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RESUMEN

Las bacterias halotolerantes se han adaptado a diferentes condiciones a través de
mecanismos como la expresion de metabolitos con actividad biosurfactantes (BS) y
bioemulsificantes”(BE), que tienen una gran aplicacion en las industrias y la
biorremediacion. En‘este trabajo, se evaluo el potencial biosurfactante (mediante la
técnica de gota colapsada) y bioemulsificante (mediante el indice de emulsificacion
IE24) de 44 cepas halotolerantes recuperadas de suelo contaminado con
hidrocarburos y un cenote pristino. Se seleccionaron diez cepas que cumplieron con
los criterios de halotolerancia =/5%, capacidad para formar biopeliculas, con IE24
superior al 50% y una gota colapsada > 4 mm. Los ensayos de compatibilidad
permitieron elegir cinco cepas compatibles (8c, 20a, 51, 59a y 66), a la cuales se
les realizaron cinéticas para determinar_ehktiempo de mayor produccion BS y BE,
bajo condiciones plancténicas y sésiles. Con las cinco cepas activas se elaboraron
tres consorcios, C1 (8c, 20a y 66) £2-(8c, 20a,.59a y 66) y C3 (8c, 20a, 51, 59a y
66) y se evalud nuevamente la actividad/BS y BE. Los resultados de la actividad BS
y BE bajo condiciones plancténicas y sésiles, mostraron que los consorcios no
superaron la actividad BS y BE de los™gultivos "puros; sin embargo, los tres
consorcios son capaces de mantener un indice de emulsificacion mayor al 55%
después de un mes, en condiciones plancténicas; este resultado es mayor que el
de los cultivos puros y que los resultados obtenidos en condicCiones sésiles, por lo

que demuestra el potencial uso de estas cepas para aplicacionesbiotecnoldgicas.
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1. INTRODUCCION

La actividad/ industrial causa una gran perturbacion al medioambiente
(Boulakradeche et al., 2015). Indudablemente, los derrames por hidrocarburos son
los que mas impaetan a muchos ambientes y cadenas troficas. La primera
alternativa para la remediacion de estos sitios impactados es el uso de compuestos
de superficie activa demominados como tensoactivos o surfactantes (Mao et al.,
2015).

El problema es que los surfactantes representan una solucibn momentanea y
parcial, ya que son compuestosuimicos derivados del petréleo que causan efectos
negativos al ambiente, por su elevada persistencia y dificultad para ser degradados
(Van Hamme et al., 2006; Reis et al., 2013). A pesar de esto, para el afio 2015 la
demanda mundial de los surfactantes ascendié aproximadamente a 30.65 billones
de dolares (USD), con un crecimiénto anual del,4.4%, y para el 2021 se espera que
se alcancen los 39.69 billones de<ddlares (USP), (Acmite, 2013). De seguir esta
tendencia, los surfactantes provocaran.un mayor.dmpacto en el ambiente, del que
pueda mitigarse.

Por tal motivo, es necesario un cambio global en el uso de compuestos con las
mismas funciones, pero amigables con el medioambientes/como los biosurfactantes
(BS) y bioemulsificantes (BE). A pesar de que los#Surfactantes son mas
comercializados debido a su bajo costo (Banat etal.,, 2010), para el 2011 la
demanda mundial de biosurfactantes fue de 1.7 billones de ddlares (USD), y se
espera incremente a 2.2 billones de délares (USD) al 2018 (Material & Trends,
2012).

Los BS y BE son compuestos resultado del metabolismo microbiano, y su“funcion
esta determinada por su peso molecular. Los BS se caracterizan por tener<in peso
molecular bajo y actiuan reduciendo la tension superficial entre dos fases (Bognelo,
1999), lo que permite que los microorganismos que los producen puedan creceren
una variedad de sustratos inmiscibles en agua. Estructuralmente son muy diversos

y tienen funciones, como detergencia, dispersién, formacion de espuma,



humectacién y solubilizacion de compuestos hidréfobos, especificidad en
condiciones de altas temperaturas, pH y salinidad (Satpute et al., 2010; Banat et al.,
2010; Perfumoet al., 2010). Son altamente selectivos, tienen baja toxicidad y alta
biodegradabilidad,sque los hace compatibles con el medio ambiente. Ademas de
otras multiples propiedades, tales como su actividad antimicrobiana, antiviral,
antifangica. En contraste, los BE son de alto peso molecular, y son de suma
importancia, porque son{Capaces de estabilizar las emulsiones por largos periodos
de tiempo (Bach & Gutnick,.2004).

Es por ello que durante mucha.tiempo se han estudiado multiples microorganismos
como bacterias y hongos, capaces de-producir estos compuestos. Entre los géneros
mas reportados en la literatura sé_encuentran Pseudomonas sp. y Bacillus sp.
(Gottfried et al., 2010; Barros et al.{ 2013). Estos pueden encontrarse en dos
estados, como bacterias de vida libre o libre flotacion (plancténicas) y en
biopeliculas (sésil), siendo esta‘ltima la forma predominante en la naturaleza
(Costerton et al., 1978; Nikolaev & Plakunov, 2007). Dicho esto, las biopeliculas por
lo regular estan conformadas por diferentes colonias-de microorganismos adheridos
a una superficie, que a su vez representan consercios multiespecies, aunque
también pueden encontrarse biopeliculas cenformadas’por colonias de un mismo
microorganismo (Sturman et al., 1994). En los procesos)de formacion de las
biopeliculas, los BS participan en el proceso de adherencia celular y son necesarios
para su establecimiento sobre distintas superficies (Sutherland; 2001; Branda et al.,
2005).

Algunos de estos ambientes donde se establecen los microorganismos, estan
sometidos a ciertas condiciones estresantes. Factores abidticos adversos como la
alta salinidad, pH o temperatura, solo permiten la proliferacion de microorganisSmos
gue han logrado adaptarse a dichas condiciones a traves de diversos mecanismos
como la expresion de metabolitos secundarios como los BS o la formacion, de
biopeliculas, asi como la regulacion de la osmolaridad (Gordon & Millero, 1984;
Nikolaev & Plakunov, 2007). Las bacterias halotolerantes son un ejemplo de

bacterias que se han adaptado a condiciones de estrés, ya que son capaces de



crecer engntervalos de salinidad alta y producen diversos metabolitos (Macleod,
1965; Meseguer, 2004).

Sin embargo, nethay muchos reportes sobre el efecto de las condiciones sésiles en
la produccidn de* estos metabolitos, comparandolas con las condiciones
planctonicas, por lo-que es importante estudiar si hay una mayor produccion de los
compuestos extracelulares, cuando las condiciones son lo mas parecidas a las
naturales (sésiles).

Tomando en cuenta todas estas estrategias de adaptacion que tienen los
microorganismos halotolerantes*formadores de biopeliculas, en este trabajo se
seleccionaron de bacterias halotolerantes capaces de formar biopeliculas in vitro
para conformar consorcios bacterianos compatibles que, bajo condiciones de cultivo
sésiles, produzcan una mayor cantidad \de BS y BE estables. Los resultados
obtenidos en este trabajo tiemen aplicacion en diferentes campos de la
biotecnologia, como las biomédicas,. alimentaria, biorremediacion, asi como la

Recuperacion Asistida del Petréleo via Microbianay(MEOR).



2. JUSTIFICACION

En las ultimassdécadas, la ideologia sobre el cuidado del medio ambiente se ha
extendido por tode el mundo. Los esfuerzos de la comunidad cientifica por descubrir
0 inventar nuevas métodos, tecnologias o productos que sean ambientalmente
amigables, ha llevado al‘estudio exhaustivo en la produccion de biosurfactantes que
sustituyan a la gran demanda del mercado actual de surfactantes sintéticos. Como
resultado, la busqueda.de cepas bacterianas productoras de compuestos
biosurfactantes capaces dewreducir la tension superficial entre fases inmiscible y de
formar bioemulsificaciones estables (Santos et al., 2016), se ha extendido a diversos
sustratos y habitats. En este sentido, la bioprospeccion de sitios sometidos a
condiciones de estrés, resulta en una®opcién muy prometedora para la busqueda de
microorganismos con este potencial bietecnolégico (de Pascale et al., 2012).

El estudio de microorganismos halotolerantes.en lugares poco explorados, puede
ser una opcion viable, ya que las”cendiciones* de su entorno los han llevado a
producir compuestos que les permitan_sobrévivit, adaptarse y colonizar esos
ambientes (Agwu & Oluwagunke, 2014)<En.ese aspecto, la capacidad para formar
biopeliculas es una condicion sésil quegsles permite a los microorganismos
establecerse y formar comunidades complejas (consorecies) exitosas en ambientes
hostiles (Sutherland, 2001). Por lo tanto, la capacidad de leS microorganismos para
la produccion de metabolitos biosurfactantes y bioemulsificantes bajo condiciones
extremas es altamente apreciada en la biorremediacion. Sin embargo, muy poco se
conoce sobre microorganismos halotolerantes formadores de biopeliculas que sean
capaces de expresar ambas caracteristicas: biosurfactantes y bioemulsificantes. De
acuerdo a lo anterior, en este estudio se seleccionaron bacterias halotolerantes con
capacidad dual biosurfactantes/bioemulsificantes para conformar consorcios

bacterianos en condiciones de cultivo planctonicos y sésiles.



3. ANTECEDENTES

3.1 Surfactantes

La actividad industrial ha causado grandes perturbaciones en diferentes ambientes
debido a los desechos que son liberados de manera accidental o deliberada
(Boulakradeche et al.,.2015). En este sentido, el claro ejemplo son los derrames de
hidrocarburos al ambiente. La remediacion de estos sitios impactados por diversos
contaminantes se ha fagilitado con el uso de compuestos de superficie activa
(surfactantes) o tensoactivos’(Mao et al., 2015).

