificacion, el
invento de Chorleywood Bread Process (CBP) publicado en 1961 en Inglaterra
(Cauvain, 2003). Esta invencién involucraba la adicion de surfactantes y una
mezcla de la masa a alta velocidad redujeron el tiempo de fermentacion de la
harina de bajo nivel proteico. La accion de los surfactantes en estas harinas es
gue afectaba, la estabilidad de los sistemas coloidales y pueden interactuar con
todos los componentes principales de la harina (almidon, gluten y lipidos). Los
surfactantes también, pueden actuar como lubricantes, emulsificantes, mejorar
ciertas cualidades del producto final (vida de anaquel mas larga, modificar la
cristalizacion vy retener humedad), que permite extender la vida util del producto
(Hasenhuettl et al., 2008). Los principios de la CBP fueron adoptadas en muchos
paises de todo el mundo y todavia se utilizan para este dia en particular en el
Reino Unido, Sudéfrica, Australia, Nueva Zelanda y la India. En los EE.UU.,
Europa Central, del Norte y del Sur Asia Oriental el contenido de proteinas del
trigo es alto por lo que el CBP no era adaptable. Sin embargo; es una tendencia
gue ganado difusion en industria de la panificacion debido a que acorta los
tiempos de procesamiento y se pueden aplicar ingredientes funcionales (Cauvain,

2003).
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Actualmente, la produccion de surfactante alimentos en todo el mundo ha llegado
a aproximadamente 500 mil toneladas en donde existen alrededor de 20 tipos
diferentes, con un crecimiento anual del 3% en el 2008 (Hasenhuettl et al., 2008;
Csaki, 2011). Los surfactantes mas importantes que se utilizan en la industria
alimentaria son: 1) mono- y diglicéridos de &cidos grasos con aplicacién en la
industria de la panaderia; 2) esteres de acido diacetiltartarico de mono- vy
diglicéridos, usados en panaderia y productos lacteos; 3) stearoil- 2- lactilato de
sodio y stearoil- 2- lactilato de calcio aplicados en los procesos de panificacion y
en los cereales de desayuno, galletas, galletas, cereales y snacks a base de papa
y arroz de coccion rapida; 4) esteres de sacarosa de acidos grasos, surfactantes
no ionicos se utilizan en los panes (0,2% de la harina), alimentos infantiles(120 mg
/ L) , productos lacteos (Hasenhuettl et al., 2008; Csaki, 2011). Su uso en Europa
se emplea Unicamente en pasteles y galletas para mejorar la textura y vida util.,
emulsion. Esa es la razon por la cual se utilizan ésteres de sacarosa en los
productos especiales férmula para bebés hechas para lactantes alérgicos (Rangan
y Barceloux, 2009); 5) esteres de acidos grasos de poliglicerol, se aplican en la
elaboraciéon de margarinas bajas en grasas, pastas, cremas de mantequilla y
cereales para el desayuno; 6) esteres de sorbitan de &acidos grasos y sus
derivados etoxilados polisorbatos, se usan comunmente en la industria
alimentaria. Son excelentes emulsionantes, agentes y lubricantes en pasteles,
aderezos, galletas dulces y saladas de aireacion; 7) Mezclas de surfactantes,
utilizados en la preparacion de alimentos, especialmente para productos

horneados (Whitehurst, 2004).
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2.1.3 Clasificacion de los surfactantes

Los surfactantes poseen una constitucion molecular tipica, esencialmente lineal y
asimétrica, con dos zonas, una hidrofoba y otra hidrdfila (Figura 1). Donde, el resto
hidréfilo, determinante de la solubilidad en agua, puede ser un grupo polar de
caracter acido (ej. grupos sulfato, sulfonato, carboxilato), de caracter basico (ej.
amina, sal de amonio cuaternario o ion piridinio), o puede ser un grupo polar no
ibnico (Solé-Cabanes, 2014). Mientras que la parte hidr6foba es una cadena
alifatica, lineal o ramificada, conteniendo en general entre 10 y 18 carbonos
(Azarmi y Ashjaran 2015). Por lo que dependiendo de la naturaleza del grupo
polar, los surfactantes pueden ser clasificados dentro de cuatro grupos (Figura 6):

cationicos, anionicos, anfotericos (zwiterionicos) y no ionicos (Vieira et al., 2008).

M’\N@ Catidnicos

IONICOS y \"A\/\’A"/XQ Anionicos
A

VAN hm@ Anfoteros

NO-IONICOS MA\VNQ Sin carga

Figura 6. Representacién esquematica de los surfactantes (Silva,2008)

Ls
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Donde los surfactantes cationicos presentan una carga positiva en su cabeza
polar, mientras los surfactantes anionicos tienen una carga negativa en su grupo
polar (Hait y Moulik, 2002).En contraste, los surfactantes zwiterionicos
(anfotericos) tienen el potencial de presentar ambas cargas negativa o positiva,
dependiendo del ambiente en cuales se encuentren contenidos. En el caso de los
surfactantes no-ionicos, se caracterizan por no tener cargas en su grupo principal

(cabeza del surfactante) (Sivaramakrishnan, 2013).

A continuacion se mencionan algunas caracteristicas de los diferentes tipos de

surfactantes:

a) Surfactantes anidnicos: estos se caracterizan por tener un grupo hidrofilo
cargado negativamente. Suelen distinguirse las siguientes familias: alquilbenceno
sulfonatos, alquil sulfatos, alquil o lauril éter sulfatos, alquil sulfonatos, a-sulfonatos
de acidos grasos, mono y di-alquil sulfosuccinatos y sulfonatos derivados del
petroleo. Se caracterizan por ser buenos detergentes, espumantes y su uso puede
ser irritante para la piel (Badia-Vila y Garcia-Miranda, 2013). Los mas comunes
son el sulfonato de alquil benceno (ABS), sulfonato de alquilo lineal (LAS) y sodio
tripolifosfato (TPP), que se diferencian por su configuracibn molecular,
biodegradabilidad y toxicidad (Forero et al., 2005). EI ABS posee una estructura
molecular ramificada y es poco biodegradable; LAS posee estructura lineal, es
mayormente biodegradable pero mucho mas toxico. EI TPP, ademas de ser

insumo para la produccion de detergentes y jabones, es empleado para dulcificar
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aguas dura, en metalurgia, explotacion minera, produccion de papel y tratamiento

de agua (Carvajal-Mufioz, 2011).

b) Surfactantes catidnicos: suelen agruparse en acidos grasos de amida,
amidoaminas, imidazolinas, derivados del petroleo, nitrilos ciclicos alifaticos,
aromaticos, compuestos no nitrogenados, poliméricos cationicos y o6xidos de
amina. Los surfactantes cationicos mas conocidos son las sales de amonio
cuaternario. Son sustancias que presentan buenas propiedades desinfectantes
son eficaces contra bacterias gram-positivas (Doménech-Zaera y Calvo-
Fernandez, 2002).Son de poca utilidad en procesos de limpieza, porque la
mayoria de las superficies tienen carga negativa y los cationes se retienen sobre
ellas en lugar de solubilizar la suciedad adherida (Armada-Dominguez y Ros-
Oliver, 2010). Aunque son compatibles con el cabello debido a la afinidad con la
gueratina por la presencia de cargas positivas, por lo que pueden actuar como
emolientes o suavizantes; aunque pueden ser irritantes sobre la conjuntiva ocular

y tener una capacidad espumante limitada. (Badia-Vila y Garcia-Miranda, 2013).

c) Surfactantes no ionicos: se caracterizan por ser compuestos que no se
disocian en disolucion acuosa. Su solubilidad se debe a la presencia de grupos
funcionales (ej. grupos hidroxilo), que pueden formar puentes de hidrogeno con las
moléculas de agua. En este grupo podemos mencionar a los alcoholes grasos,

etoxildados, aquil poliglucosidos.
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Los etoxilados de alcoholes grasos o alcoholes grasos etoxilados y los alcoholes
etoxilados lineales se biodegradan répidamente, y tienen propiedades de
detergencia, especialmente para eliminar la grasa de las fibras sintéticas (Badia-
Vila y Garcia-Miranda, 2013). Ademas los surfactantes no-iénicos, como los
esteres de acidos grasos con polioxietileno sorbitan, son la clase principal de
surfactantes usados en la industria farmacéutica debido a su compatibilidad,

estabilidad y toxicidad (Gennaro, 2003).

d) Surfactantes anfotericos: se distinguen por que su funcion varia de acuerdo al
pH, a valores de 4 0 menos actdan como surfactantes cationicos, a pH entre 4y 9
puede actuar como surfactantes no ionicos y cuando existen valores arriba de 9y
10, asumen caracteristicas de surfactantes anionicos (Silva, 2008). El principal
grupo de moléculas de esta categoria esta compuesto por aquellas que contienen
grupos carboxilato o fosfato como anién y grupos amino o de amonio cuaternario
como cation. El primer grupo esta representado por varios polipéptidos, proteinas
y las alquibetalinas, en tanto que el segundo consiste en fosfolipidos como las

lecitinas y las cefalinas (Gennaro, 2003).

2.1.4. Nuevos tipos de surfactantes

Debido a la necesidad de formular surfactantes que cumplan con las regulaciones
gubernamentales cada vez mas restrictivas sobre los compuestos organicos
volatiles (COV). Ademas, que permitan mejorar la seguridad del trabajador y

reducir al minimo los costes de eliminacién de residuos (Sivaramakrishnan, 2013).
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Se han desarrollado surfactantes con base en las siguientes composiciones
quimicas: 1) surfactantes basados en esteres de acidos grasos derivados de
azucar; 2) surfactantes basados en sacaridos; 3) surfactantes basados en
aminodacidos ; 4) a partir de microorganismos; 5) surfactantes esterquats y “gemini”

(diméricos); 6) surfactantes poliméricos y silicona; y 7) fluorosurfactantes.

Los surfactantes de nueva generacion se caracterizan por ser biodegradables y
biocompatibles, y cumplir con los principios de la quimica verde (Zielinska et al.,
2008). En este caso los surfactantes sacaridos pueden ser total o parcialmente,
derivados de recursos renovables, y estos materiales son actualmente de interés
por parte de ambos puntos de vista académicos y comerciales. Estos compuestos
tienen una gran importancia en el desarrollo de detergentes, materiales biologicos
nanoestructurados, nuevas formas de cosmeéticos, o sistemas de administracion
de farmacos (zZhi et al., 2014). En particular, los surfactantes glucocationicos
muestran propiedades Unicas, tales como la toxicidad mas baja, mayor
biodegradabilidad y compatibilidad medioambiental con respecto a los surfactantes

convencionales.

En el caso de los surfactantes basados en aminoacidos, se puede mencionar que
el desarrollo de surfactantes a partir de materias primas renovables que imitan a
los lipoaminoacidos naturales es una de las opciones preferidas en la industria de
los alimentos, productos farmacéuticos y aplicaciones cosméticas (Infante et al.,
2004). Dada su estructura natural y simple que muestran una baja toxicidad y

rapida biodegradacién y actividad antiviral (Brito et al., 2009).
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La combinacion de &cidos polares aminoacidos / péptidos (parte hidréfilica) y los
compuestos de cadena larga no polares (parte hidréfobica) para la construccién de
la estructura anfifilica ha producido moléculas con alta actividad superficial. Donde
la arquitectura de base de aminoécidos permite la construccion de estructuras
multiples para las moléculas del surfactante, ya que las cadenas de alquilo pueden
ser incorporados en el amino 0 en el grupo carboxilico, o incluso al final de la

cadena lateral de aminoacidos (Brito et al., 2011).

Los surfactantes “gemini” catiénicos son una clase importante de compuestos de
superficie activa que presentan una mayor actividad superficial con respecto a sus
homdélogos monoméricos. Este tipo de compuesto permite que se absorba
facilmente en las interfaces e interactie con las membranas celulares de los
microorganismos (Luczynski et al., 2013). Por su parte, los esterquats, son
compuestos de amonio cuaternario que tienen dos largas (C16-C18) cadenas de
acidos grasos con 2 enlaces éster débiles (El Achouri et al., 2013). Representan
una nueva generacion de agentes suavizantes de tejidos, ya que han reemplazado
a las sales de dialquildimetilamonio. La inclusion de enlaces éster en las cadenas
alifaticas ha mejorado significativamente la cinética de biodegradaciéon de los
tensioactivos cationicos, y la reduccion de los niveles de exposicion ambiental
(Mishra y Tyagi, 2007). Los surfactantes poliméricos son materiales esenciales
para la preparacibn de muchos sistemas dispersos, como: colorantes,
recubrimientos de papel, tintas, productos agroquimicos, productos farmacéuticos,

productos de cuidado personal, ceramica y detergentes (Tadros, 2005).
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Una de las aplicaciones méas importantes de surfactantes poliméricos es en la
preparaciéon de emulsiones aceite-en-agua (O/W) y agua-en-aceite (W/O), asi
como dispersiones liquidas / sélidas (Tadros, 2009). En este caso, la porcidén
hidréfoba de la molécula de surfactante debe adsorber "fuertemente" en el O/W o
se disuelve en la fase oleosa, dejando a los componentes hidréfilos en el medio
acuoso, con lo que son fuertemente solvatados por las moléculas de agua

(Tadros, 2003).

Los surfactantes de silicona son un grupo de pequefias moléculas y surfactantes
poliméricos que tienen una amplia variedad de aplicaciones debido a sus
propiedades inusuales (Somasundaran et al., 2006). Se componen de un grupo
hidrofobo permetilado de siloxano (polidimetilsiloxano, PDMS) acoplado a uno o
mas grupos polares. Muchos tipos de grupos polares se han descrito, pero los
grupos no iénicos basados en polioxietileno (PEO) y polioxipropileno (PPO) son

mas comunes (Song et al., 2014).

Algunas de sus aplicaciones son en la fabricacion de espumas de plastico, como
agentes humectantes, materiales nanoestructurados y en productos de cuidado
personal. La formacion de espuma, humectacion, emulsificacion, y el
comportamiento de fase son propiedades basicas relevantes para estas

aplicaciones (Hill, 1999).
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Por otra parte, el uso de surfactantes fluorados es relativamente nuevo que
crecido de manera constante debido a caracteristicas como: (i) excepcional
naturaleza hidrofébica y oleofobica de grupos éter de perfluoroalquilo vy
perfluoroalquilo, (ii) eficacia de los fluorados en concentraciones extremadamente
bajas, y (iii) la disponibilidad de surfactantes fluorados aniénicos, catiénicos, no
ibnicos, y anféteros que pueden modificar las superficies e interfaces mejor que

los surfactantes hidrocarbonados convencionales (Murphy y Hewat, 2008).

Tienen una variedad de opciones de fluorosurfactantes que son compatibles con
casi cualquier formulacion que incluya emulsiones agua-aceite, aceite-en-agua,
detergentes, espumas, etc. La fuerza de union del enlace carbono-flior en los
grupos éter de perfluoroalquilo y perfluoroalquilo, le proporciona una notable

estabilidad a los compuestos fluorados y fluoropolimeros (Haniff et al., 2003).

Los surfactantes  fluorados disponibles comercialmente proporcionar una
humectacion excepcional, nivelacion, emulsionante, formacion de espuma, o
caracteristicas de repelencia que tiene una amplia gama de aplicaciéon industrial

(Riess y Greiner ,2000).
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2.2 Definicion y clasificacion de los biosurfactantes

Los biosurfactantes son grupos estructural y quimicamente, parecidos a los
surfactantes sintéticos (Banat et al. 2000); son compuestos anfililicos que tienden
a disminuir la tensién superficial e interfacial de soluciones, tienen como propiedad
también formar emulsiones (Karanth, 1999); son derivados de una amplia variedad
de bacterias, hongos y levaduras, que bien se adhieren a la superficie celular o
son secretadas extracelularmente en el medio de crecimiento, (Sahoo et al.,
2011). Los biosurfactantes pueden ser principalmente clasificados en dos
clases:1) agentes tensioactivos o biosurfactantes de bajo peso molecular llamados
biotensioactivos (lipopeptidicos, glicolipidos) y 2) bioemulsionantes, (agentes
activos con alto peso molecular superficial).

Adicionalmente, los biosurfactantes se pueden dividir en seis clases en base a su
estructura quimica: compuestos hidroxilados y unidos a acidos grasos (acidos
micélico), glicolipidos, lipopolisacéaridos, lipoproteinas-lipopéptidos, fosfolipidos y
compuestos de la superficie de la célula completa en si. Por otra parte Fakruddin
(2012), propone una clasificacion en donde considera la estructura quimica y el
origen microbiano del biosurfactante. De tal forma que los clasifica en glicolipidos,
fosfolipidos, biosurfactantes polimericos y lipopetidos (surfactina) (Figura 7).
Siendo los glicolipidos como los ramnolipidos, soforolipidos y tehalipidos los mas

conocidos (Tabla 1).
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Figura 7.Estructura quimica de biosurfactantes mas comunes: (a) lipido
manosileritritol (b) surfactina (c) lipido de trealosa (d) soforolipidos (e) ramfolipidos
() emulsan.

Aunque Mulligan et al. (2001) y Xu et al.(2011), los agrupan en tres categorias en
base a su origen: a) derivados de animales: los surfactantes de origen animal
incluyen a la lecitina, gelatina, caseina, colesterol por citar algunos, los cuales
presentan diversos usos debido a su composiciéon quimica; b) derivados de
plantas: estos incluyen a saponinas que presentan propiedades emulsificantes,
anti espumantes, actividad anti microbiana e insecticida, lo cual hace que se

emplee en bebidas, cosméticos y productos farmacéuticos.

22



Tabla 1. Microrganismos productores de biosurfactantes

Microorganismo Tipo de biosurfactante
Azotobacter chroococcum Lipopeptido
Bacillus subtiic HOB2 Lipopeptido
Bacillus subtilic strain ZW-3 Lipopeptido
Bacillus velezensic H3 Lipopeptido
Burkholderia plantari DSM 9500 Ramnolipido

Calyptogena soyoae Manosileritritol lipido
Candida bombicola Soforolipidos
Micrococcus luteus BN58 Trehalosa tetraester
Nocardiopsic alba MSA10 Lipopeptdo
Nocardiopsic lucentensic MSAD4 Glucolipido
Pseudomonas aeruginoca BS20 Ramnolipido

P. alcaligenes Ramnolipido

P. fluorescens BD5S Lipopeptido
Plibanensic M8-3 Lipopeptido
Pseudoxanthomonas sp. PNK-04 Ramnolipido

Pseudozyma graminicola CBS 10002

Manosileritritol lipido

Pseudozyma hubeiensic

Glucolipido

Pseudozyma parantarctica

Manosileritritol lipido

Pseudozyma siamensis CBS 9980

Manosileritritol lipido

Rhodococcus erythropolis 3C-9
Rhodococcus sp. TW53

Glucolipido y trehalipido
Lipopeptido

Fuente Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal, 2013

Otro producto con gran potencial es la lecitina y proteina de soya que es usada
como antioxidante, emulsificante, y suplemento nutricional; y c) procedentes de
microrganismos: el interés en los biosurfactantes de origen microbiano es debido a
su amplia diversidad en estructura y funciones que aunado a su bajo costo de
los hace

produccién comparado con los de origen animal y vegetal,

econdmicamente viables.
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No obstante, requerimiento de cepas eficientes, baja produccion y pureza de los
productos obtenidos que son necesarios en la industria alimentaria, cosmetoldgica
y farmacéutica han contribuido a una baja aceptacion del publico consumidor, lo
cual disminuye su produccién a nivel comercial. Sin embargo; Nitschke y Costa
(2007), indican que las propiedades de alta actividad superficial, baja toxicidad,
actividad antimicrobiana, habilidad emulsificante y la tolerancia a un amplio rango
de pH, hacen que los biosurfactantes de origen microbiano puedan llegar a tener
un importante papel en la generacion o formulacion de nuevos productos en la
industria de alimentos. En este sentido, llori et al. (2005), menciona que existen
diversos factores que deben ser considerados para mantener una buena calidad
del producto adicional a la cepa que se emplee.

Estos factores incluyen las condiciones del cultivo como es la fuentes de carbono
y nitrégeno, relacion C:N; parametros fisicos y quimicos como: aireacion, pH y
temperatura que tendran un efecto en la cantidad, calidad y tipo del biosurfactante
producido.

2.2.1. Aplicaciones de los biosurfactantes

Entre las principales funciones de los biosurfactantes se incluye la solubilizacion,
emulsificacidon, dispersion, capacidad detergente, asi como antimicrobiano en
ciertos casos. En cuanto a su aplicacion en la industria los biosurfactantes han
sido usados solos o en combinacién con surfactantes sintéticos. Su amplia
aplicacién en la industria alimentaria se debe a sus propiedades emulsificantes,

antiespumantes, estabilizadoras, antioxidantes y anti adhesivas.
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No obstante, son las areas agricolas y ambientales en donde mayor aplicacion ha

tenido, esto debido a que desempefian importantes funciones en la remediacién

de suelos, recuperacion de aceites, y eliminacibn de agentes patdgenos.

Adicionalmente, también tiene aplicaciones en la industria de cosméticos,

farmacéutica, pintura y detergente pero en menor proporcion (Tabla 2).

Tabla 2. Aplicacién de biosurfactantes en diferentes industrias (modifcado de

Yafiez-Ocampo y Wong-Villareal, 2013).

Tipo de Industria

Aplicacion del Biosurfactante

Petrolera Recuperacion de petroleo, reduccion de
la viscosidad del aceite y tension
superficial.

Minera Agente espumante, secuestrante Yy
flotante de metales.

Agricola Biocontrol de hongos y bacterias

Farmacéutica

Desarrollo de agentes antimicrobianos

Alimenticia Ingrediente  funcional,  emulsificante,
espesante y lubricante.
Cosmética Agentes humectantes, agente

antimicrobianos y emulsificantes

2.2.2. Microorganismos productores de biosurfactante

Existe una gran diversidad de diferentes microorganismos acuaticos y terrestres

con la capacidad de produccion de biosurfactantes. En el caso de

microorganismos acuaticos Maneerat (2005) menciona que existe una amplia
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diversidad de microorganismos que pueden producir distintos tipos de

biosurfactantes (Tabla 3).

En donde estos microorganismos muestran una capacidad de ser usados en
procesos de biorremediacion de hidrocarburos. No obstante la generacion de
metabolitos secundarios al usar estos microorganismos, limita su aplicacion. Por lo
gue la busqueda de microorganismos marinos que no produzcan efectos adversos
representa una linea de investigacién en pleno desarrollo, considerando que un
bajo porcentaje de estos pueden ser cultivados en condiciones de laboratorio

(Harayama et a.l.,2004)

Tabla 3. Microrganismos marinos y biosurfactantes producidos

Microorganismo Biosurfactante Referencia
Myroides sp. SM1 Lipoproteinas, lipidos ornitina Maneerat et al. (2006)
Anatartobacter Glicoproteinas con &cido Gutierrez et al. (2007)
uronico
Streptomyces Bioemulsificantes: Kokare et al. (2007)
protina,azucar y polisacarido
(82:1:17)

A.calcoaceticusBD4  Emulsan BD4:emulsificante Kaplan et al.(1987)

Pseudomonas Proteinas, carbohidratos y Husain etal. (1997)
nautica lipidos (35:63:2)
Yarrowia lipolytica Bioemulsficante:lipido- Zinjarde y Pant (2002)

carbohidrato y proteina
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Por otra parte en el caso de microorganismos del suelo, existen diversos estudios
que indican su aislamiento y evaluacién de su potencial de produccién de

biosurfactanes para diferentes aplicaciones en la industria (Bento et al., 2005).