Los surfactantes son compuestos. quimicos que tienen la caracteristica de ser
moléculas anfifilicas o anfipaticasy/que se componen de una parte hidrofilica
(cabeza) y una parte hidrofébica (cola)«(Fig. 1), clasificAndose en diversos grupos
dependiendo de sus cargas: idnicos.(anionicos y catidnicos), no iénicos y
zwitterionicos (Ying, 2006; Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2010). Estas caracteristicas les
otorgan propiedades como, reducirlastension/superficial de las diferentes fases, asi
como la capacidad de emulsificar sustratos insolubles, al mismo tiempo que, ayudan
a que los compuestos se encuentren_-hiodisponibles para su degradacion,

aumentando la solubilidad de los mismos (Gautam & Tyagi, 2006).

L v
-
Grupo Hidrofilico Grupo Hidrdfobo o
o Cabera Polar Cola Hidrocarbonatada

Figura 1. Estructura esquemética de un surfactante aniénico (Genapol LRO, lauril éter sulfatosde sodio), para
ilustrar la forma de una molécula anfifilica (recuperado de Lépez-Ramirez et al., 2016).

Parametros como la concentracion micelar critica (CMC) y el balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) también son usados para determinar el potencial de los surfactantes
(Van Hamme et al., 2006). La CMC indica la concentracion de surfactante minima
para que se formen agregados o micelas y corresponde al punto en el que el
tensioactivo logra el punto mas bajo y estable de tension superficial. Por debajo de



estos valores el surfactante se encuentra en forma de monémero y por arriba de
ellos se da’una mayor formacién de micelas que otorga una mayor solubilizacién de
los compuestos_(Campos et al., 2013; Ishiguro & Koopal, 2016). Por otra parte, la
HLB es un valorque-representa la capacidad del surfactante para formar emulsiones
estables en sistemas'agua-aceite o aceite-agua (Griffin, 1949; Islas et al., 2010;
Campos et al., 2013).

Dadas estas propiedades,.los surfactantes han sido utilizados en diferentes
industrias y se han vuelto una parte importante para la desorcién de compuestos
qguimicos en el suelo y otros ambientes (Mulligan et al., 2001; Burgos-Diaz, 2012).
No obstante, las desventajas que presentan los surfactantes se deben a su elevada
toxicidad, persistencia y dificultad para’ ser degradados (Van Hamme et al., 2006;
Reis et al., 2013). Un ejemplo de esto'seria el acido perfluorooctanoico, que es un
compuesto ampliamente distribuido en el ambiente, ademas de ser persistente en
el suelo y mostrar efectos carcinogénicos enanimales (Paustenbach et al., 2007).
Por esa razon, el interés en utilizar productes amigables con el ambiente ha
resultado en la investigacion y descubrimiento de)compuestos producidos por

microorganismos (BS y BE).

3.2 Biosurfactantes (BS) y Bioemulsificantes (BE)

Los BS y BE son compuestos resultado del metabolismo microbiano. Al igual que
los surfactantes, estos compuestos también son moléculas anfifilicas (Banat et al.,
2010), que son metabolitos secundarios producidos al final de laffase’ logaritmica o
en la fase estacionaria de crecimiento (Dhiman et al., 2016). El uso de los términos
BS y BE aun no queda muy claro, algunos autores los usan indistintamente,
mientras que otros han puntualizado en sus definiciones. A pesar de.dichas
discusiones sobre terminologia, los BS son moléculas capaces de reducir la tension
superficial (algunos muestran propiedades emulsificantes), mientras que los BE/Son
capaces de formar emulsiones estables, pero no logran un cambio en la tensién
superficial. Por otro lado, hay cepas capaces de producir moléculas con ambas

propiedades por lo que son de mayor interés industrial (Uzoigwe et al., 2015).



En este sentido, los BS y BE se clasifican generalmente en dos categorias segun
su estructdrasquimica, los BS son de bajo peso molecular, mientras que los BE son
los de alto peso_molecular (Bognolo, 1999; Bach & Gutnick, 2004). La mayor parte
de los BS son aniénicos y neutros, mientras que aguellos con grupo amino son
cationicos (Santos'et‘ak, 2016). También han sido clasificados por su estructura

quimica y origen micrabiano (Tabla 1; Fig. 2).

Tabla 1. Tipoas“de biosurfactantes producidos por diversas bacterias.

Biosurfactante Microorganismo
Referencia

Grupo Clase Productor

) Pseudomonas aeruginosa )
Ramnolipidos (Dhiman et al., 2016)
Pseudomonas spp.

C e .- Mycobacterium, Nocardia
Glicolipid Y ' ’
'colipidos  Trehalolipidos Corynebacterium y Rhodococcus
o €andida bambicola (Perfumo etal., 2010)
Soforolipidos Candida apicola
Rhodotorula bogariensis

(Dhiman et al.,

Lipopéptidos 5“”".’}0““.""3 / Bacillus spp. 2016; Jha et al.,
bacilomicina gte. Bacillus subtilis 2016
)
Fosfolipidos Fosfatidiletanolamipa Acinetobacter spp. (Desilgc?éganat,
Emulsan Acinetobacter (Suthar et al.,
) o calceaceticus 2008)
Biosurfactantes Poliméricos ) .
Alasan Acinetobacter (Navon-Venezia
radioresistens et al., 1995)
Acidos grasos y lipidos .- . Lo Corynebacterium (Muthusamy et
neutrales Acido Corinomicolico insidibasseosum al., 2008)

Particularmente, los BS son de gran importancia debido a su diversidad estructural
y funcional asi como sus mudltiples propiedades, tales como su ‘aetividad
antimicrobiana y antiviral, agentes de biocontrol de enfermedades de plantas,alta
biodegradabilidad y selectividad, baja toxicidad, compatibilidad con el médio
ambiente, detergencia, dispersion, especificidad en condiciones de altas

temperaturas, pH y salinidad, formacién de espuma, humectacion y solubilizacién



de compuestos hidrofobos (Satpute et al., 2010; Banat et al., 2010; Perfumo et al.,
2010).
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Figura 2. Estructura quimica de los biosurfactantes mas estudiados: a) Ramnolipido; b) Soforolipido; c)
Surfactina y d) Emulsan (recuperado de Santos-etal., 2016):

Entre los biosurfactantes, los ramnaelipidos han.sido reportados como uno de los
surfactantes mas estudiados para su uso en proceses,industriales. Los ramnolipidos
son biosurfactantes producidos principalmente por Psedomonas aeruginosa. Estos
reducen la tensién superficial e interfacial y‘effrecen excelentes propiedades como
emulsificacion y solubilizacion (Desai & Banat, 1997; Maier & Soberon-Chavez,
2000). Por otra parte, los lipopéptidos, producidos por una variedad de Bacillus sp.
han sido reportados como los mejores en la reduccion de la tensidn superficial, asi
como con un alto potencial para aplicaciones de control biologicos(Liu et al., 2015;
Dhiman et al., 2016).

La principal desventaja de los BS y BE con su contraparte sintética es debido a los
altos costos de produccion a escala industrial (Banat et al., 2010); sin embargo,
pueden ser producidos a partir de sustratos de desecho, lo que ayuda a reduacir el
costo de produccién y la reutilizacion de dichos desechos como estrategia ambiental
(Das & Mukherjee, 2007).



No obstante, el potencial de estos compuestos en aplicaciones industriales sigue
ganando terréno. Su uso en la industria del petrdleo como una alternativa en la
recuperacion“de._petréleo, técnica conocida como Recuperacion Asistida del
Petréleo via Microbiana (MEOR), combustibles basados en emulsiones, transporte
del petroleo facilitado por emulsiones, limpieza de aceites en los tanques, asi como
beneficiar en las técnicas.de biorremediacion (Banat et al., 2000; Bach & Gutnick,
2004). Un caso exitoso €n/a técnica de MEOR fue reportado por Li et al., (2002)
para el yacimiento petrolifero.Daqing, el cual es el yacimiento petrolifero mas grande
de China. En este estudio se usd’a la bacteria Pseudomonas aeruginosa (P-1) y sus
productos metabdlicos, los cuales redujeron la viscosidad del aceite en un 38.5%,
ademas fue reportado que el 80% de,los pozos mostraron un incremento en la
produccion de petrdleo y se observo unasecuperacion de petréleo del 11%. Por otro
lado, algunos estudios sobre aplicaciones en las técnicas de biorremediacion
demuestran el potencial de los BS-y’BE. Rahman et al., (2002) llevaron a cabo un
estudio ex situ de la biorremediacion de,un suelo-contaminado con gasolina, en el
cual el tratamiento adicionado con un biosurfactante producido por la bacteria
Pseudomonas sp. DS10-129, identificad@ como un_ramnolipido, obtuvo la mayor
tasa de degradacién con 67% y 78% a concentraciones del 0.1 y 1% del BS
respectivamente. Asimismo, Cameotra y Singh (2008) reportan eficiencias de
degradacion (después de 5 semanas) arriba del 91% para<tn-suelo contaminado
con petréleo proveniente de Ratnagiri, India, usando un consorcio microbiano. Pero
cuando a uno de los tratamientos se le agregé una mezcla de“biosurfactante, la

eficiencia de degradaciéon aumento por arriba del 98%.

Por otro lado, dada las duras condiciones que se presentan en las reservas de
petréleo como alta temperatura, salinidad, presion, falta de oxigeno y_posible
toxicidad por los compuestos presentes en el sitio, es necesaria la busqueda de
microorganismos capaces de tolerar dichas condiciones y que ademas expresen
actividad BS y BE (Dastgheib et al., 2008).



Es por ellofque el interés en estos compuestos sigue en aumento y la busqueda de
nuevos micredrganismos mejores adaptados a estas condiciones, continda. Por esa
razon, el aislamiento e identificacion de nuevas cepas provenientes de sitios
sometidos a condieiones de estrés para los microorganismos, es una estrategia para
estudiar la produccion' de metabolitos secundarios y los mecanismos de adaptacion

de los mismos en estoS ambientes.