Aun cuando existe una amplia diversidad de microorganismos del suelo con la
capacidad de produccion de biosurfactantes (Tabla 4). Existen ciertas especies en
donde que destacan por sus propiedades o importancia en el area de salud.
Entre estos microorganismos destacan, Pseudomonas aeruginosa, en donde la
produccion de ramnolipidos tiene un funcion en su patogénesis, lo cual tiene una
importancia clinica (Singh et al., 2000). No obstante estudios recientes en este
microorganismo se ha observado la produccién de otros biosurfactantes que
muestran propiedades biosurfactantes que pueden ser usadas en la

biorremediacién de suelos contaminados con hidrocarburos (Thavasi et al., 2011).

Tabla 4. Microrganismos del suelo y uso del biosurfactante

Microorganismo Aplicacion del Biosurfactante Referencia

Bacillus sp Bioremediacion de suelos Menezes et al.

Acenitobacter sp (2005)

Pseudomonas sp.

Sataphylococcus sp. Bioemediacion de suelos Eddouaouada et
al. (2012)

Bacillus subtilis Biocontrol de hongos por Iturina Kim et al. (2010)

A, fengycina y surfactina

Pseudomonas Estabilizadores en la producciéon Farias et al.
aeruginosa de nanopatticulas (2014)
Bacillus natto TK-1 Lipopeptido con  propiedades Cao et al. (2009)

antimicrobianas, tumorales y anti-
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adhesivo

Por otra parte existen otros genero de microorganismo como Bacillus, el cual ha
sido ampliamente estudiado debido a las propiedades de sus biosurfactantes, los
cuales pueden tener propiedades antimicrobianas, antitumorales y anti-adhesivas
(Cao et al.,, 2009). No obstante; es la aplicacion directa en procesos de
bioremediacién en donde méas se ha aplicado. Esto debido a que en los procesos
de bioremediacidn se requiere al organismo vivo, el cual se aplica directamente al
suelo junto con una base inicial de nutrientes (Al Wahaibi et al., 2014). Diversas
especies de Bacillus han sido aisladas de diversas fuentes ya sea de suelos o
ambientes contaminados con hidrocarburos o bien de la rizosfera o filosfera de
plantas (Khyati et al., 2014;Gudifia et al., 2015). La importancia de este género
radica en la produccion de biosurfactantes con una alta actividad antimicrobiana.
Estudios recientes indican que los lipopetidos producidos por B. subtilis
(surfactina, fengicina e iturina) pueden tener un efecto frente diferentes tipos de
hongos y bacterias gram negativa, principalmente (Liu et al., 2015). Lo anterior
establece las bases para poder usarlo en el area de alimentos fermentados como
un agente anti fungico, alterno al uso de compuestos quimicos (Jshi et al.,2008).
Adicionalmente, los biosurfactantes pueden inhibir la produccién de biopeliculas y
reducir la adhesion en combinacién con aquellos biosurfactantes que producen
antibidticos; lo cual puede ser una alternativa para controlar la adherencia de
microrganismos como Salmonella y Listeria cytogenes en los alimentos

(Thaniyavarn et al.,2003;Nitschke y Csta, 2007).
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2.2.3. Produccién de biosurfactantes

El poder optimizar y producir biosurfactantes de estos microorganismos ha sido
una linea ampliamente estudiada (Guerra-santos et al.,1986). Ya que a diferencia
al area de biorremediacién en la industria de los alimentos se requiere del
biosurfactante en grandes cantidades para poder purificarlo y aplicarlo a los
procesos industriales. Esto implica estudios sobre la interaccion de nutrientes y
fuentes de carbono, con la finalidad de incrementar una mayor produccion del
biosurfactante (Amézcua-Vega et al.,2004). Aspectos fisico-quimicos del proceso
de fermentacion como aireacion, agitacion, pH y temperatura son factores a
considerar en la produccion de biosurfactantes. En este sentido, Khopade, et al.
(2012) menciona que los biosurfactantes que presentan una alta estabilidad a
diferentes temperaturas, pH, concentraciones de sales, son los que presentan un
mayor potencial de ser usados en la industria de alimentos, farceutica y
cosmetoldgica. Por otra parte la evaluacion de distintos sistemas de fermentacion
en la produccion del biosurfactante, es un aspecto que también ha sido abordado.
En este sentido, Das y Mukherjee (2007), estudiaron dos sistemas de
fermentacion solida y sumergida, con fuentes de carbono de bajo costo, sobre la
produccion de lipopetidos en B. subtilis. Logrando optimizar un sistema de bajo

costo en la produccion del biosurfactante.
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Por su parte Rodrigues et al. (2006), propone el uso de subprodutos agricolas, en
el establecimiento de procesos fermentativos de bajo costo en bacterias
probioticas como Lactococcus lactis 53 y Streptococcus thermophilus.
Contribuyendo a generar alternativos procesos fermentativos para la produccion

de biosurfactantes econdmicamente viable.

2.2.4. Microorganismos productores de biosurfactantes en México

En México, el estudio de microorganismos con propiedades biosurfactantes se ha
enfocado principalmente al aislamiento de bacterias de zonas mineras para su
aplicacion en procesos de bioremediacion (Toribio-Jimenez et al.,2014). En la
identificacion de los biosurfactantes producidos por Pseudomonas fluorescens
cepa 123, como un mecanismos de patogenicidad en plantas de interés agricola
(Hernandez-Anguiano et al.,2004). Aislamiento de microorganismos marinos como
cianobacterias y diatomeas para la identificacion de nuevos biosurfactantes y su
posible aplicacion en la industria alimenticia (Paniagua-Michel et al.,2014). En el
uso in situ de biosurfactantes producidos por Pseudomonas putida CB-100, en
procesos de bioaumentacion y bioestimulacion para remover hidrocarburos

presentes en suelos (Martinez-toledo y Rodriguez-Vazquez, 2013).

No obstante estudios realizados en zonas semiaridas son recientes, en este

sentido Toribio et al (2011), reporta el aislamiento de un nuevo tipo de
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biosurfactante con actividad antimicrobiana de Pseudomonas korrensis endémica

de cuatro cienegas, Coahuila.

En el caso de la region Noroeste, especificamente en la region del valle de
Mexicali, Baja California, los estudios se han encaminado al aislamiento de
microorganismos en donde se exploran su importancia en el control de patdgenos,
acuacultura y su relacion benéfica con plantas (Olmos y Paniagua-Michel, 2014;
Moreno-Ramirez et al., 2015). Sin embargo; el aislamiento e identificacion de
microorganismos productores de biosurfactantes asociados a plantas nativas en el

valle de Mexicali, ha sido escasamente estudiado.

Por tal motivo en el presente estudio se aislo e identifico a partir de plantas
nativas del valle de Mexicali, microorganismos con la capacidad de biosintetizar
biosurfactantes. Lo cual podria contribuir en el desarrollo de herramientas
biotecnolégicas que apoyarian el uso de biosurfactantes de microrganismos

nativos en areas de produccion de alimentos.
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2.3. HIPOTESIS

Los microorganismos asociados a la rizosfera presente en plantas nativas del valle
de Mexicali, tienen la capacidad metabdlica de biosintetizar biosurfactantes con

propiedades antimicrobianas que pueden ser aplicados en el sector alimentario.
2.3.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar a nivel bioquimico y molecular la produccién de biosurfactantes de
microorganismos nativos presentes en la rizosfera de plantas de salicornia,

cachanilla y algodon, que forman parte de la flora nativa del valle de Mexicali.
2.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Aislar e identificar los microrganismos con propiedades de biosurfactantes

usando pruebas moleculares

v' Evaluar la capacidad de produccién de biosurfactantes y propiedades
antimicrobianas de las cepas identificadas en la rizosfera de plantas de

Cachanilla, Salicornia y Algodon.

v' Extraer y purificar el biosurfactante de las cepas identificadas en la rizosfera
de plantas de Cachanilla, Salicornia y Algodén, para identificacion de su

estructura usando espectroscopia infrarroja.
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3. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevd a cabo en las instalaciones del Instituto de Ingenieria 'y
en el Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autébnoma de Baja
California. Para comprobar las hipétesis planteadas para este proyecto, se
procedié a colectar muestras de suelos de rizosferas de plantas nativas de
suelos del valle de Mexicali; cachanilla, salicornia asi como un cultivo tradicional

de la region, algoddn.

3.1 Selecci6n del sitio de muestreo

Para el aislamiento de microorganismos provenientes de la rizosfera, se procedio
a realizar la seleccion de los sitios de muestreo en el valle de Mexicali, B.C.,
considerando diferentes tipos de agroecosistemas, mediante un geoposicionador
satelital (Tabla 5). Una vez seleccionado los sitios de muestreo se procedio a
colectar suelo rizosférico de cada una de las plantas seleccionadas, de acuerdo a

la metodologia propuesta por Martinez (1998).

Tabla 5. La ubicacion de los sitios de muestreo se presenta en la siguiente tabla.

CULTIVO LATITUD LONGITUD
Salicornia 32°24'30.359"N 115°11'52.759"W
(Salicornia bigeloviis)

Cachanilla 32°25'51.399"N 114°57'39.299"W

(Pluchea sericea)

Algodon 32°26'54.399"N 114°59'12.5"W
(Gossypium herbaceum)
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El procedimiento de colecta consisti6 en realizar un muestreo de acuerdo a la
metodologia propuesta por Fernandez et al. (2015) con algunas modificaciones.
La toma de suelo y raices se llevé acabo a una profundidad de 10 cm cerca de la
rizosfera de las plantas de cachanilla, salicornia y algodén, respectivamente,
(figura 8). Se realizaron colectas de 300 g para formar una muestra compuesta.
Las muestras de suelo de cada planta seleccionada se colocaron en bolsas y

fueron transportadas a temperatura ambiente, hasta su procesamiento en

laboratorio.

Figura 8. Proceso general de colecta del suelo para el aislamientltk) de
microorganismos: 1) escoger el sitio de muestreo y marcar al azar los sitios de
muestreo intentando abarcar a toda la planta (A,B, y C); 2 y 3) colectar muestras
de 300 g aproximadamente en la capa arable del suelo (10-25 cm de profundidad);
4) etiquetar las muestras del suelo colectado en los diferentes puntos para su

andlisis en laboratorio.
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3.2 Aislamiento y conservaciéon de los microorganismos

Para aislar, y seleccionar, las bacterias presentes en la rizosfera de cachanilla
(Pluchea sericea), Salicornia (Salicornia bigeloviis) y algodon (Gossypium
herbaceum), se procedié a realizar una dilucién seriada del suelo rizosferico
procedente de cada planta. Posteriormente de las diluciones 107, 10*y 10, se
tomd 100 uL para su siembra por triplicado con espatula de Drigalsky en cajas
petri conteniendo agar nutritivo (Figura 9). Las cajas petri inoculadas se incubaron

a 33 = 2°C por 48 horas.

Especies hospederas 1ml 1ml 1ml

' Y Y \( \f M

| I |

9 ml de caldo
110 1100 1110° 110 110°
Dilucion—>- (10%) (109 (10 (109
Muestras de 1 mi l l l I ‘

' {

Figura 9. Técnica de dilucién para el aislamiento de microrganismos del suelo
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Posteriormente, se seleccion6 una muestra representativa de cada colonia para
realizarle la tinciébn de Gram (Prescott 2002) y observar al microscopio, con un

aumento de 100X (Figura 10).

Figura 10. Proceso de tincion de Gram (a,b,c y d) y visualizacion al microscopio
Una vez realizado la seleccidén de cada aislado bacteriano se procedio a realizar la
seleccién de aquellos que tuvieran la capacidad de producir biosurfactantes para
esto la prueba de hemolisis se aplic6 como prueba selectiva (Figura 11).

3.3. Prueba de capacidad hemolitica

Aislados bacterianos de la rizosfera de algodon, cachanilla y salicornia, fueron
crecidos en caldo de soya tripticaseina (TSB, Merck) por 24 h a 30°C.
Posteriormente, se sembraron alicuotas de 10 uL de cada aislado en medio de

agar sangre para la prueba de hemolisis de acuerdo a Carrillo et al. (1996).

37



Las cajas Petri se incubaron a 30 ° C durante 2 dias y los aislados que
presentaron con un halo claro fueron seleccionados y marcados como positivos

para la presencia de biosurfactantes de acuerdo con Rodrigues et al. (2006).

PATRONES DE HEMOLISIS

AGAR SANGRE

BETA: Lisis total de
los glébulos rojos

ALFA: Lisis parcial
de los glébulos rojos

Prueba primaria para diferenciar microrganismos
que presentan propiedades surfactantes

GAMMA: Sin lisis

Figura 11. Prueba de hemolisis en sangre para identificar propiedades
biosurfactantes en los microrganismos aislados.
Esta prueba permitié seleccionar una cepa de cada suelo rizosferico de las plantas

de Cachanilla, Salicornia y Algodén.
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Finalmente, se tomaron las colonias con caracteristicas visibles diferentes de
cada muestra y se conservaron mediante el método de crio-conservacion, de
acuerdo a Sambrok and Russel (2001). Cada cepa fue conservada en glicerol al

15% a -80°C, para futuros estudios (Figura 12).

800 ul de caldo
- \ bacteriano
) O\ ’ N

’\ F3

Reactivacion _ ,‘
Bacterans (&, »Caldo nutritivo ,200“1
> _\! Incubacién 32°C - glicerol
t ’ por 24-48 hr 5/ estéril
/
[
v
9 r— ¢ @)’1
Conservara - _ \y
e o — ‘29°C por 30 Agitacion

B min para mezclar

Figura 12. Proceso de conservacion de las cepas seleccionadas del suelo

rizosferico de cachanilla, salicornia y algodén.

3.4. Identificacion molecular de las cepas aisladas

Para la identificacion molecular de cada uno de las cepas previamente
seleccionados de cada planta se procedi6 a la obtencion del ADN total usando el

método propuesto por Gonzalez-Mendoza et al (2008) (Figura 13).
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Figura 13. Proceso de extraccion del ADN de las cepas seleccionadas de cada

planta de Cachanilla, Salicornia y Algodén.
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Obtenidos el ADN de cada aislado se realiz6 la amplificacion del gen 16S
ribosomal, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas
en inglés), usando 2 pl de ADN [20 ng pL™] de cada aislado, empleando los
siguientes primers FW1 (5°-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3%) y Revl (5%
AAGGAGGTGATCCAGCC- 3°%. Bajo las siguientes condiciones de PCR: 95°C por
3 min., seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min., y 72°C por 1 min.
Para concluir con una extension final a 72°C por 4 min. Una vez obtenidos los
productos de PCR, éstos se separaron y se visualizaron por medio de una
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio. Los
productos amplificados con los iniciadores de 16S fueron secuenciados utilizando
un secuenciador de Applied Biosystem Genetic Analizer 377 (CINVESTAV-
Irapuato). Las secuencias nucleotidicas de 16S obtenidas se compararon con
secuencias de los genes 16S de otros organismos disponibles en la base de datos
del GenBank, La alineacion, y comparacion se realizé utilizando el algoritmo de
Clustal W (MegAlign, DNASTAR software, Lasergene Version, 1.02, Madison WI)
(Sanger et al., 1997). Esto permitio clasificar a las cepas aisladas de cachanilla,
salicornia y algodon, dentro del género Bacillus y se etiquetaron como Bs-
Cach01, Bs-Cach y Bs-Alg, respectivamente. Posteriormente se procedidé a
realizar la evaluaciéon de la capacidad de produccion de biosurfactante de cada
una de ellas, previa determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula y

autoagregacion.
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3.5. Formacién de biopelicula de los aislados bacterianos.

Para evaluar la capacidad de formacion de biopelicula de cada una de las cepas
aisladas se procedié con metodologia, propuestas por Yegorenkova et. al. (2011),
con algunas modificaciones. Las cepas primero se reactivaron en caldo soya
tripticasena por 24 h, a 35 °C. El in6culo de cada cepa se diluy6 en caldo fresco
hasta alcanzar una absorbancia de 0.3 nm, a una longitud de onda () de 600 nm.
Posteriormente 3 ml de cada muestra se coloc6 en un tubo de vidrio de 5 ml (por
triplicado), se incubaron por un periodo de 8 hrs a 35°C. Finalizado el periodo de
incubacion se eliming, el cultivo celular, y los tubos se lavaron con agua destilada
estéril. Posteriormente, se agregd 6 mL de solucion de cristal violeta al 1%, a
cada muestra y se incubaron 15 min a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo
de incubacion se desechd el colorante y se lavo con agua destilada estéril para
eliminar el colorante que no se hubiera fijado a las muestras. El siguiente paso fue
adicionar 7.5 mL de solucion acetona-etanol (20:80) a cada una de las muestras.
Se tomaron 3 mL de cada muestra respectivamente, y se midio la capacidad de
formacion de biopelicula , mediante la lectura de la muestra a una longitud de
onda (A) 590 nm. Como control se usé caldo soya tripticaseina sin crecimiento

bacteriano.
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3.6. Capacidad de autoagregacion de los aislados bacterianos

La capacidad de autoagregacion bacteriana se relaciona con la capacidad de
adhesion, es un proceso previo a la colonizacion mediante el cual las bacterias
fisicamente interactian unas con otras y asentaran en la parte inferior en
suspension liquida estatica (Collado et al., 2008). Esta capacidad la presentan la
mayoria de los microorganismos, para el caso de cepas de Bacillus subtilis
nativas. La metodologia para evaluarlo se realiz6 de la siguiente manera de
acuerdo con algunas modificaciones de Sorroce et al. (2012), una vez que las
cepas fueron reactivadas en caldo soya tripticaseina por 24 h a una temperatura
de 35°C, las bacterias se inocularon en 2 mL de caldo soya tripticaseina y se
incubaron 24 h a 35°C. Posteriormente, se realizé una dilucion del inoculo 1/100
con caldo soya tripticaseina, e incubd por un periodo de 48 h a la misma
temperatura. Después, 5 mL del inoculo anterior de cada cepa se colocé en un
tubo de vidrio y se dej6 sedimentar por 24 h a 4°C. Transcurrido, el periodo de
tiempo se tomdé una alicuota (1000 mL) de la parte superior, y se leyd la
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, el tubo control se agitd por 30 s
usando un vortex y se realizd la lectura correspondiente. El porcentaje de
autoagregacion se calcul6 con la siguiente ecuacion:

A% =100 [1— (ODf/0Di)]
Donde:
A% : Porcentaje de autoagregacion
ODs : Densidad optica final
OD; : Densidad optica inicial

3.7. Estandarizacién del medio de cultivo para las cepas aisladas
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Como un paso necesario para la evaluacién de produccion de biosurfactantes en
las cepas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01, se procedié a la estandarizacién del
medio del cultivo. Para tal fin se realizaron las curvas de crecimiento de cada una
de las cepas obtenidas ya que un cuando las tres cepas obtenidas corresponden a

Bacillus subtilis, el metabolismo de cada una de ellas puede diferir.

3.8. Curvas de crecimiento de las cepas aisladas

La curva de crecimiento consistio en reactivar las cepas bacterianas previamente
crioconservadas, en caldo soya tripticaseina (CST) después de 24 h una alicuota
se sembré por estriado en placa conteniendo agar soya tripticaseina (AST).
Posteriormente se inoculo una asada en tubos de 50 mL conteniendo AST y se
procedio a evaluar su crecimiento por 48 h. El crecimiento bacteriano se determiné
mediante la medicion de la densidad optica (DO) a 600 nm en un
espectrofotometro (Lambda 25 UV/Vis, Perkin-Elmer) y el conteo en placa cada

dos horas por 48 h (Figura 14)
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Figura 14. Representacion grafica del crecimiento y conteo bacteriano

El conteo en placa consistio en adicionar a 900 puL de solucion salina estéril al
0.9%, 100 pL de in6culo bacteriano y realizar diluciones seriadas. Cada dilucion
realizada se sembrd (10 pL) en cajas petri con medio de cultivo agar nutritivo y se
incubo a 35 °C. Cada lectura se realizé por triplicado; el blanco que consistio,
Unicamente de CST (Figura 14). A cada cepa se grafic6 su crecimiento en

unidades formadoras de colonia (UFC/ml) y en DO (600 nm) por 48 h.
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3.9. Velocidad de crecimiento de las cepas aisladas

Una vez realizada la curva de crecimiento para cada cepa selecionada, se
procedié a determinar la tasa de crecimiento, tiempo de generacion y numero de
generaciones. Para tal fin se consideraron los valores de crecimiento al inicio y

final de la fase exponencial, y se realizaron los célculos con la siguiente ecuacion:

u: Nl — No
t]_ - to
En donde:

1 = tasa de crecimiento (h™)
N = crecimiento en tiempo inicial (No) y final (Ny)

t = periodo de crecimiento exponencial (h), inicial (t,) y final (t1)

El tiempo de generacion se calculd utilizando la siguiente formula:

tl — to
g = —_ —
NI
En donde: g = tiempo de generacion (h)

El nimero de generaciones se relaciona con el tiempo de generacion mediante la

siguiente ecuacion:

n= (t.—1t,)/g

Donde n es el numero de generaciones
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3.10. Obtencion del biosurfactante de las cepas aisladas

Como un paso necesario para la evaluacion de produccion de biosurfactantes en
las cepas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01, se procedié a la obtencion del
biosurfactante “crudo”. Este proceso consistio en colocar 3% de inoculo primario
de cada una de las cepas en matraces conteniendo 250 mL de medio minimo
mineral (MMM) con glucosa al 1% como la Unica fuente de carbono a pH 7 de
acuerdo a Yesurethinam et al. (2014). Los matraces inoculados con Bs-Cach, Bs-
Alg y Bs-Cach01, fueron incubados a 30 ° C durante 24 h con agitacion a 150
rom. Después del periodo de incubacion, las células se recogieron por
centrifugacion a 9000 rpm durante 20 min a 4 ° C y el sobrenadante libre de

células se utiliz6é como biosurfactante crudo.

3.11. Actividad emulsificante de las cepas aisladas (EA)

La actividad de emulsificacion (EA) de las tres cepas BsCach, BsAlg y BsCach01
se determind usando tres aceites vegetales y diésel de acuerdo a la metodologia
descrita por Cameotra y Bollag (2003). Para esto se prepararon tubos de vidrio
con 0.5 mL de sobrenadante de cada cepa (biosurfactante crudo) y se mezclo
con 7.5 mL a 20 mM de una solucion amortiguadora (20 mM Tris-HCI [pH 7]y 10
mM MgSO4). Posteriormente, se le adiciono de manera independiente 0.1 mL de

de los aceites vegetales y diésel. Después cada tubo se agito vigorosamente
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usando un vértex durante 1 minuto, y se mantuvieron en reposo durante 1 hr a 30°

C. Finalmente, se midio la absorbancia a 540 nm de cada muestra.

La actividad emulsificante (EA) se defini6 como la medida de la densidad 6ptica
(Sifour et al.,2007 ). Como muestra control se usdé medio de cultivo sin

crecimiento celular y cada ensayo fue realizado por triplicado.