3.3 Halotolerancia y Biopé€licula

Existen en el mundo micreorganismos capaces de desarrollarse en ambientes
extremos con elevadas concentraciones de sal. La salinidad de sistemas costeros
y estuarinos, varia considerablemente como resultado de la escorrentia, lluvia o el
flujo de agua desde rios. La salinidad afecta fuertemente a los organismos
acuaticos; algunas bacterias exhiben ciertos tipos de cambios morfol6gicos cuando
la salinidad incrementa arriba~del 5%, y _mayores incrementos afectan la
reproduccion (McArthur, 2006). En.adicion, se canoce que la diversidad microbiana
decrece con el aumento en la salinidad (Jiang etal.,, 2006). Por lo tanto,
microorganismos habitando estos ambientes( desarrollaron estrategias de
osmoadaptacion para hacer frente a tales_fluctuaciones en la salinidad (Welsh,
2000).

Estos microorganismos pueden catalogarse como haldéfilos/o halotolerantes; de
manera mas especifica, los halofilos dependen de altas concentraciones de sal para
realizar funciones metabolicas y reproducirse de manera mds eficaz, que en
ausencia de ella. Los haldfilos ligeros o débiles crecen con una congentracion de
NaCl que oscila entre 0.2-0.85 M (2-5%); los halofilos moderados, con_0:85-3.4 M
(5-20%) de NaCl y los halofilos extremos con 3.4-5.1 M (20-30%)de NacCl
(Gonzalez-Hernandez & Pefia, 2002). Por otra parte, los organismos no ‘haléfilos
crecen por debajo de 0.2 M de NaCl. En contraste, los organismos halotolerantes
habitualmente viven mejor sin sal; no obstante, admiten cierta concentracion ensu
medio ambiente siendo capaces de crecer en altas concentraciones de sal

(Meseguer, 2004). Aquellos que son capaces de crecer aproximadamente arriba del
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15% de NaCl (2.5 M), son considerados extremadamente halotolerantes (Margesin
& Schinner, 2001).

El creciente interés por microorganismos halotolerantes se debe a su capacidad
para crecer en amhientes con fluctuaciones en la salinidad y la produccion de
compuestos que ‘les® permiten sobrevivir en dichas condiciones (Agwu &
Oluwagunke, 2014).".Dentro de dichos compuestos se pueden encontrar

biopolimeros con propiedades BS y BE (Margesin & Schinner, 2001).

Como resultado de la adaptacion a las condiciones de estos ambientes, diversos
microorganismos han expresado la formacion de biopeliculas para protegerse de

las condiciones adversas de su entorno.

Las bacterias pueden encontrarse en{dos estados, como bacterias de vida libre o
libre flotacion (plancténicas) y en biopeliculas (sésil), siendo esta ultima la forma
predominante en la naturaleza (Costerton et\al., 1978; Nikolaev & Plakunov, 2007).
Las biopeliculas son comunidades microbianas de células adheridas a la superficie,
introducidas en una matriz polimérica’ extraceldlar, que ellas mismas producen
(Donlan & Costerton, 2002).

La formacion de la biopelicula puede resumirse en tres pasos: adhesion, crecimiento
y desprendimiento. En el primer paso, la adhesién reversible.e irreversible se lleva
a cabo con ayuda de los flagelos, pilis (tipo 1 y IV) y compuestos de superficie
producidos por el microorganismo. Cuando las células en estado, plancténico se
establecen en una superficie (normalmente en aquellas donde*un. liquido hace
contacto), comienzan a adherirse venciendo las fuerzas de ¥epulsion.
Posteriormente, la célula adherida se reproduce y coloniza la superficie farmando
micro-colonias. A medida que esto ocurre, los microorganismos comienzan a
producir exopolisacaridos que constituyen la matriz de la biopelicula y fornan
estructuras tridimensionales en los cuales se crean canales o conductos (Lasa ‘et
al., 2005). Dicho esto, las sustancias exopoliméricas que ayudan en la formacion de
la biopelicula, son BE, que ademas otorgan proteccién contra las condiciones

ambientales y la pérdida de agua (Karlapudi etal., 2018). Después, los
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colonizaderes secundarios aparecen, esto es, microorganismos que se unen a las
células localizadas en la superficie (Nikolaev & Plakunov, 2007). Bajo condiciones
favorables, este_paso de formacion de una biopelicula madura, continia por un
tiempo suficiente; sajo condiciones no favorables, la biopelicula entra en su etapa
final, desprendimiento, dando inicio a la pérdida de células, asi como la liberacion
de células de flotacionlibre (células planctdnicas), como ha sido demostrado para
P. aeruginosa, S. marcescens, Vibrio cholerae, y P. tunicata (Webb et al., 2003).

Los microorganismos utilizan la formacion de la biopelicula como una estrategia
para protegerse de los efecteS ambientales (Banat et al.,, 2014). Factores
ambientales y propiedades de las,eélulas microbianas pueden afectar la formacion
de la biopelicula y sus caracteristicas.” Por lo general los factores que tienen un
efecto real en la adhesion y formaciéon de\ biopeliculas, son aquellos factores que
bajo ciertas condiciones pueden llegar a ser considerados factores estresantes para
los microorganismos. Los factores_ ambientales mas importantes a considerar son:
pH, salinidad, osmolaridad, accesibilidad a fuenies de carbono, y también la
hidrofobicidad entre fases, la fuerza y el_tipo de movimiento del liquido en relacion

con la superficie (Nikolaev & Plakunov, 2007):

Estos factores estresantes inducen la formacion y expresién«de diversos metabolitos
secundarios que les permiten adaptarse y subsistir en dichoS ambientes. Un ejemplo
claro se da en los procesos de formacion de las biopeliculas, donde los BS
participan en el proceso de adherencia celular y son necesarios para su
establecimiento sobre distintas superficies ya que gracias a las (propiedades de
humectacion crean un ambiente adecuado para la adherencia, ademas, de que
juegan un rol importante en la solubilizacién de sustratos haciéndolos biodisponibles
para los microorganismos (Sutherland, 2001; Branda et al., 2005; Karlapudi et al.,
2018). Otros beneficios que ofrece la biopelicula es la resistencia a los antibioticos
y diferentes biocidas (Nikolaev & Plakunov, 2007).

La mayoria de las biopeliculas que logran desarrollarse en estos ambientes de

manera natural, estdn compuestas por diversas especies de microorganismos
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conformando asi consorcios multiespecie, por lo que las biopeliculas de una sola

especie sonJnuy raras (Sutherland, 2001).

Por lo general,/0s consorcios microbianos establecen interacciones sinérgicas, lo
que les permite realizar funciones que individualmente no podrian lograr. De esta
manera, los consorCies microbianos tienen una mayor ventaja a sobrevivir en

ambientes con condiciones desfavorables para los microorganismos.
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4. HIPQTFESIS

1. La produccion de biosurfactantes con actividad emulsificante estable mejorara
cuando las bacterias se encuentran formando consorcios microbianos, comparada

con la actividad de‘fas cepas puras.

2. Las condiciones desCultivo sésil para los consorcios, resultan en una mejora en la
produccion de biosurfagtantes y bioemulsificantes, comparados con la produccion

de estos, en cultivos planctonicos

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Comparar la produccion de biosurfactante y bioemulsificante entre consorcios de
bacterias halotolerantes bajo condiciones de cultivo sésil y planctonicas con base

en las caracteristicas de actividad‘surfactante.

5.2 Objetivos Particulares
e Determinar la produccion de biosurfactantes y“bioemulsificantes de cepas

aisladas de suelos contaminados con hidrecarburos y de cenotes.

e Evaluar la formacion de biopeliculas por las cepas produectoras de biosurfactantes

y bioemulsificantes.

e Conformar consorcios bacterianos de cepas seleccionadas' con base en los
valores mas altos de actividad biosurfactante, bioemulsificante y mayor

capacidad de formacion de biopeliculas.

e Evaluar la producciéon de biosurfactantes y bioemulsificantes de los censarcios

en condiciones de cultivo sésiles y planctonicas.
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6. DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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7. METODOLOGIA

7.1 Reactivacion de cepas productoras de biosurfactantes:

El laboratorio de‘Microbiologia Aplicada cuenta con un cepario de microorganismos,
aislados de diversos, ambientes como son cenotes y suelos contaminados con
hidrocarburos, que Sse€ncuentran criopreservados en glicerol, en un ultracongelador
a —80 °C, de los cualessSe.reactivaron 44 cepas en Agar Soya Tripticaseina (AST)
y se verificé su estado axenico, por morfologia colonial y microscopica (tincion de

Gram).

7.2 Seleccion de cepas produeteras de biosurfactantes y bioemulsificantes:
7.2.1 Ensayo de Halotolerancia:

Modificando el método de Agwu y Oldwagunke (2014) y Hacéne et al., (2004), las
cepas se cultivaron en un gradiente. de salinidad de 1-20% de NaCl. Para tal efecto,
se realizaron pre-cultivos de 24 horas-(h) de'cada cepa en Caldo Soya Tripticaseina
(CST). En placas de 96 pozos, se calocarongpor, cuadriplicado 100 pL del cultivo
adicionado a diferentes concentraciones «.de sal.. 1, 5, 10, 15, 17.5 y 20%.
Posteriormente se colocaron 100 pL del/Cultivo baCteriano en cada pozo. Como
control de crecimiento se inocularon las bacterias en €57Fsin sal. Se seleccionaron

aquellas cepas capaces de crecer a una concentracion =.5% de NacCl.

7.2.2 Produccion de biopeliculas:

Se realizo el precultivo de 24 h de cada bacteria y posteriormente_en microplacas
de 96 pozos se colocaron 100 pL de cada cultivo ajustado a unaseoncentracion de
1x108 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL, y se incubaron a 35 °C durante
48 h, por cuadruplicado. Transcurrido el tiempo, el cultivo fue retirado y se.lavaron
las microplacas con solucion de Buffer Fosfato Salino (PBS); se adicionaran.425 L
de una solucion de cristal violeta al 0.1% a cada pozo y se incubaron por 15min a
temperatura ambiente. Las microplacas se lavaron repetidas veces y se dejaron
secar a temperatura ambiente, posteriormente se adicionaron 125 pL de acide
acetico al 30% y se incubaron a temperatura ambiente (TA) por 15 min. Los 125 pL

se transfirieron a una microplaca limpia y se cuantificé la cantidad de cristal violeta
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por espectrofotometria a una Densidad optica (DO) de 550 nm; el &cido acético al
30% se us6_eomo blanco (O’Toole, 2011). Se seleccionaron aquellas cepas con una

absorbancia =°0.1.

7.2.3 Produccion’de biosurfactantes:

Para la seleccidén de aquellas cepas con mayor actividad BS y BE, se reactivaron
todas las bacterias en\placas de AST, y se inocularon en agitacion en CST por 48
h, se centrifugaron a 10,000.spm (revoluciones por minuto) a 4 °C y el sobrenadante
fue filtrado por membranas de denominacién de poro de 0.45 um. Con cada
sobrenadante libre de células (SLC) se cuantifico la capacidad emulsificante por el
indice de emulsificacion de 24 h (IEz4) y la actividad biosurfactante por la técnica de

gota colapsada.

7.2.3.1 Actividad emulsificante (indice-de emulsificacion IE24):

Modificando el método de Cooper y_Goldenberg (1987), en tubos de ensayo se
agregaron 2 mL del SLC de cada bagteria y 2'mL de n-hexadecano, y se mezclaron
vigorosamente durante 1 min. La mezela. se dejo reposar 24 h antes de medir la
capacidad emulsificante. Las medicionéssse realizaron por triplicado, y el valor
promedio se usO para calcular el indice de)emulsificacion (IE2s). La actividad
emulsificante se define como la altura de la emulsificacion’dividida por la altura total,
expresada en porcentaje, usando la ecuacion descrita abajo (Ecuacion 1) (Maneerat
y Phetrong, 2007). Se seleccionaron aquellas cepas con porcentajes = al 50%.
Posterior a la medicién de las 24 h, se continué a realizar una nueva medicion

después de un mes, para determinar la estabilidad de las emulsificaciones.

Altura de la Emulsificacions

IE24: x 100 (ECl)

Altura Total

7.2.3.2 Actividad biosurfactante por latécnica de la gota colapsada:
En tapas de microplacas de 96 pozos, se depositaron 2 uL de aceite mineral.y’se
dejaron 24 h para su estabilizacion. Posteriormente, se colocaron 5 pL del SLC y-al

minuto se inspecciond el tamafio de la gota y su morfologia. Los ensayos se
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realizaronspor quintuplicado y los resultados se reportaron en mm (Youssef et al.,

2004). Se seleccionaron las cepas con medidas = a 4 mm.

7.3 Ensayos decCompatibilidad:

Se realizaron los«€nsayos de compatibilidad de las diez cepas seleccionadas. Para
tal efecto, en tubos-derensayo con 10 mL de solucion salina se adicionaron y se
ajustaron las bacterias.astina DO de 1.5 (DOsoo nm). Posteriormente, se adicionaron
6 mL de cada cultivo bacteriano en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 45 mL de
AST y se vaciaron en tres cajas de Petri (15 mL en cajas Petri). Se colocaron discos
de papel filtro y las bacterias seleccionadas fueron sembradas por punto empleando
palillos estériles. Las cajas se incubaron a 35 °C por 24 h. Transcurrido el tiempo se
observacion ausencia o presencia“‘de.halos de inhibicion (en mm). Resultando
compatibles 5 cepas que se usaron para la elaboracion de los consorcios (Heatley,
1944; Balouiri et al., 2016).

7.4 Cinética de produccion de biesurfactantes bajo condiciones de cultivo
plancténicas:

Se realiz6 la cinética de las cinco bacterias seleeCionadas; para tal efecto, se
reactivaron las bacterias tomando 100 pL del cultivo criopreservado y se inoculod en
100 mL de CST, se incubaron a 120 rpm a 35 °C , por 24+h, después el precultivo
se ajusto a una DO de 1.5 (DOsoonm ), 100 mL del precultivo ajustado se adiciono a
900 mL de CST y se incubd a 120 rpm a 35 °C por 144 h. El seguimiento de la DO
a 600nm, y la actividad BE y BS realiz6 tomando por triplicado alicuotas de 35 mL
cada 24 h. La actividad BE y BS se determind de acuerdo a lo descritoen el numeral
7.2.3.

7.5 Produccion de biosurfactantes y bioemulsificantes bajo condiciones de
cultivo sésil:

Para este tipo de cultivo, se emplearon botellas de 500 mL con tapa de rosca. Dentro
de cada botella fueron depositados 100 mL de AST y se recubri6 toda la superficie
interna, sobre la capa de agar se colocaron 1 mL de un cultivo de 24 h ajustado a

una DO de 1.5 a 600 nm. Las botellas se incubaron por 24 h a 35 °C bajo

18



condiciones. estaticas, transcurrido el tiempo, se adicionaron 200 mL de CST y se
incubaronensrotacion a 5 rpm en un equipo modulador rotatorio de células (cell roll)
por 48 h a 35*°C.(Yan et al., 2003). La actividad BS y BE se evalu0 a los tiempos de

mayor expresion determinadas bajo las condiciones plancténicas.

7.6 Actividad biosurfactantes de los consorcios:

Se realiz6 una matriz'de cultivos multiespecie (consorcios) de las cinco bacterias
seleccionadas, en todasylas, combinaciones posibles. EI nimero de consorcios
fueron dependientes de la eompatibilidad de las especies y del tiempo en el cual
expresaron la mayor cantidad de biosurfactantes y bioemulsificantes. Se realiz6 la
cinética de produccién de biosurfactantes con todas las combinaciones de bacterias

posibles.

7.6.1 Consorcios en condiciones de euiltivo planctonicas:

Para esto, modificando el método/de_Mukred-et al., (2008) se realizé el pre-cultivo
de las cinco bacterias, todas se” ajustaron’ a una DO de 1.5 (DOsoonm), Y Se
elaboraron consorcios dependiendo la-eompatibilidad, con tres bacterias diferentes.
Se adicionaron 5.0 mL de cada bacteria enm~un matraz Erlenmeyer de 500 mL con
180 mL de CST y cada consorcio se incubo(a 120 rpm7a.35 °C.

La produccion de biosurfactantes y bioemulsificantes se.determiné a los tiempos
Optimos para cada consorcio y los resultados se contrastaren con los resultados
obtenidos bajo condiciones sésiles.

7.6.2 Consorcios en condiciones de cultivo sésiles:

Para las condiciones sésiles se usaron las mismas combinaciones que en los
consorcios plancténicos, pero se adicionaron 250 pL de cada cultivo a las\botellas
previamente recubiertas con AST a 35 °C bajo condiciones estaticas, despues de
24 h, se adicionaron 200 mL de CST y se incubaron en un equipo modulador
rotatorio de células a 5 rpm a 35 °C. Los ensayos se realizaron por triplicadowy se
tomaron muestras a los tiempos Optimos de cada consorcio. Los resultados sé

contrastaron con los resultados obtenidos en estado planctonico.

19



7.7 Evalwacion de la actividad emulsificante en diversos sustratos
hidrofébicos:

Para estudiarfa_habilidad de los compuestos obtenidos de las cepas individuales y
consorcios, de formar emulsiones estables, se realizaron pruebas con diferentes
sustratos hidrofobicoes. +En el ensayo de emulsificacion el n-hexadecano fue
sustituido por los siguientes compuestos: aceite de motor, aceite de motor quemado,
xileno y petréleo crudo (Gudifia et al., 2015).

El ensayo se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita en el numeral 7.2.3.1.
Como controles positivos se usaron el Triton X-100 y el Dodecil sulfato de sodio
(SDS) a una concentracion del 0:5 %.

7.8 Caracterizacion de los compuestos biosurfactantes:

7.8.1 Actividad Hemolitica en placa:

Se prepararon placas de agar sangrehal 5% (v/v) empleando sangre humana.
Previamente, se colocaron en una‘eaja de Petricuadrada de 10 x 10 cm, 25 cilindros
metalicos ubicados equidistantemente\entre ellos,sse preparo el medio base de agar
sangre y se esterilizd. Después, cuando lastempeératura estuvo a 50 °C aprox. se le
agrego la sangre a una concentracion final del (5% (v/v), se agitd y se depositaron
25 mL de agar sangre en cada placa, una‘vez gelificado el agar se retiraron los
cilindros y se colocaron 100 pyL de SLC de cada una de las cepas por pozo. Como
control positivo (+) se utiliz6 Triton X-100 al 1% y CST estéril, sin inocular como
control negativo (-) (Bodour y Miller-Maier, 1998). Las placas se incubaron a TA por
24 h. La actividad hemolitica se detect6 por la presencia de una zena con cambios
en la coloracion alrededor de la colonia (Carrillo et al., 1996). Se reconoeieron tres
tipos de hemolisis en funcion de la coloracion del medio, alfa (coloracion oscura en
tono verdoso), beta (coloracion amarillenta o un evidente halo de hemadlisis) y
gamma en caso de que no se produzcan cambios en el medio (Shah et al.;.2016;
Obelenwa et al., 2017).

7.8.2 Determinacion de carga ionica:
Para las cargas anionicas se prepararon placas de agar azul empleando agar

bacteriol6gico y se adicioné 0.005 g/L de azul de metileno y 0.2 g/L de CTAB
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(Siegmund‘& Wagner, 1991; Aparna et al., 2012). Se realizaron perforaciones de 8
mm a las placas con ayuda de cilindros metalicos, en cada pozo se colocaron 100
uL de SLC, como.control positivo (+) y negativo (-) se emplearon Triton al 1% y CST
estéril, respectivamente. Las placas se incubaron por 24 h a TA para después
observar la aparicion. de halos de coloracién azul intenso o morado como
indicadores de la présencia de biosurfactantes anionicos. Por otra parte, la
determinacion de las cargas cationicas de los metabolitos tensoactivos se realizo
mediante la técnica de doble.difusién en agar azul. El agar azul se prepar6é usando
agar bacteriolégico adicionado.con 0.005 g/L de azul de metileno. Las placas con
agar azul se perforaron con ayuda-.de cilindros metalicos de 8 mm, considerando
distancias de 0.3 cm entre los pozos débles y de 1.5 cm entre muestra. En el primer
pozo se colocaran 100 pL de SLC y en el segundo pozo100 uL de una solucion del
detergente anidnico dodecil sulfato.de sodio (SDS) 20 mM. Las placas se incubaron
a temperatura ambiente por 24 h y'se‘registro'\como resultado positivo a la presencia
de una zona con precipitacion entrelos pozos‘daobles (Saranya et al., 2015).