3.12. Técnica de dispersion de aceite en las cepas aisladas

La técnica de dispersion de aceite se utilizé para estudiar la actividad superficial
de los extractos crudos del biosurfactante de las cepas Bs-Cach, Bs-CachO1 y Bs-
Alg, respectivamente. Esta técnica fue desarrollada por Morikawa et al. (2000) y
puede ser usada cuando la actividad y calidad del biosurfactante es baja. El
ensayo se llevd a cabo por triplicado y consisti6 en colocar 30 mL de agua
destilada en una caja petri y agregar 100 pL de aceites de maiz, olivo, soya y
diésel de forma independiente. Entonces 20 pL del extracto crudo de
biosurfactante de cada cepa fue adicionada a la superficie de cada aceite y diésel.
Las muestras se dejaron reposar por tres minutos y los diametros de las zonas
claras formadas se registraron antes que colapsaran. El control consistié en
colocar 20 puL de medio de cultivo sin crecimiento celular a las muestras de aceite

y diésel.

48



3.13. indice de emulsificacion (Ex) en las cepas aisladas

El indice de emulsificacion se midié6 usando el método descrito por Cooper y
Goldenberg (1990). El biosurfactante crudo de cada cepa se mezcl6 con
diferentes fuentes de hidrocarburos (diesel) y aceites vegetales (oliva, maiz y
soya), en relacién (2:2) (Figura 15). Cada muestra se agito en vértex por dos
minutos, con la finalidad de mezclar las dos fases. Posteriormente, se dej0 en
reposo por un lapso de 24 hrs a 35°C, una vez que el tiempo transcurrid, se

calcul6 el indice de E,4 de acuerdo a la siguiente ecuacion, (E2a).
E24= (Altura de emulsion X 100)/Altura total

Con esta ecuacion se obtiene el porcentaje de la altura de la capa emulsionada

(mm) dividido por la altura total de la columna de liquido.
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Figura 15. Diagrama del proceso de medicion del indice de emulsificacion (Ezs)

3.14. Identificacion de genes productores de biosurfactantes

En base a los resultados de identificacion molecular, se clasifico a las tres cepas
dentro del género de Bacillus subtilis. Este tipo de microrganismos generalmente
se caracterizan por producir biosurfactantes lipopeptidos. De tal forma que para
identificar a nivel molecular la presencia de estos lipopeptidos en las cepas Bs-

Cach, Bs- Cach01 y Bs-Alg, se procedi6 a su identificacion molecular.

Para esto se disefiaron secuencias de oligonucleotido de los genes con actividad
biosurfactante mas comunes en el género Bacillus en base a las secuencias

publicadas en la literatura (Tabla 6).

La identificacion de los genes se realizé a partir de DNA total (20 ng) de cada
cepa, mediante la técnica de PCR. Bajo las siguientes condiciones de PCR: 95°C
por 3 min., seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 55°C por 30 seg y 72°C por 1
min. Para concluir con una extensién final a 72°C por 4 min. Una vez obtenidos
los productos de PCR, éstos se separaron y se visualizaron por medio de una
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. Los
productos amplificados con los iniciadores de 16S fueron secuenciados utilizando
un secuenciador de Applied Biosystem Genetic Analizer 377 (CINVESTAV-

Irapuato).
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Tabla 6. Secuencia de oligonucle6tidos empleados para la identificacion de los

genes respectivos

Genes de lipopetidos

Secuencia empleadas

Subtilisina F
Subtilisina R
Subtilosina F
Subtilosina R
Bacilomicina F
Bacilomicina R
lturina F
lturina R
Fegicina F
FegicinaR
Surfactina F

Surfactina R

CTTAAACGTCAGAGGCGGAG

ATTGTGCAGCTGCTTGTACG

TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC

GTCCACTAGACAAGCGGCTC

CTGGAAGAGATGCCGCTTAC

AAGAGTGCGTTTTCTTCGGA

TGCCAGACAGTATGAGGCAG

CATGCCGTATCCACTGTGAC

CCTGCAGAAGGAGAAGTGAAG

TGCTCATCGTCTTCCGTTTC

GTTCTCGCAGTCCAGCAGAAG

GCCGAGCGTATCCGTACCGAG

Las secuencias nucleotidicas obtenidas de cada lipopeptido se compararon con

las secuencias de los genes de otros organismos disponibles en la base de datos

del GenBank. La alineacién, y comparaciéon se realizé utilizando el algoritmo de

Clustal W (MegAlign, DNASTAR software, Lasergene Version, 1.02, Madison WI)

(Sanger et al., 1997).
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3.15. Actividad antimicrobiana de los biosurfactantes

La actividad antimicrobiana del biosurfactante crudo de Bs-Cach, BsCachO1l y Bs-
Alg, fue evaluada frente a Trichoderma longibrachiatum, un hongo de importancia
ambiental. La actividad antifungica de los biosurfactantes fue evaluada mediante el
método de difusion en disco en agar con algunas modificaciones. Para esto 300
uL de una solucién del patégeno a una concentracion de 1X10° se sembré por
difusion en wuna caja petri con media de agar papa dextrosa (PDA).
Posteriormente, se colocé en un extremo un disco de papel filtro estéril de 5 cm
de diametro, previamente humedecido con 600 pL del biosurfactante crudo de
cada cepa evaluada. Adicionalmente en otras cajas inoculadas con el patdégeno se
realizd6 un estriado de cada cepa evaluada, en el centro de la caja Petri para
verificar el efecto antifngico. El crecimiento del patdogeno se registré alas 72 h

después de la inoculacion.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento en cada caso (%IC), observado por

triplicado. La férmula que se empleo fue la siguiente:

%IC = ((Crecimiento del hongo en el disco Control- Crecimiento del hongo en el

disco con biosurfactante)/ Crecimiento del hongo en el disco Control) 100
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3.16. Extraccion y caracterizacion de los biosurfactantes

Una vez que se han realizado las pruebas de biosurfactaciéon y la identificacion
molecular de los posibles tipos de biosurfactantes presentes en cada cepa
evaluada. Se procedi6 a realizar la extraccion y purificacion parcial del

biosurfactante.

El proceso de extraccion del biosurfactante, se realizé de acuerdo a Sungaya et al.
(2012) y Sifourd et al.(2005); de la siguiente manera; crecer las cepas de manera
independiente usando 1x10” (ufc/ml), en medio minimo mineral (100 ml) por 24 h
a 36° C. Transcurrido este lapso de tiempo, las muestras se centrifugaron a una
velocidad de 9000 rpm, por 10 min a 4°C. Los sobrenadantes de cada muestra se
filtraron usando un filtro millipore de 0.22 um, a cada filtrado el pH se ajusto a 2,
con HCl al 1 N. Los filtrados de cada muestra se mantuvieron a 4°C, por toda la
noche. Pasado este tiempo las muestras se centrifugaron a 15000 rpm por 20
minutos a 4°C; los precipitados se re suspendieron con 2 ml agua destilada, hasta
pH 7.0. Finalmente las muestras se secaron 60 °C por 24 h. El producto seco de
cada muestra se someti0 a una extraccion con una solucién de cloroformo:

metanol (65:15) para eliminar impurezas.
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3.17. Espectrofotometria de infrarrojo de los biosurfactantes

Una vez que se obtuvo el biosurfactante, se realizd la caracterizacion por
espectrofotometria de infrarrojo. Para esto cada pastilla de cada muestra
empleada fue analizada en un espectrometro de IR por transformada de Fourier

marca Perkin-Elmer modelo Spectro one FT-IR en un rango de 4000 y 400 cm™.

Adicionalmente a las identificacion de la presencia de biosurfactante en las cepas
Bs-Cach, Bs-Cach01 y Bs-Alg, se procedio a realizar pruebas que permitieran una

mejor caracterizacion biotecnoldgica de cada una de las cepas estudiadas.
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4.1. Caracterizacién e identificacion de microorganismos aislados
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En el presente estudio se colectaron muestras de suelo rizosferico de tres plantas
representativas del valle de Mexicali, Cachanilla, Salicornia y Algodén. En donde
el conteo de microrganismo mediante la técnica de dilucion mostré que las
muestras de suelo rizosferico de salicornia presento una poblacion superior a las

muestras de Algodén y Cachanilla (Tabla 7 y Figura 16).

Siendo las muestras procedentes de suelo rizosferico de Cachanilla, la que menos
poblacion de microorganismos por gramo presentaron. Lo anterior nos muestra la
importancia que cada especie de planta puede tener en las poblaciones
microbianas resultado de la produccién de exudados radiculares que afectan la

dindmica poblacional de los microrganismos (Soto-Aquino et al., 2012).

Salicornia Algodon Cachanilla

Figura 16. Poblaciones de microorganismos presentes de las muestras de la

rizosfera de Salicornia, Algodén y Cachanilla.
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Tabla 7. Comparacion de medias de las poblaciones de bacterias rizosfericas
asociadas con tres parches de vegetacion en el Valle de Mexicali. Las poblaciones

microbianas son expresadas en logaritmo natural.

Parches de vegetacion Ubicacion Bacterias en UFC/g suelo
Salicornia Latitud: 32°24'30.359"N
(Salicornia bigeloviis) Longitud: 14.45°%

115°11'52.759"W
Cachanilla Latitud: 32°24'30.359"N

(Pluchea sericea) Longitud: 11.51°
114°57'39.299"W

Algodon Latitud: 32°26'54.399"N

(Gossypium herbaceum)  Longitud: 114°59'12.5"W 13.19°¢

Valores con la misma letra para cada especie vegetal en cada columna no son

estadisticamente diferentes, de acuerdo a con la prueba de Tukey (p<0.05), n=5.

En este sentido Aguilar (1998) y Gonzalez et al. (2009) encontraron que los

nutrientes y exudados radiculares presentes en plantas de Mezquite y Artemisia

57



tridentata incrementaban una mayor poblacion de bacterias en rizosfera

comparada con otras plantas presentes en ambientes semidesérticos.

4.2. Actividad hemolitica y tincién de Gram de las cepas aisladas

Por otra parte, el crecimiento de los aislados microbianos de cada muestra de
suelo rizosferico procedente de Cachanilla, Algodén y Salicornia, en agar sangre
para verificar sus propiedades hemoliticas, como un primer criterio de seleccién de
bacterias con propiedades biosurfactantes. Mostraron que un aislado procedente
del suelo rizosferico de Cachanilla, Algodon y Salicornia, respectivamente
presentaron moléculas con capacidad hemolitica, lo cual fue evidente por la
destruccion del grupo hemo y consecuente desaparicion del color rojo
caracteristico de la hemoglobina de los glébulos rojos en el medio de cultivo

(Figura 17).

Figura 17. Hemolisis de cada aislado procedente del suelo rizosferico de

Cachanilla (Bs-cach) Algodon (Bs-Alg) y Salicornia (Bs-Cach01).

Lo anterior sugiere que cada uno de los aislados podria liberar sustancias con

propiedades biosurfactantes. Debido a que la presencia de actividad hemolitica
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observada en cada uno de los aislados nos indica la posible produccion de

lipopéptidos con propiedades surfactantes.

Similares resultados han sido reportados por Sarti y Miyazaki (2013) en donde
cepas de Bacillus subtilis mostraron una alta actividad hemolitica  que
acompafaron la produccion de biosurfactantes. Adicionalmente, estudios en
aislados de Bacillus procedentes de suelos agricolas han mostrado que sus
actividades hemoliticas fueron originados por la presencia de lipopéctidos

especificos con actividad antimicrobiana (Monteiro et al.,2005).

Por otra parte, el andlisis de la tincion Gram, mostro que cada uno de los aislados
fueron bacilos Gram (+). La pureza de los aislados seleccionados se confirmo
mediante su morfologia colonial, en donde cada aislado se distinguio por presentar

colonias de apariencia cremosa con formas irregulares (Figura 18).

59



Figura 18. Diferentes morfotipos de bacterias aisladas de Cachanilla (1),

Salicornia (2) y Algodon (3).