7.9 Analisis de los datos:

A los resultados de la produccion de biosurfactantes y bioemulsificantes bajo
condiciones plancténicas y sésiles en cultivoS puros y'consorcios, se comprobo si
cumplian con los supuestos de distribucién normal y homogeneidad de varianza de
los datos, para posteriormente realizar un analisis de varianza (ANDEVA) con un
criterio de clasificacion, ademas de comparaciones multiples con lasprueba de Tukey
para detectar la significancia de las posibles diferencias ‘em™la actividad
biosurfactante y bioemulsificante entre los cultivos solos y en consorcios bajo

condiciones plancténicas y sésiles.

Para los ensayos de actividad biosurfactante y emulsificacion, se realizé unfanalisis
multivariado de agrupamiento para delimitar los grupos de mayor eficiencia; en
funcidén de los valores de emulsificacion y gota colapsada. El analisis se realizo
utilizando un algoritmo de grupo pareado (UPGMA) con su indice de similitud

euclidiana con el software PAST version 3.23 (Hammer et al., 2001).
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8. RESUETADOS Y DISCUSION

Las cepas se reactivaron de una coleccion de bacterias perteneciente al laboratorio
de Microbiologia, Aplicada, se describieron las caracteristicas morfologicas de las
colonias en medio AST (Anexo 1) y se verifico la pureza de los cultivos por tincién
de Gram. Las 44 cepas usadas en este trabajo son capaces de crecer a una
salinidad igual o superior al 5%, por lo tanto, al no ser bacterias de origen marino,
se consideran como halotolerantes (Agwu & Oluwagunke, 2014).

Para el proceso de seleccion de las mejores cepas se consideraron cuatro criterios:
a) una tolerancia a la sal = 10%j0) capacidad para producir biopeliculas; c) ensayo
de gota colapsada = 4 mm y; d)rindice de emulsificacion a las 24 h = 50%. La
determinacion de la actividad BS y"BE.se realiz6 bajo condiciones de cultivo en
matraz agitado (planctonico). El sobrenadante de cada una de ellas fue utilizado
para estimar la produccioén de los.compuestos BS y la actividad emulsificante debido
a que las bacterias pueden expresar. dichos compuestos, adheridos a la célula
(intracelularmente) y secretarlos fuera de ella (extracelularmente) (Mukherjee et al.,
2006). A continuacion, se describen lossfesultadas que permitieron la eleccion de

las cepas a utilizar para la conformacion de les, consorcios bacterianos.

8.1 Halotolerancia:

Las 44 cepas evaluadas mostraron la capacidad de crecer en ausencia de sal o en
medio sélido y liquido suplementado con concentraciones de NaCl, desde el 1%
hasta 17.5%. Contrario a las bacterias hal6filas que requieren‘de _la sal para su
crecimiento 6ptimo (Margesin & Schinner, 2001), las bacterias halotolerantes son
capaces de crecer en ausencia o presencia del NaCl; sin embargo, para ser
consideradas halotolerantes estas deben crecer en concentraciones de“sal con
valor igual o superior al 1% (Nanjani & Soni, 2012). El grado de halotolerantCia\se
clasifica en bajo (0-4%), moderado (5 al 10%) y por arriba del 10% se clasifican

como altamente halotolerantes (Agwu & Oluwagunke, 2014).
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Los resultados muestran que todas las bacterias evaluadas tienen la habilidad para
crecer en concentraciones superiores al 1% de NaCl, con lo que se puede confirmar
que todas las*bacterias evaluadas en este trabajo son halotolerantes. Ademas, y
como era de esperarse, conforme aumento la concentracion de sal en los medios,
el numero de bacterias capaces de crecer, disminuy6 (Gréfica 1), de esa manera
sblo 27 cepas (61%) fueren capaces de crecer al 10% de NaCl, y s6lo 11 cepas
(25%) siguen creciendo atn en presencia del 15% de sal. Destacan seis cepas: 43,
46, 51a, 52, 52b y S2 (14%),.que lograron crecer a una concentracion de 17.5% de
NaCl, este resultado clasifica-a.estas bacterias como altamente halotolerantes
(Agwu & Oluwagunke, 2014).
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Gréfica 1. Porcentaje de bacterias y su tolerancia a diferentes concentraciones de NaCl:
La respuesta de los microorganismos al estrés de diferentes ambientes, ha
originado que se sinteticen productos metabdlicos que les permitan sobrevivir en
ellos (Fenical, 1993). La osmoregulacion es una estrategia que usan los
microorganismos para colonizar ambientes donde la salinidad es alta. Las bacterias
halotolerantes por su parte, implementan un mecanismo de regulacion al sintetizar
y/o acumular solutos compatibles dentro de la célula para mantener el balance
osmoético (Shivanand & Mugeraya, 2011; Vaidya et al., 2018). Se ha observado que

las bacterias halotolerantes pertenecen generalmente a los géneros como
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Pseudomonas, Flavobacterium, Virgibacillus, Staphylococcus, Acinetobacter,
Vibrio, Microeoccus, Alteromonas y Bacillus (Nieto et al., 1989; Caton et al., 2004;

Hrenovic & Ivankovic, 2009; Hezayen et al., 2010; Solomon & Viswalingam, 2013).

En este sentido, 4a contaminacion que se deriva de la industrializacion, es uno de
los mayores problemas a nivel mundial, contaminan suelos, sedimentos, aguas
subterrdneas y superficiales, y representan un peligro constante a los ecosistemas.
Muchos sitios contaminados.se caracterizan por presentar gradientes de salinidad
altos, lo que dificulta "su tratamiento por métodos convencionales de
biorremediacion. Altas salinidades o gradientes altos de salinidad pueden destruir
la estructura terciaria de las proteinas, desnaturalizar enzimas y deshidratar células,
lo que resulta letal para muchos mi€roorganismos usados para el tratamiento de
aguas y suelos contaminados. Por lo tanto, para tratar de remediar estos sitios, asi
como los ambientes marinos, una eleccion viable es el uso microorganismos
hal6filos o halotolerantes, que sean capaces de soportar las condiciones de los
ambientes salinos (Diaz et al., 2002):

8.2 Biopelicula:

Para el ensayo de biopelicula se usé el método descrite~por O’'Toole (2011), en el
cual se usan microplacas de 96 pozos para detectar la formacion de biopeliculas in
vitro. Las lecturas obtenidas después de tefiir las biopeliculas con CV al 0.1% y
solubilizar el colorante con acido acético al 30%, fueron determinadas por DOss0 nm.
Los resultados obtenidos muestran evidentes diferencias en.la”formacion de
biopeliculas in vitro. En general, se observé que la mayoria de las bacterias que
forman biopeliculas lo hacian firmemente en la interfase aire-liquido. Sin embargo,
algunas cepas formaban las biopeliculas en el fondo del pozo de las microplacas,
en ese caso, la adherencia no era completa, y durante el proceso de cuantificacion
se observd un desprendimiento, conduciendo a la pérdida de la biopelicula y,por

tanto de la cuantificacion real de esta (Stepanovic et al., 2007).

Las cepas con los resultados mas altos de absorbancia fueron 43>24>66>54a con

valores de 2.1, 1.6, 1.42 y 1.2 respectivamente (Anexo 2). En la Figura 3 se
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muestrandiferentes cepas para ilustrar la técnica de cuantificacion de BP, en
especifico; lastincion de la BP antes de hacer la lectura en el espectrofotdmetro. De
esta manera,“se puede observar el colorante retenido por tres de las mejores cepas
(24>66>54a), en_contraste, cepas como la 8c y 66a obtuvieron valores de
absorbancia més bajos,+siendo estos de 0.40 y 0.08 respectivamente. Para efecto
de este trabajo se tom6 como criterio de seleccidén aquellas cepas con un valor de
absorbancia igual o mayor.a 0.1 (Stepanovic et al., 2007). Los trabajo de Kuchma
et al., (2005), han demostradd que durante la cuantificacion de la produccién de
biopeliculas por cepas de P. aeruginosa, modificadas genéticamente para producir
biopeliculas, los valores de DO neexcedieron una absorbancia mayor a 0.3 después
de 24 h. Por lo tanto, considerando‘losanterior, los resultados obtenidos indican que

las cepas tienen una buena capacidad para formar biopeliculas.

66 3¢ 24, 54a 64

Figura 3. Cuantificacion durante el ensayo de formacion de biopelicula in vitro en placas de 96,pozos.
8.3 Actividad Emulsificante:
Una emulsion es un sistema heterogéneo que consiste en un liquido inmiscible
disperso en otro liquido, en forma de gotas, las cuales en general exceden los 0.%

mm. Habitualmente, las emulsiones termodinamicamente no son estables, pero la

presencia de un surfactante o BS puede incrementar notablemente la estabilidad,
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previniende-la coalescencia de las gotas (Santos et al., 2016). Para la formacién de
una emulsion’es necesario aplicar una energia o trabajo que ayude a la mezcla de
ambas fases‘yque propicie la formacion de las micelas. Las micelas que se forman
a partir de la asociacion de las moléculas de un BS, juegan un papel esencial en la
formacién de microemulsiones. En consecuencia, las microemulsiones tienden a ser
mas estables ya que s€ farman micelas o gotas de menor tamafio (0.1 a 10 micras),
(Pacwa-Ptociniczak et al;;"2011; Bello Gutierréz, 2014).