En base a estos resultados los aislados fueron parcialmente clasificados como
posibles bacterias del genero Bacillus sp., por lo que se les procedié a nombrar
como Bs-Cach (Cachanilla), Bs-Cach01 (Salicornia) y Bs-Alg (Algodén) (Tabla

8).

Tabla 8. Tincion de Gram y morfologia de los aislados de la rizosfera de

Cachanilla, Salicornia y Algodoén.

Aislado Tincion de Gram Morfologia
Bs-Cach (Cachanilla) (+) Bacilos
Bs-CachO1 (Salicornia) (+) Bacilos
Bs-Alg (Algodén) (+) Bacilos
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4.3. Identidad molecular de las cepas Bs-Cach, Bs-Cach01 y Bs-Alg

Para tener la certeza de la especie bacteriana a la que pertenecen las cepas que
mostraron un actividad hemolitica se procedi6 a la obtencion de su ADN y a la
amplificacion del gen 16S ribosomal. Este gen es ampliamente usado para los
estudios filogenéticos ya que es una secuencia altamente conservada entre las
diferentes especies de bacterias. Ademas contiene regiones hiper variables que
proveen especificidad de especie, lo que resulta muy util para la identificacion de

las bacterias (Flores-Gallegos, 2009).

En este sentido los iniciadores universales empleados permitieron amplificar
completamente el gen 16S con un tamafio de 1500 pb, que es un indicativo de que
se abarca a las regiones conservadas en los extremos 5-9 y 3-9 del gen, en base
a lo descrito por Rodicio y Mendoza (2004). Esto minimiza las fluctuaciones

estadisticas en analisis posteriores de las secuencias.

Aunque en el presente estudio se logré la amplificacion completa del gen 16S,
diversos autores que indican que existen posiciones filogenéticamente
informativas a lo largo de todo el gen, la mayor variabilidad se concentra en las
primeras 500 bases, que corresponde al extremo 5-9. Por lo que con la
amplificacion de fragmentos de 500 bases, es suficiente para la correcta

identificacion de bacterias (Patel et al.,2000; Patel, 2001).
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Finalmente, en el gel de agarosa se observa un patrén de bandeado uniforme
(Figura 19) comparado con el marcador molecular (MM) que da una escala de

bandas desde 200 hasta 10000 bp.

Las secuencias de nucleétidos parcial de cada una de las cepas Bs-Cach, Bs-
Cach01 y Bs-Alg (Figura 20) obtenidas por secuenciacion fueron depositadas en

el GenBank con claves de registro que se muestran en la Tabla 9.

MM Bs-Cach Bs-CachO1 Bs-Alg

Gen 16S

Figura 19. Gel de agarosa que contiene los amplificados de los genes
ribosomales 16S, MM: marcador molecular Ladder 1Kb, Bs-Cach: cachanilla; Bs-

CachO01: salicornia y Bs-Alg: algodon.
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Tabla 9. Registro de secuencias de las cepas aisladas en el GenBank

Aislado Clave de registro en GenBank
Bs-Cach (Cachanilla) KC256786
Bs-Cach01 (Salicornia) KM212950
Bs-Alg KF669896

A través del programa BLAST se verifico la homogeneidad de cada una de las
cepas estudiadas con las secuencias presentes en el Genbank. Los resultados
mostraron que la cepa Bs-Cach, presento una alta identidad (98 y 97 %) con
Bacillus subtilis subsp. Spizizenii (GenBank:KF032696) y B. subtilis cepa PARZ9
(GenBank: HQ678662) . En su caso la cepa Bs-CachO1 tuvo una identidad de
98% con B. subtilis cepa NCIM 2063 (GenBank: KR078396) y B. mojavensis cepa
AM-22 (GenBank:KR998233). Por su parte el andlisis de identidad de la cepa Bs-
Alg, indico una identidad del 97% con B.subtilis F-62 (GenBank: KT027713) y B.

malacitensis F-60 (GenBank: KT027712).
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1)

partial sequence
CAGGGCTCGGCGTCGCGTATACATGGTAGCCGTAGAGATGGGAGCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGAC
GGGTGAGT AACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGA
TGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGC
GCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGG
CCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACG
AAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAG
AACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT
TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGC
AGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTCTCTGGCCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGGAGCGAACAGGATTAGATACCCC
TGGTAGTCCACGCCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGGTTAGGGGGTTTCCGTCCCTTAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCACTTCGGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAACGGTGGAAGATGTGGTTTATTTCCAGCAAACGCGAAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCTCTG
AGAATCC

2)

partial sequence
CGGCGGACGGGTGAGTAACAYGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTA
ATACYGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGA
CCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGG
GTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGC
AATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTYTGKTGY
TAGGGAAKAACMAGHACCGTTCGAATAKGGCGGWACCTTGACGGTACCTAAC

3)

partial sequence
TTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACT
CCGGGAAACCGGGGCTAATACYGGATGCTTGTTTGAACCGCATGGTTCAAACATAAAAGGTGGCTTCGGC
TACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCAACGATGC
GTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGA
TCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAACC
AGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCMGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGSAAGCGTTGTCCSGAATTAT
TGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGSGGTTTCTTAAKTCTGATGKGAAAGCCCCCGGSTCAACCGGGGAGGGTC
ATTGGAAACTGGGGAACT TGAGTGCMGAASARGAGAGTGGAATTCCMCGTGTASCGGKGAAATGSGTAKA
GATGKGGAGGAACACCMGGTGGKGAAKKSG

Figura 20. Secuencias de nucleétidos de cada una de las cepas aisladas de la

rizosfera de Cachanilla: 1) Bs-Cach, Salicornia: 2) Bs-Cach01 y Algodén: 3) Bs-Alg
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No obstante, para establecer con mas precision la identidad de cada uno de las
secuencias de nucleotidos de las cepas identificadas, a nivel de especie. Se
procedié a realizar el alineamiento de las bacterias con las secuencias de

diversas especies de Bacillus, homélogas en un rango de 97 a 99%.

Todas secuencias se analizaron usando la herramienta de alineacion de del
software Clustal Omega, Mega 6 y posteriormente se agruparon mediante un

analisis filogenético generando el arbol filogenético presentado en la Figura 21.

El agrupamiento de las secuencias de ARNr 16S mostrado en el arbol filogenético
(Fig. 21) confirmo6 que los aislamientos de Bacillus, Bs-Cach, Bs-Cach0O1 y Bs-Alg

son diferentes de otros Bacillus de la misma especie.

De acuerdo a Guillen-Cruz et al. (2006), menciona que el género Bacillus se
caracteriza por ser heterogéneo y puede ser re-clasificado en varios grupos en
base a la homologia fenotipica y genotipica de secuencias de rDNA 16S. Esto
indica que el gen 16S es una herramienta robusta para la clasificacion de

bacterias y analisis filogenéticos.

Sin embargo; existen autores que reportan que el analisis del 16S r RNA no es
suficiente para identificar a las especies de Bacillus (Pontes et al.,2007; Freitas et
al.,2008). Debido que la identificacibn de Bacillus tiene limitaciones en la

diferenciacion de especies muy cercanas.
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Bacillus subtilis strain Bs-Cach
l— Bacillus subtilis strain PARZS 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

| Bacillus subtilis strain Bs-Cach01 o

IBacmus subtilis gene for 16S ribosomal RNA partial sequence strain: AECSB12,

I Bacillus subtiks gene for 165 ribosomal RNA partial sequence strain: AECSBOS.

Bacillus sublifis subsp. spizizenil strain MP29 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

Bacillus subtilis subsp. spizizenii strain KtRAS-93 16S nibosomal RNA gene partial sequence,

'Bacul!us tequilensis partial 165 rRNA gene isolate BD18-803.

{ Bacillus mojavensis strain MTP16 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

Bacillus licheniformis strain RCO 010 168 ribosomal RNA gene partial sequence,

Bacillus subtilis strain CICR-NG 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

Bacillus axarquiensis strain CHMS 186 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
|8acillus subtilis strain MCb-8 16S rbosomal RNA gene partial sequence.

| Bacillus subtis subsp. spizizenii strain KtRCnd-65 16S nbosomal RNA gene partial sequence,

Bacillus subtilis strain Khazar 163 nbosomal RNA gene partial sequence.
— Bacillus mojavensis strain R2 16S nbosomal RNA gene partial sequence.
Bacillus subilis subsp. spizizeni strain PPBY 168 ribosomal RNA gene partial sequence.

Brevibacterium halotolerans strain JB 292 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Bacillus subtilis strg’n Bs-Alg

03

Figura 21. Arbol filogenético mostrando la relacion entre los aislamientos de
Bacillus identificados con otras secuencias basados en alineamientos del gen

ribosomal 16S y fue construido usando la version 6.0 del programa MEGA.
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No obstante estas limitaciones pueden ser resueltas con el uso de secuencias de
oligonucleétidos especificos como los usados en el presente estudio que facilitan

la identificacion y diferenciacion de especies muy cercanas (Wang et al.,2007).

La identificacion de la cepas de B. subtilis en la rizosfera de Cachanilla, Salicornia
y Algoddn, es de gran relevancia ya que este género muestra la formacion de
endosporas con resistencia a la desecacion y calor. Lo cual los hace candidatos
ideales para el desarrollo de agentes de biocontrol de microorganismos que
afectan a los cultivos agricolas (Swain y Ray, 2009). Ademas existen reportes en
donde se indica que ciertas especies de Bacillus spp., pueden producir
lipopeptidos que son clasificados en tres familias de acuerdo a su secuencia de
aminoacidos: surfactinas, iturina y fengicina. Estos lipopeptidos pueden tener una
funcidn relevante como biosurfactantes y aplicaciones en la industria alimentaria y

farmacéutica (Wei-Chuan et al., 2015).

4.4. Identificacién de genes productores de biosurfactantes

Los resultados sobre la identificacion de los genes de lipopeptidos en el ADN de
las cepas Bs-Cach, Bs- Cach01 y Bs-Alg. Indico la presencia de un fragmento de
del gen de subtilisina de 500 pb para las cepas de Bs-Cach y Bs-Alg, pero no se
observo la presencia en la cepa Bs-CachOl (Figura 22). En el caso de la
amplificacion del gen de iturina los resultados mostraron que el DNA de las cepas

de Bs-Cach y Bs-Alg amplifico un fragmento de 600 pb (Figura 23).
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La presencia de un segundo fragmento a 300 pb se observd en las tres cepas,
posiblemente resultado de la secuencia de oligonucle6tidos empleadas que no

son especificas ya que se formularon a base de secuencias homologas.

MM Bs-Cach Bs-Alg Bs-CachO1

gen subtilisina

v

Figura 22. Fragmento amplificado con las secuencias de oligonucleotidos del gen

de subtilisina en las cepas aisladas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-CachO1.
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MM Bs-Cach Bs-Al Bs-CachO1

gen iturina

Figura 23. Fragmento amplificado con las secuencias de oligonucleotidos del gen

de subtilisina en las cepas aisladas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-CachO1.

Por otra parte un fragmento de 600 pb se observé cuando se emplearon las
secuencias de oligonucleotidos del gen de surfactina en las cepas Bs-Alg y Bs-

CachO01, pero no en el ADN de la cepa Bs-Cach.
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MM Bs-Cach Bs-Alg Bs-Cach01

gen surfactina

Figura 24. Fragmento amplificado con las secuencias de oligonucleotidos del gen

de surfactina en las cepas aisladas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-CachO1.

Estos resultados nos indican que las cepas aisladas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-
Cach01, presentan como minimo la posible presencia de al menos uno de los tres
genes evaluados (iturina, subtilisina y surfactina). La presencia de genes de
lipopeptidos en las cepas de Bacillus subtilis identificadas son de gran relevancia
dado su actividad antifungica, lo cual le confiere un alto valor biotecnolégico y

farmacéutico (Volpon et al., 2000).
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Estos lipopeptidos pueden afectar la estabilidad de la membrana de otros
microrganismos creando poros en la membrana celular, lo que se refleja en una

disminucién o inhibicién del crecimiento del mismo (Ongena y Jackes, 2008).