Los ensayos de emulsificaciones se realizaron utilizando el hexadecano como el
liquido inmiscible, ya que €sté se considera como un compuesto modelo
representativo de los alcanos, y diversos trabajos reportan a este sustrato, para la
eleccion de cepas con potencial Bioemulsificante (Shinoda & Arai, 1964; Tzintzun-
Camacho, 2012; Medina-Moreno et al.;+2013; Zhu, 2015).
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Gréfica 2. Porcentaje de cepas y su clasificacion por tipo de actividad emulsificante.

En general los resultados del IE22 demuestran que el 70% de las bacterias

analizadas son capaces de formar emulsificaciones, aunque difieren en actividad y
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estabilidad®Como puede observarse en la gréfica 2, 13 cepas (30%) presentaron
emulsificaciones parciales o inestables con un IE24, menor al 10% por lo que se

consideraron‘ec0mo cepas no activas.

De esta manera, 39% de las cepas presentaron actividad emulsificantes, consideras
en este estudio como _eepas activas, de las cuales 34% mantienen una actividad por
arriba del 50% (activas),«y tan solo el 5% de las cepas excedieron un IE24 mayor al
60% (Anexo 2). Por otra_parte, también se considerd la estabilidad de las
emulsificaciones después de” 3 meses, tiempo en el cual, la mayoria de las cepas
perdieron la emulsificacion, ya gue, de las 17 cepas mas activas (39%), tan solo
diez cepas (63%) fueron muy estables, manteniendo un indice de emulsificacion

muy similar al inicial (Anexo 2).

De las diez cepas con los «mejores indices de emulsificacion
(S3>S7>51>20b>S9>S1>59a>8a>20a>8c),.Jlacepa S3 presentd el mayor IE con
65.61%, incluso mayor a los obtenidos consel surfactante comercial SDS de
naturaleza anionico, con un IE24 de 62:5%. Sin embargo, la emulsificacion se perdio
gradualmente y por completo después de.es tres.meses. Por lo que, aunque fue

una de las cepas con mayor IE, fue excluida’para los siguientes ensayos.

Considerando la emulsificacion producida por el surfactante comercial (IE24 de
62.5%) el cual se encuentra puro, se seleccionaron como gandidatas potenciales
todas aquellas cepas con un IE24 mayor al 40%, pero priorizandose aquellas cuyo
IE24 fue superior al 50%. En este sentido, los resultados obtenidos.muestran un gran
potencial de las cepas seleccionadas, ya que los indices de emulsificacion aqui
obtenidos, son tan altos como los obtenidos por otros autores gue* utilizan
emulsificantes purificados, como de Sousa et al. (2014), quien reporta un-lE24 de
53.3% para el biosurfactante producido por la cepa Bacillus subtilis ATCC 6633, o
el bioemulsificante obtenido por Gudifia et al. (2015), de la cepa Paenibacillus, sp.
510, que obtuvo un IE de 59.3% ambos usando como sustrato hexadecano, €l

mismo reactivo usado en este trabajo. Ademas, es importante enfatizar que este
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indice de_emulsificacién fue obtenido por ambos autores después de optimizar las

condicion€s y'composicion del medio de cultivo.
8.4 Actividad Biosurfactante:
A) Hemodlisis

La actividad hemolitica™se evaludé para todas las cepas, como un método de
preseleccion (Anexo 2), debido a la buena correlacién entre la actividad hemolitica
y la tension superficial producida por los metabolitos surfactantes (Youssef et al.,
2004). Sin embargo, esta técniea tiene limitaciones, ya que en algunos casos se
excluyen cepas que produzcan BS“que no tienen actividad hemolitica. Pero también
hay compuestos con la actividad hemalitica producidos por los microorganismos, no
necesariamente de tipo biosurfactante; como es el caso de la hemdlisis causada por
exotoxinas generalmente denominadas ‘como hemolisinas. Cepas como la S3, 8A,
8c, 20a y 59a, presentaron una hemglisis alfa; las mas activas, presentan de tipo
beta, como fue el caso de las producidas por las cepas 8a, 20b, 35, 51, 66, S1, S6
y S9 entre otras (Anexo 2), mientras ques+aquellas sin actividad hemolitica son

consideran del tipo gamma y no presentan lisis celular:
B) Gota colapsada

La técnica de gota colapsada es una técnica rapida y seneillaypara la seleccion de

microorganismos productores de BS (Jain et al., 1991).

Ademas, este ensayo es ampliamente utilizado, por también se puede cuantificar la
actividad BS (Bodour & Miller-Maier, 1998). Para validar esta técnica se utilizé como
control negativo el caldo de cultivo CST, el cual formaba una gota estable, de un
promedio de 3 mm y que no colapsa. Por lo tanto, se consideraron positivos)los.SLC
de aquellas cepas que producian o formaban tamafios de gota igual o mayer_a 4
mm y que se extendieron en la superficie del pozo (colapsaron). Diversos autores
encontraron que el tamafio de la gota tiene una correlacion con la concentracion de
BS producido (Jain et al., 1991; Bodour & Miller-Maier, 1998; Tugrul & Cansurar,

2005). Esta informacion se ha correlacionado con los de tensoactivos comerciales
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como el SPS que forma micelas a partir de concentraciones de 576 mg/mL (Madsen
et al., 2015),4y, alcanza una concentracion micelar critica (CMC) a 1845 mg/L, que
corresponde @un.colapsamiento y tamafio de gota de 4 mm (Bodour & Miller-Maier,
1998).
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Grafica 3. Numero de cepas clasificada por tamafio de gota«(mm)

De las 44 cepas evaluadas, 23 de ellas (52%) mostraremtamaros de gota iguales
o superiores a 4 mm de didmetro. En la Gréfica 3, se mueStra el ensayo preliminar
de las 44 cepas en cuanto a la actividad de la gota colapsada. Las cepas que
mostraron los valores mas altos fueron las cepas 44a y S1 con gotas totalmente
planas y colapsadas de 7 mm. De acuerdo con Jain et al., (1991);.la‘gota colapsada
esta relacionada con la tension superficial pero no con la actividad émulsificante.
Asi mismo Joy et al., (2017) menciona que la presencia del BS reduce’la‘tension
superficial por lo cual la gota que colapsa se ve aplanada. Los datos del ‘ensayo de
gota colapsada muchas veces son reportados de manera cualitativa, en cuye-Caso,
después de esperar por un minuto, las gotas que se encuentren aplanadas(y
dispersando el aceite, son consideradas como positivas, ya que el control negativo

(agua), permanece como una gota redonda y erguida sobre la capa de aceite.
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De este medo, Maneerat & Phetrong (2007), probaron la actividad biosurfactante de
ocho cepas aisladas de un ambiente marino, las cuales fueron positivas en la gota
colapsada al“diSpersarse sobre la capa de aceite. Jimoh & Lin (2019) también
consideraron la‘téenica de manera cualitativa, ya que al probar el BS producido por
la cepa Paenibacillus‘sp. D9 después de 3 dias, reportaron que el colapsamiento
del BS parcialmente purificado era mayor que el del sobrenadante y el control
positivo Tween 80. De (la/misma forma Tugrul & Cansunar (2005), reportan el
colapsamiento de dos biosurfactantes producidos por las cepas Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus subtilis, siendo los responsables un ramnolipido y la surfactina
respectivamente. De esta manera, se-observa la dispersion total de la gota del BS

una vez colocada en el pozo de la mieroplaca.

Aungque hay otros trabajos como el de Varadavenkatesan & Murty (2013), que
reportan tamafos de gota muchosmayores a los obtenidos en este trabajo, pero es
debido a la modificacién de la técnica, en la cual se usa como soporte del ensayo
un portaobjetos. En este estudio la bacteria Bageillus siamensis produjo una gota de
17 mm. Sin embargo, este resultado se_debe a la’libertad de la gota de aceite de
esparcirse sobre una superficie mayor al tamafio de’los pozos de una microplaca.
Es por eso, que, en la metodologia aqui utilizada, los tamafios de gota por arriba de
7-8 mm son imposibles de medir, debido al limitado espacio“del pozo.

8.5 Naturaleza de las cargas idnicas de los sobrenadantes’libres de células
(SLC)

Para la determinacion de las cargas, se realizaron las placas con‘agar CTAB/AM
segun Siegmund & Wagner (1991). Esta prueba colorimétrica fue disefiada para la
seleccion de BS, en especifico de tipo ramnolipidos, aunque también ‘puede ser
usada para otros compuestos de naturaleza anidnica. Con este métedo,, la
produccion del BS (anidnico) se verifica mediante la formacion de los halos azules
alrededor de los pozos. Estos halos se forman debido a una interaccion ionica que
forma un complejo entre el BS-CTAB-AM, y posiblemente a una interaccion redox

con el Azul de metileno (lo que da la tonalidad azul). Sin embargo, aunque no se
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conoce elsmecanismo exacto del método, para los fines cualitativos, el ensayo se
somete a unsperiodo de bajas temperaturas, o que ocasionan que el color azul se
intensifique, permitiendo que los halos formados sean mas visibles (Tabuchi-Yagui,
2014).

Por otra parte, para-determinar las cargas cationicas de los compuestos, se utilizo
el método de doble difusién en agar azul, donde se confrontan dos sustancias por
una difusion pasiva de los;compuestos, que pueden tener cargas iguales u opuestas
(Saranya et al., 2015). De esta manera, los resultados del ensayo en agar azul,
mostraron que 30 de las cepas, presentan cargas anionicas; por el contrario, con el
ensayo de doble difusion, se pude determinar que tan solo siete cepas, son de

naturaleza catiénica.

De las 44 cepas evaluadas, seis de ellas-Ao presentan carga ionica, ya que dieron
negativo en ambas pruebas. Para _una_de-las cepas (S7) se demostr6 que
presentaba tanto carga anionica, coma-catidniea, lo que podria significar que esta
cepa es capaz de producir diferentes<ipos de biosurfactantes o que el compuesto
que produce sea de naturaleza zwitterionica\por que/presenta ambas cargas en su
estructura (Zhao et al., 2015).

o

59a 51 8¢ 20a 66

S7(-)

Figura 4. Ensayo de Agar Azul, actividad de las cepas anionicas (halos azul intenso).«SDS como control
positivo.