4.5. Formacién de biopeliculas de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

En la formacion de biopelicula nuestros resultados mostraron que las tres cepas
presentaron la capacidad de formacion de biopelicula (Figura 25a). No obstante,
fue Bs-cach01, la presento mayor capacidad de esta propiedad y en menor grado

las cepas Bs-Cach y Bs-Alg (Figura 25b).

En este sentido, la participacion de los lipopectidos identificados en el presente
estudio y su participacion en la formacion de biopeliculas en las cepas evaluadas,
podria verse reflejado en los resultados obtenidos. Esto debido a que la presencia
de lipopectidos desempefia un papel importante en la arquitectura de la pelicula
estabilizando su estructura tridimensional (Zohora et al.,2009). Lo anterior ha sido
previamente reportado, por Rahman et al. (2007), quien observo que cepas de B.
subtilis que presentan una biopelicula fragil, cambia cuando se le incorpora genes
gue sintetizan lipopéptidos con propiedades surfactantes y antibiéticas. Esto nos
muestra la importancia de los lipopectidos como surfactina, iturina y subtilisina en
la formacién de la biopelicula por parte de las cepas de Bacillus subtilis

encontradas.
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28 7

¥ 7

Formacion de biopelicula (590nm)

Bs-cach Bs-Alg

Figura 25.Formaciénde biopeliculas por las cepas Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01
provenientes de la rizofera de plantas de cachanilla, algodon y salicornia a)

formacion de biopelicula (590 nm); b) presencia de biopelicula en tubos de vidrio.
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Figura 26. Capacidad de autoagregacion de las cepas de B.subtilis. a) agregacion

Por otra parte, es muy factible que estos compuestos que son lipopolisacaridos y
exopolisacaridos en conjunto con moléculas de sefalizacion especificas

participen en la autoagragacion de las células de las cepas de Bacillus subtilis

aisladas.
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En este aspecto los resultados mostraron que las tres cepas presentaron una alta
capacidad de autoagregaciéon que vario de 60 a 50% en las cepas Bs-cach01, Bs-
cach y Bs-Alg, respectivamente (Figura 26). Después de un periodo de 24 de
incubacion a 35°C. En donde la cepa Bs-Cach01, fue la que mostro la presencia
de dos de los tres genes de lipopectidos evaluados (surfactina e iturina), mayor
capacidad de formacién de biopelicula y agregacion. Lo anterior resulta
interesante ya que esta composicion por las propiedades de los lipopectidos
encontrados puede favorecer una barrera fisica contra la difusion de antibiéticos y

proteccion contra factores ambientales (Bogino et al., 2013).

4.6. Crecimiento de las cepas de Bs-Cach, Bs-Alg, Bs-Cach0O1

Una vez que se han identificado de manera concluyente las bacterias, se realizan
las curvas de crecimiento asi como el conteo de colonias, para cada una de ellas
(Bs.Cach, Bs- Alg y Bs-Cach01) por 48 hr de incubacion con muestreos cada 2 h a
una temperatura de 35°C, en medio caldo soya tripticaseina. Esta informacion es
relevante debido a que ciertos lipopectidos como iturina y surfactina tienen su
mayor biosintesis durante el inicio y fase intermedia de crecimiento (Ahimou et
al.,2000). Como fuente de carbono se usé glucosa en base a los trabajos de
Dhouha, et al. (2011), en donde se indica que este carbohidrato mejora la
produccion de surfactina. Lo anterior contribuira a definir el tiempo en que se
colectaran las muestras de cada cepa para evaluacion de su capacidad de

producir biosurfactantes.
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Las curvas de crecimiento mostraron que la cepa Bs-Cach mostro una tendencia
no uniforme a partir de las 8 hasta el final del experimento (Figura 27). Teniendo
una tasa de generacion por hora (g) de 1.25 (Tabla 10). En donde los valores de
UFC/mL se mantuvieron estables a partir de las 18 h hasta las 38 h, en donde se

observa la fase de decrecimiento de la bacteria (Figura 28).
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Figura 27.Curva de crecimiento de Bs-Cach a las 48 horas
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Figura 28.Curva de crecimiento de Bs-Cach a las 48 horas en UFC/mL

En contraste las curvas de crecimiento de la cepa Bs-Alg, que mostro una
tendencia una fase de crecimiento exponencial a partir de las 6 hasta las 18 h en
donde se aprecia un descenso (Figura 29). Lo cual concuerda con los dato de
generacion celular que fue de 1.8 h con una tasa de crecimiento (1) menor a la
cepa Bs-Cach (Tabla 10). Los valores de UFC/mL mostraron un comportamiento
similar a la curva de crecimiento medida en base a su absorbancia, con 12
UFC/mL entre el periodo de 9 a 15 h y de 8 UFC/mL a partir de las 18 h (Figura

30).
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Figura 29.Curva de crecimiento de Bs-Alg a las 48 horas

Tabla 10. Valores de crecimiento calculado a partir de la fase exponencial

Microorganismo  Asoonm u(h™) g (h) N

Bs-Cach 0.6819 0.0851 1.2563 6.36
Bs-Alg 0.7532 0.0685 1.8011 6.66
Bs-Cach01 0.7591 0.0757 1.1780 8.51

l: tasa de crecimiento, g: tiempo de generacion, n: nimero de generacion
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Figura 30.Curva de crecimiento de Bs-Alg a las 48 horas en UFC/mL

Con respecto al crecimiento de la cepa Bs-Cachol se observo un crecimiento
exponencial a partir de las 3 h, finalizando a las 12 h (Figura 31). Lo cual
correspondié a una poblacion en 11 UFC/mL (Figura 32). Lo cual fue similar a la
cepa Bs-Cach ya que su tasa de generacion y crecimiento fueron muy similares

entre estas dos cepas (Tabla 10).
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Figura 31.Curva de crecimiento de Bs-CahcOla las 48 horas
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Figura 32.Curva de crecimiento de Bs-CachO1 a las 48 horas en UFC/mL
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4.7. Antibiograma en las cepas de Bs-Cach, Bs-Alg, Bs-Cach01

En la Figura 33, que se muestra abajo, se observa que las cepas tienen
caracteristicas similares en cuanto a la resistencia a la penicilina (PE) para el
caso de Bs-CachO1, ampicilina y penicilina (AM, PE), respectivamente, para el

caso de Bs-Alg, y por ultimo ampicilina para el caso de Bs-Cach.

Aungue existe variacion en los patrones de resistencia frente a los
antimicrobianos evaluados, estos resultados son similares a reportes por Faria-
Reyes et al. (2001) en donde se indica que el género Bacillus son generalmente
resistentes a las penicilinas y cefalosporinas. Lo anterior es importante ya que
aungue estas cepas no son patdégenas bajo ciertas circunstancias pueden afectar

a la salud de la poblacion como endoftalmitis cronica (Romero-Aroca, 2003).

INHIBICION NO INHIBICION

CE CIIAE S SXIT,
AK, CRO, GE,
NET, FNX, DC,
AM

CF,CLE,SXT,  AM,PE
AK, CRO, GE,
NET, FNX, DC.

CE CLE,'SXT, AM
AK, CRO, GE,

NET, FNX, DC,

PE

Figura 33.Prueba de antibiosis en las cepas de Bacillus subtilis aisladas.
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4.8. Efecto antagénico de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

Debido a la identificacion de genes de lipopectidos como surfactina, itaurina y
subtilisina, en las cepas de B.subtilis aisladas, es necesario el poder evaluar las
propiedades antimicrobianas de estas cepas. Los resultados mostraron que solo
Bs-Cach, mostr6 una capacidad del inhibicion de Trichoderma longibrachiatum,

de un 100% con respecto al control (Tabla 11).

En donde se puede observar que el crecimiento micelial del hongo fue inhibida por
los extractos crudos de ambas cepas usadas evitando el contacto con la superficie
del papel en contraste con la muestra que no fue impregnada con los extractos

crudos de las cepas (Figura 34 a -b y c-d).

Esto es de relevancia si consideramos que este es un hongo que puede causar
problemas de salud, principalmente alergias y biodeterioro de materiales de
importancia cultural (Tang et al., 2003; Abrusi et al., 2005). Por lo que el uso de los
extractos crudos de esta cepa pueden proporcionar las bases para el desarrollo de

un producto biotecnoldgico para el biocontrol de hongos patdgenos.
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Tabla 11. Inhibicion de Trichoderma longibrachiatum por extractos crudos de las

cepas de B.subtilis aisladas.

Microorganismo Cm inhibicion

Bs-Cach 100%
Bs-Alg NP
Bs-Cach01 NP

NP. No presento inhibicion

Figura 34. Efecto antagénico de Bacillus subtilis cepa Bs-Cach en Trichoderma

longibrachiatum en disco de papel (40X): a) - b) sin B.subtilis y ¢) -d) con B.subtilis
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Es importante mencionar que aunque todas las cepas mostraron la presencia de
genes de lipopectidos con actividad antimicrobiano, no necesariamente indica que
expresen esos genes. Esto debido a que probablemente los genes se encuentren

en el DNA pero no se expresen en las condiciones que se evaluaron.

4.9. Dispersién de aceite por Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

Lo resultados de la técnica de dispersion de aceite mostraron que la cepa Bs-Cach
presento los mayores incrementos de dispersion con una zona significativamente
superior a las cepas Bs-Alg y Bs-CachO1l respectivamente (Tabla 12). Esto nos
indica que los sobrendantes previamente obtenidos libres de Bs-CachOl y
BsCach, muestran la presencia de biosurfactantes. Similares resultados fueron
observados por Tomar et al. (2014) y Youssef et al. (2004) en donde observaron
variaciones en la dispersion del aceite al probar diferentes aislados microbianos.
Por otra parte, en el presente estudio no se evalué la concentracion de cada uno
de los biosurfactantes obtenidos de las cepas aisladas contra la actividad de
dispersion del aceite. Morikowa et al. (2000) reporta que el area de
desplazamiento del aceite es directamente proporcional a la concentracion del

biosurfactante en la solucion.

El mecanismo de accion por el cual el biosurfactante actia sobre el
desplazamiento del aceite no es del todo comprendido a nivel molecular, este
ensayo puede ser consdierado como un método simple y de bajo costo que
permite medir la actividad superficial presente en biosurfactantes crudos (Madhu y

Prapulla, 2013).
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Tabla 12. Comparacion de la eficiencia de dispersion de aceite usando extractos

crudos de biosufactante producidos por Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-CachO1.

Biosurfactante Diametro de la zona clara (mm) en diferentes aceites
Diesel Maiz Soya Olivo

Control (MSM caldo) 0 0 0 0

Bs-Cach (Cachanilla) 17.97+0.22% 20.6+0.56* 9.72+0.56% 26.27+1.70°

Bs-Cach-Alg (Algod6n)  0.76+0.67 ° 7.03x0.50° 6.25+0.42°  7.80+0.54°

Bs-Cach01(Salicornia) 7.15+0.54° 9.24+0.55° 6.58+0.38° 10.80+0.70°

Resultados son expresados como mediast desviacion estandar de tres replicas.

Valores con la misma letra en columna son iguales de acuerdo a Tukey (P<0.05).

4.10. Actividad de emulsificacion de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

En el caso del efecto de los biosurfactantes sobre la actividad de emulsificacion

(AE), los resultados mostraron que los tres biosurfactantes de las cepas Bs-Cach,

Bs-Alg y Bs-Cach01l, presentaron cambios en la densidad optica de 540 nm

(Tabla 13).
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Tabla 13 Actividad de emulsificacion de biosurfactantes crudos de Bs-Cach, Bs-

Alg y Bs-CachO1 en diferente tipos de aceites.

Actividad emulsificante

Biosurfactantes Absorbancia a 540 nm de los diferentes aceites
Diesel Maiz Soya Olivo
Contro (MSM caldo) 0 0 0 0

Bs-Cach (Cachanilla)  0.39 £0.009% 0.71+0.001* 0.38+0.004*  0.50+0.008%

Bs-Cach-Alg 0.007+0.001° 0.04+0.003° 0.075+.0.005° 0.0002+0.0004°

(Algoddn)

Bs-Cach01(Salicornia) 0.044+0.003° 0.16+0.002° 0.19+0.003° 0.037+0.003°

Resultados son expresados como mediast desviacion estandar de tres replicas.

Valores con la misma letra en columna son iguales de acuerdo a Tukey (P<0.05).

No obstante fue la cepa Bs-Cach la mostro un alta actividad con respecto a los
otros tratamiento cuando se expuso a los diferente sustratos usados en el

experimento (aceite de maiz, olivo soya y diésel).

En contraste las cepas Bs-Cachol y Bs-Alg, mostraron una nula actividad cuando
se evaluaron con aceite de olivo y diésel principalmente. Por otro lado, Bs-Cach
fue la Unica cepa que mostrd una actividad de emulsificacion alta (EA) en maiz,

oliva, soya y diesel (p<0.05) con respecto a los otros tratamientos.
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Estos resultados observados en B-Cach fueron superiores a los reportados por

Olteanu et al. (2011) cepas de Bacillus spp., aisladas de diferentes fuentes.

Sin embargo, la AE del sobrenadante de cultivo de la cepa Bs-Cach fue inferior a
los de B. subtilis y B. licheniformis B6 B5 cuando se utiliza maiz y aceite de girasol
pero no con aceite de oliva (Sifour et al., 2005). Estos resultados indican que la
cepa Bs-Cach posee propiedades tensoactivas y emulsionantes con respecto a las

otras cepas evaluadas en el presente estudio.

Aunque es importante considerar que a pesar de que el desplazamiento de
aceite, y el uso de la actividad de emulsificacion son importantes en la deteccion
de agentes tensioactivos bioldgicos en medios de cultivo. Estos ensayos son

insuficientes para la diferenciacion de bioemulsionantes y de biosurfactantes.

Esto es debido al hecho de que bioemulsionantes son mejor conocidos por su
emulsificacion de liquidos sin cambios significativos en la superficie o tension
interfacial de su medio de crecimiento (Satpute et al., 2008). Esto podria explicar
los resultados observados en B-CachOl1l y B-Alg con respecto a la actividad de

emulsificante y ensayo de dispersion de aceite.
4.11. indice de emulsificacion (Ez4) de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

Por su parte los valores del indice de emulsificacion (Ez4), mostraron que todas
cepas Bs-Cach, Bs-CachOl y Bs-Alg, presentaron un indice de emulsificacién

superior al 40% en los diferentes tipos de aceites (Tabla 14.).
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Unicamente las cepas Bs-Alg y Bs-Cach01 mostraron valores menores a un 40%

con diésel y aceite de soya, respectivamente.

Tabla 14. Porcentaje del Indice de emulsificacion de biosurfactantes crudos de Bs-

Cach, Bs-Alg y Bs-CachO01 en diferente tipos de aceites.

Biosurfactantes indice de emulsificacion (Ez4) %
Diesel Maiz Soya Olivo
Control (MSM caldo) 0 0 0 0
Bs-Cach (Cachanilla) 46° 482 39.2° 47.3%
Bs-Cach-Alg (Algdon) 32° 43.7° 40° 41.2°
Bs-CachO01(Salicornia) 48° 49.4° 33° 47.3°

*Resultados son expresados como medias de tres replicas.

Por otra parte en la presente investigacion se detectdé que la actividad
biosurfactante y bioemulsionantes de Bacillus subtilis (B-Cach) aisladas de raices
de las plantas Cachanilla puede formar una emulsién estable con aceites

utilizados en la industria alimentaria.

Esto es interesante porque el aislamiento de bacterias productoras de
biosufactantes de plantas nativas del valle Mexicali puede tener un potencial en la
produccion de biosurfactantes y bioemulsionantes que se puede aplicar a la

industria alimentaria.
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4.12. Analisis por IR de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs-Cach01

En el presente estudio el andlisis de espectrometria de infrarrojo de cada uno de
los biosurfactantes extraidos de Bs-Cach, Bs-Alg y Bs- Cach01, se realiz6 en un
rango de onda de 400 a 4000 cm™. Los resultados mostraron que el extracto
crudo de biosurfactante procedente de Bs-Alg (Figura 35). Presento dos bandas a
1634 y 1554 cm™, que corresponde a enlaces C-N que forma parte del enlace
peptidico posiblemente de amida procedente de restos celulares. La presencia de
una banda a 3277.46 cm™, corresponde a un enlace O-H y la amplitud mostrada
son debidas a la alta presencia de estos. Por otra parte la banda de 2159.7 nos
indica presencia de grupos alifaticos. En su caso la banda 1975.13 cm™ indica la
presencia de triples ligaduras o un grupo nitrilo, las sefiales 1534.54 cm™,
1366.69 cm™ nos indica un nucleo bencénico y grupos O-CO-CH3, 1050.84 cm™
y 925.1 cm™, indican posibles de estiramiento de C-C, C-N y C-O. Asi como
824.32 cm™, nos muestra la posible presencia de flexiones que depende de la

presencia de hidrégenos libres.
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Figura 35. Espectro infrarrojo de los extractos crudos de biosurfactante de Bs-Alg

(algodon).

Por su parte el presente estudio el analisis de espectrometria de infrarrojo de los
extractos crudos de biosurfactante Bs-Cach (Figura 36). Indicaron la presencia de
uniones de O-H (3118.91 cm™), y un estiramiento de grupos —C=C-H (2160.32
cm™). La presencia de bandas de 1644.52 cm™ nos sugiere la presencia de anillos
aromaticos y bandas de baja intensidad en grupos de cadenas alifaticas, CHs,

CH, (1372, 1253.35, 1120.8 cm™).
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Las bandas nos muestra algunos proceso de estiramiento 1061.97, 951.72,
824.22, cm™, nos indican posibles de estiramiento de C-C, C-N y C-O. Asi como
863.54 cm™, nos muestra la posible presencia de flexiones que depende de la
presencia de hidrogenos libres. Asi mismos estos resultados son comparables a
biosurfactantes producidos por otras cepas de Bacillus sp (Thanuyavaran et al.,

2006).
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Figura 36. Espectro infrarrojo de los extractos crudos de biosurfactante de Bs-

Cach (cachanilla).

90



Por su parte el presente estudio el andlisis de espectrometria de infrarrojo de los
extractos crudos de biosurfactante Bs-CachO1 (Figura 37).Mostraron la presencia
de estiramiento de grupo C=C-H (3267.3 cm™), y un estiramiento de CO-N en los
grupos amida (1626.23 cm™). Finalmente, la presencia de bandas de 1377.08 cm*

nos sugiere la presencia de cadenas alifaticas.
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Figura 37. Espectro infrarrojo de los extractos crudos de biosurfactante de Bs-

CachO01 (salicornia).
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Los resultados de los espectros infrarrojos nos muestran que Bs-Cach01 y Bs-Alg,
produce un biosurfactante que posiblemente presenta una estructura similar a
surfactina de acuerdo a Sousa et al. (2014) que reportan espectros similares en
biosurfactantes prdoucidos por B.subtilis LAIOO5, en condiciones controladas.
Adicionalmente, en el presente estudio se observaron bandas caracteristicas de
péptidos y cadenas alifaticas. Lo cual nos indica que los extractos evaluados
tienen caracteristicas estructurales similares a lipopeptidos. Similares resultados
han sido previamente reportados en B. subtilis y B. licheniformis, en donde los
autores no encuentran diferencias significativas en el espectro IR de los
biosurfactantes producidos por las cepas bacterianas y los estandares usados (El-
Sheshtawy et al., 2015). No obstante, estudios como resonancia magnética proton
nuclear (*H NMR) y técnica de ionizacién suave utilizada en espectrometria de
masas (MALDI-TOF) son necesarios, para identificar de forma completa la

estructura molecular de lipopeptidos presentes en las cepas evaluadas.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré establecer que las plantas nativas o presentes en
el valle de Mexicali como cachanilla, salicornia y algoddn, presenta en su rizosfera
la presencia de microorganismos productores de biosurfactantes. Los cuales con
el uso de herramientas moleculares como el uso del 16S ribosomal, permito
clasificarlos como Bacillus subtilis. La aplicacion de técnicas de aislamiento son
criticas para lograr un eficiente aislamiento de los microorganismos productores de

biosurfactantes.

En este sentido, la técnica de hemolisis resulto ser una técnica preliminar rapida
gque permitio, la identificacibn de microorganismos productores de
biosurfacatantes. No obstante, debido a que no todos los biosurfacantes
presentan actividad hemolitica, el uso de los ensayos como la dispersion de la
gota de aceite, actividad emulsificante e indice de emulsificacion, complementaron
y ayudaron a reconocer la capacidad de las tres cepas de B. subtilis de producir
biosurfactantes. Estos resultados fueron complementados a nivel molecular
basados en la amplificacion de secuencias de genes de lipopectidos, permitid
establecer la presencia de forma constitutiva de tres posibles genes de

importancia como biosurfactantes, iturina, surfactina y subtilisina.

Lo anterior nos muestra que todas las cepas a un siendo del genero Bacillus

presentan en menor o mayor grado la capacidad de producir biosurfacantes y que
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la capacidad de produccidén podria ser influenciada por la procedencia de las

planta de donde se obtiene.

Por otra parte las cepas Bs- Cach, Bs-Cach01 y Bs-Alg mostraron la presencia de
lipopectidos en base a la presencia de grupos funcionales de extracto crudo
analizado por IR, lo cual nos da indicio de que las tres cepas producen un
lipopectido. No obstante futuros estudios son requeridos para confirmar y deducir

la composicion y estructura molecular exacta.

En base a las respuestas presentadas por las tres cepas aisladas del valle de
Mexicali, es posible sugerir que las cepas Bs-Cach 01 y Bs-Cach, podrian tener
una posible aplicacion en el area de alimentos debido a la presencia de
lipopectidos con propiedades anti fungicas. Sin embargo, estudios encaminados a
evaluar su incorporacion en el proceso de formulacién de alimentos tienen que ser

realizados.

El estudio sobre la diversidad microbiana en el valle de Mexicali presenta un
potencial biotecnologico en el area alimentaria que podria abrir nuevas lineas de
investigacion en el desarrollo de nuevos productos derivados del contenido de
metabolitos secundarios de microorganismos nativos. En este aspecto la
diversidad de microorganismos productores de biosurfactantes en el valle de
Mexicali es poco conocida y estudios encaminados a su identificacion son

necesarios.
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The extraction of high quality genomic DKA for PCR amplification from
phosphate solubilising microhes [gram positive] is complicated due to the presence of &
high percentage of secondary metabolites or PCR inhibators which bind to or co-precipitate
with nucleic acids during DNA extrachion. In the present study we report a modified
sodium dodecyl sulfate’phenal protocol that includes elimination of lysis sobution to the
bactena cell wall and the washing of pellet with ethanol. The present study the relation
A A, and A /A, were of 184 = 0.17 and 1.92 * 0.8, respectively. These results
showed that the DNA fraction is pure and may be used for PCR analysis future. To
confirm this, the DNA's purity was evaluated across a PCR amplification of fragment of
the 165 gene using cell 's biomass from native phosphate solubilising hacteria (gram
positive). Finally, the advantages of this procedure is that in the DNA extraction is not
necessary the use of Protemase K, and sonication to Iyse samples prior to or in conjunchion
with lysis solutions.
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