Diversos estudios reportan que la mayoria de los biosurfactantes son de naturaleza
anionica, algunos neutros, y mas raramente cationicos. Cabe destacar que cuatro

cepas: 59a, 8c, 20a y 66, presentan cargas anidnicas y la cepa 51 no presenta carga
(Fig. 4).
8.6 Seleccion de las cepas activas:

Las cepas fueron seleccionadas tomando en cuenta cuatro caracteristicas:

halotolerancia, capacidad para formar biopelicula, actividad biosurfactante vy
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bioemulsificante. Bajo estos criterios, solo siete cepas (8A, 8a, 8c, 20a, 20b, 66 y
S1) cumplieren estrictamente con todas las caracteristicas (Fig. 5; Anexo 2).

Sin embargo, alrepetir los ensayos las cepas 8A, 20b y S1 no mostraron la misma
actividad, motivospor el cual, se incluyeron a aquellas cepas que cumplieran con el
mayor nimero de criterios de inclusion. Por lo tanto, se sumaron las cepas 28, 35a,
51, 59a, S6 y S9, (Fig..5; Tabla 2), a fin de contar con una mayor diversidad de
bacterias para conformar’_consorcios, y que no se repitieran consorcios ya
conformados y evaluados per Valdivieso-Villegas (2018). De esta manera las diez
cepas seleccionadas fueron: 8a,8c, 20a, 35a, 51, 59a, 66, 28, S6 y S9 (Tabla 2).

Figura 5. Cultivos en agar soya tripticaseina de las 10 cepas mas activas
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Tabla 2. Cepas:halotolerantes formadoras de biopeliculas, seleccionadas por mayor actividad biosurfactante y
bioemulsificante

Caracterizacion Actividad

Biosurfactante

Clave Tincién de T°|e|;aa'é‘l:ia Carga Hemlisis Biopelicula Bioemulsificante
Gram (%) I6nica (DO ss0nm) (IE2) Gota (Cr:Ima;asada
8a Bacilo + 10 Anidnica beta 0.37 58.21 5
8c Bacilo + 10 Anidnica alfa 0.40 57.17 5
20a Bacilo + 15 Anidnica alfa 0.17 57.93 5
28 Bacilo - 15 Anidnica beta 0.41 40.93 4
35a Bacilo - 5 Anionica beta 0.20 43.95 4
51 Bacilo + 10 Anidnica beta 0.10 59.72 4
59a  Cocobacilo - 5 Anibnica alfa 0.20 58.31 5
66 Bacilo + 15 Anidnica beta 1.42 53.97 6
S6 Micrococos - 5 Catidnica beta 0.11 50.16 2
S9 Bacilo + 5 Anidnica beta 0.14 59.07 5

8.7 Ensayos de compatibilidad:

Los ensayos de compatibilidad/antagonisma’entre las_diez cepas seleccionadas se
llevaron a cabo para aumentar las probabilidades de“establecer interacciones
sinérgicas, buscando un incremento o estabilidad en la preduccion de compuestos
BS y BE. Los resultados de dichos ensayos se muestran a continuacion (Tabla 3 'y
Fig. 6). En general, se observd que ninguna de las cepas se inhibiésentre si, (Fig.
6), pero la cepa 35a si mostré una fuerte actividad antagonica contfa\la mayoria de
las bacterias, mostrando desde inhibiciones débiles hasta zonas de inhibicion bien

definidos.

De igual manera se observé que la cepa S9 inhibe a 20a y las cepas 20a’y. 51
inhibieron a la cepa 28. Por lo tanto, después de este ensayo se elimin6 a la cepa
35a que inhibia a siete de las cepas y la 28 que era inhibida por tres bacterias,

ademas de que su IE24 era el mas bajo (40.93%) entre las 10 cepas seleccionadas.
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%Tabla 3. Matriz del ensayo de compatibilidad de las 10 cepas seleccionadas.

2

Inoculo superficial

: S6 S9 8a 8 20a 28 35a 51 59a 66

S6
S9

NI NI NI NI NI NI NI NI NI
NI NI NI NI NI NI

= 8a NI NI Nl NN
oo
© = 8¢ NI NI NI NI NI
[}
T T
-g o 20a NI
S £
s 3 28
= 2 35a NI
o
2 51 NI
59a NI
e =7
NI = no inhibicion Q

X = inhibicién débil A g (O‘
XX = inhibicién moderada O o

XXX = halo de inhibicién muy marcado O

Figura 6. Ensayo de Compatibilidad en placa vaciada en AST, en la placa vaciada de las cepas; a) 8a y b), 59
a, donde se observa que la cepa 35 inhibe a ambas cepas. O
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8.8 Cinétiea de crecimiento y produccion de BS/BE:

Con las ochof cepas seleccionadas se realizaron cinéticas para determinar el
comportamientede las cepas en cuanto a su crecimiento y el tiempo éptimo de
mayor expresionde los compuestos BS y BE en condiciones de cultivo plancténico.
En este punto, las eepas S6, S9, 8a, que mostraron cinética de crecimiento en un
tiempo mayor de 120h, fuéron descartadas. Ya que es necesario que el proceso de
obtencion de estos compuéestos extracelulares sea rentable para las industrias, por
lo que, a mayores tiempos de produccion, mayor es el costo del proceso.

De esta manera se decidi6 seléccionar a las cepas cuyos tiempos 6ptimos de
producciéon no sobrepasaran las~120h (cinco dias). En la Figura 7, se puede
observar el comportamiento de las ¢inco cepas durante la cinética de crecimiento y
el comportamiento en el pH, asi como la actividad BS que fue evaluada por la
técnica de gota colapsada. En ninguna de las cinéticas de crecimiento se observo
una fase de adaptacion (lag), pero lafase logaritmica, en general para todas, obtuvo
Su maxima crecimiento exponenciala las 72h;€xeepto para la 20a que fue a las
48h.

Durante la cinética, no se observd una evidente relacion entre la produccion del BS
y las fases de crecimiento. En todas las cinéticas se observa un aumento paulatino
del pH hasta alcanzar valores mayores a 8. Se ha observado que, durante la
biosintesis de diferentes biosurfactante, los valores de pH ingrementan entre 7y 8
(Al-Ajlani et al., 2007; Abdel-Mawgoud et al., 2008). Es por eso gue varios autores
optimizan las condiciones, ajustando y manteniendo el pH del‘medio a 8, para
mejorar la produccion y solubilidad de los Biosurfactantes (Bednarski et'al., 2004;
Mouafi et al., 2016).

Por otro lado, se evalué la actividad BE la cual fue determinada por ellE2s, asi
mismo se realizo el seguimiento de la estabilidad de las emulsificacionesen el
tiempo. En el caso de la emulsificacion se observo una clara relacion con el aumento
del pH, como se observa en la cinética de las cepas 59a y 51 (Fig. 8). Las cepas:
8c, 20a y 66, forman emulsificaciones desde la 24h de incubacién con indices de

emulsificacion similares (56.6, 56.5 y 55.3%, respectivamente), estas bacterias
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produc metabolitos emulsificantes entre la fase final exponencial y el inicio de
*

la fase es aria. Diversos autores también mencionan estas fases dentro de las
las producen una mayor cantidad de compuestos biosurfactantes

(Brint & Ohman ; Cha et al. 2008; Kim et al., 2002; Sheppard & Mulligan, 1987,
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Figura 7. Cinética de crecimiento, de las cinco bacterias seleccionadas. .
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Tabla 4. Tdices de emulsificacion (con hexadecano) de las cepas individuales, obtenidos durante la cinética
de crecimiento durante 120 h.

indice de Emulsificacién (IE 24) a diferentes tiempos

Gota de cultivo
Cepa Colapsada
P Clave P (%)
(mm) 24h 48 h 72 h 96 h 120 h
59a 5 12.30 35.90 55.40 56.50 56.50
51 4 8.40 4.30 25.80 36.60 59.10

8c
56:60 54.30 54.30 56.60 55.40

20a 5 56.50 56.50 56.50 56.50 56.50

66 6 55.30 55.40 56.50 0.00 0.00

~N

En este sentido, el tiempo de produccién es de gran importancia para la obtencion
de estos compuestos a una escala industrial, ya que este €s uno de los problemas
que se presentan para que la produccion de BS/BE sea redituable a gran escala
(Bach & Gutnick, 2004; Banat et al., 2010).

En contraste, las cepas 59a y 51 alcanzan su mayor produccion después de las 96
y 120 h, obteniendo valores de 56.5 y 59.1 respectivamente, al final”de' la fase
estacionaria y la fase de muerte, como se puede observar en la Tabla 4 (Fig: 7). Sin
embargo, aunque las cinco cepas producen emulsificaciones similares,. la
estabilidad del compuesto varia con el tiempo de produccion.

Este fendmeno puede observarse de manera particular para la cepa 66, la cual,
durante los ensayos de cinética, perdio estabilidad en un periodo de tiempo corto

(razdn por la que se coloco una foto donde las emulsiones ya no se observan). Por
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lo generalgfla mayor estabilidad de las emulsificaciones se observo entre las 48 y
120 h.

Para determinarsi las emulsificaciones seguirian siendo estables después de cierto
tiempo, se condujo el ensayo de estabilidad hasta un mes después de realizada la
emulsificacion. De estarmanera se observo la estabilidad en el tiempo de las 5 cepas
evaluadas, usando el_SLC a los mayores tiempos de expresion, segun lo

determinado en la cinética’de crecimiento.

Las cepas que mantuvieron una_estabilidad similar a la inicial fueron la 59a y 8c,
mientras que la 51 fue la cepa con menor estabilidad. Mantener las emulsiones
estables por periodos largos de tiempo podrian resultar Gtil en diversos campos de
aplicacion, por lo que resulta de interés seguir estudiando estas cepas y probar la

actividad de los compuestos purificados:BS/BE (Fan et al., 2017).

De manera tal, que esta informacionrresulta valiosa para la conformacion de los

consorcios bacterianos.

Tabla 5. Estabilidad de las emulsiones produgidas por las-cepas solas después de un mes.

Clave indice de emulsificacion Tndice de emulsificacion
(al tiempo de mayor expresion) (1 mes)
59a 56.72 5333
51 4753 28 51
8c 55.81 53.70
20a 57.21 35 55
66 55.40 37.40
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Figura 8. a) 59a, b) 51, c) 8c, d) 20a, €) 66. (1) Graficas del indice de emulsificacion, pH y gota colapsada,
evaluadas durante las cinéticas de crecimiento de las cinco cepas. (2) Emulsificaciones de las cepas evaluadas
durante la cinética de crecimiento y estabilidad en el tiempo.
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8.9 Consorcios bacterianos en condiciones de cultivo planctonico:

Con todos les resultados recopilados se procedio a la formacién de los consorcios.
Se decidi6 que el'€onsorcio 1, debia estar conformado por las cepas que mostraban
mejor actividad BS/BE desde las 24h, el Consorcio 2, seria la suma del primero mas

la 59a, y el Consorcio.3, incluiria a todas, (Tabla 6).

Tabla 6.Consorcios bacterianos elaborados

Consorcio Integrantes
C1 8c+20a+66
C2 8c+20a+66+59a
C3 8c+20a+66+59a+51

Una vez finalizado el analisis y ‘€onformaciéon de los consorcios, se prosiguio a
evaluar la cinética de crecimiento en.cultivo planctonico de los tres consorcios (Fig.
9). Tomando alicuotas cada 24 horas, se pudo determinar también, el tiempo 6ptimo
de producciéon de BS y BE por las técnicas de geta, colapsada y el indice de

emulsificacién, respectivamente.

Como era de esperar el comportamiento cinético del consorcio C1 conformado con
las bacterias que tiene cinética de crecimiento similares, presentd una curva tipica
de crecimiento (Fig. 9), mientras que la cinética de los consercios C2 y C3
integrados por bacterias con diferentes cinéticas de crecimient@\presentd un
comportamiento dialxico debido a los diferentes tiempos de replicacion que tienen

las bacterias que lo conforman.

Asimismo, la actividad surfactante no parece haber mejorado en ninguna de los
consorcios, a pesar de que todas las cepas eran compatibles entre si. El consercio
C1 conformado por tres de las cepas, presentd un colapsamiento de 6 mm, seguidoe
del consorcio C2 con un colapsamiento de 5 mm y por ultimo el consorcio C3 con

un colapsamiento de 4 mm. De manera que el incremento en el niumero de
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microorganismos formando el consorcio no propicié una mayor expresion de los

metabolitos_strfactantes.
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Figura 9. Cinética de crecimiento, pH y evaluacidn de la.produccion de BS por el ensayo de Gota Colapsada
(GC), de los consorcios bacterianos.

Tabla 7.Cinética de emulsificacion de los consorcios bacterianos bajo condiciones de cultivo plancténico

indice de Emulsificacion (% / Horas)

Clave
24 48 72 96 120
C1 50.9 57 57.3 55.6 56.1
C2 34.2 58.7 56.5 56.9 57.1
C3 26.7 58 57.8 55.8 57.5

En contraste, la actividad emulsificante mejoro, ya que los consorcios produjeren
una actividad emulsificante estable entre las 48 y 72h, en los tres casos (Tabla 7,
Fig. 10). No obstante, las emulsificaciones obtenidas por los consorcios no varian

significativamente con las obtenidas por las cepas individuales, como puede
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observarseten las tablas 4 y 7. Los valores del IE24 de los consorcios fueron: para
Cl, de 57% a las 48h; para C2 y C3 valores de 58.7 y 58%, a las 48h,

respectivamente.

Cabe destacar, gue, los consorcios mantuvieron una actividad BS igual o mayor a
4 mm desde las 24h. Para el caso de la actividad BE, la estabilidad se obtuvo entre
las 48 y 72h, para los tres'consorcios. De manera que el potencial de los consorcios
podria ser llevado a una escala de produccion mayor obteniendo buenos resultados

en lapsos de tiempo cortos,optimizando asi, los costos de produccion.
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Figura 10. a) C1, b) C2, ¢) C3. (1) Graficas del indice de emulsificacion, pH y gota colapsada, evaluadas durante
las cinéticas de crecimiento de los consorcios. (2) Emulsificaciones de los consorcios evaluadas durante la
cinética de crecimiento y estabilidad en el tiempo.
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8.10 Evaluacion de la actividad emulsificante en diversos sustratos
hidrofébicos®

El sobrenadante™(SLC) obtenido de las cepas individuales y consorcios, fue
evaluado para determinar la capacidad de formar emulsiones estables con
diferentes sustratos-hidrofobicos, se uso el hexadecano como representante del
grupo de los compuestos‘alifaticos y de los aromaticos al xileno, ambos sustratos
fueron facilmente emulsificados. No obstante, el mas dificil de emulsificar fue el
petréleo crudo, ya que ninguna de las cepas obtuvo un IE24 mayor al 5%, como se

muestran en la Tabla 8.

Los indices de emulsificacion fueron/medidos a las 24 h tras realizarse el ensayo y
se mantuvo un registro de la estabilidad de las emulsificaciones después de dos
semanas, siendo este, el mismo resuitado que el inicial, lo que muestra la
estabilidad de los bioemulsificantes producide-por las bacterias.

Por otro parte, en el estudio realizade-por Peter et al., (2014), probaron los BS
producidos por Serratia marcescens, Rsedomonasaeruginosa, Bacillus subtilis y un
consorcio formado entre las tres cepasy~las cuales tienen un potencial para
emulsificar diferentes sustratos, como el petroleo y aceite de motor.

Los resultados indican que el consorcio+y B. subtilis fueron los mejores
emulsificando y manteniendo la estabilidad de la emulsion después de 96h en el
petrdleo y el aceite de motor, aun cuando esta disminuye conforme pasa el tiempo,
comparado con el dato registrado a las 24h. Pseudomonas(aeruginosa logro
emulsificar una pequefia parte del petréleo (5.55%), y por arriba del 65% en el aceite
motor, mientras que Serratia marcescens no fue capaz de emulsificar el'petroleo.
En comparacion, las cepas solas usadas en este trabajo y el consorcio C2,
mantienen emulsiones por arriba del 40% en el caso del aceite de motor., Con el
aceite de motor quemado, las cepas 59a y 51 y los consorcios C2 y C3 obtuvieron
resultados por arriba del 50%, lo cual demuestra la dificultad que representa cada

sustrato para ser tratados.
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De esta forma, otros autores como Gudifia etal., (2015) y Fan etal., (2017),
reportan la actividad emulsificante de dos cepas capaces de emulsificar diferentes
sustratos. En‘el’primer caso, el SLC de un cultivo de Paenibacillus sp. emulsifico el
petréleo crudo porfarriba de 75% vy el Xileno por arriba de 59%. Comparando la
actividad contra el‘Xileno, se observa que cepas como la 59a, 8c y 66 presentan
valores similares estando_por arriba del 55%.

Para el caso del petréleo,.ninguna cepa pudo emulsificar por arriba del 5%, y en
algunos casos no se presento actividad en este sustrato. Sin embargo, cabe
destacar que la cepa 51 y el cansorcio (C3), lograron emulsionar una pequefia parte
del petréleo. Para el segundo caso, se.evalué un compuesto purificado obtenido de
Pseudomonas stutzeri (NJtech 11-1)€l,cual emulsifico el Xileno por arriba del 80%,

y contra n-hexadecano por arriba del 60%.

Tabla 8. Ensayo de‘emulsificaCion con diferentes sustratos

indice de Emulsificacion’(1E24) con diferentes sustratos

Clave Petroleo crudo Aceite de'motor Aceite 'de motor quemado Xileno

Triton x100 64.13 59.09 38.04 62.37
SDS 53.33 53.68 51.06 61.96
59a 0 42.39 83.77 57.61
51 4.34 56.06 84739 38.13
8c 0 47.29 2.15 59.78
20a 0 45.65 4.17 56.52
66 0 49.49 2.06 55.43
C1 2.17 30.41 17.26 26.18
(o7 2.17 49.72 55.09 47.69
C3 4.34 33.65 55.48 40.91

8.11 Cinéticas de los consorcios bacterianos en condiciones de cultivo sésil:

Las cepas 8c, 20a y 66 que bajo condiciones plancténicas mostraron actividad
BS/BE en tiempo cortos (24-72h), asi como el consorcio C1, se evaluaron en

condiciones de cultivo sésil. De manera tal que, los ensayos se realizaron a un
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tiempo Optimo, seleccionado de los ensayos en cultivo plancténico, el cual fue
establecido_a'las 48h.

Contrariamentes/ao esperado, los resultados obtenidos para las cepas que fueron
inoculadas y puestas a crecer bajo condiciones de cultivo sésil, no presentaron un
aumento en la actividad BS/BE, inclusive, la actividad BS disminuy6 para las cepas
individuales, con respeCto de las mismas bajo condiciones planctonicas,
encontrando diferencias ‘estadisticamente significativas (p<0.05). Esto es, que las
cepas 8c, 20a y 66 pasaronde valores de 7, 5y 6 mm en condiciones planctonicas,
a valores de 5, 4 y 5 mm respectivamente, en condiciones sésiles (Tablas 4y 9). El
mismo comportamiento fue observado para el consorcio C1, disminuyendo 1 mm
en la actividad BS bajo condiciones sesiles.

Después de analizar todos los tratamientos bajo diferentes condiciones y cepas, el
analisis post hoc con la prueba de“Tukey demuestra que las cepas individuales son
mejores que los consorcios en romper la tension superficial, y que las condiciones
de cultivo con mayor actividad BS ocurre bajo estado planctonico, encontrando que
la muestra 8c P tiene diferencias estadisticamentessignificativas (df=11; F=6.951; P
< 0.05) sobre las muestras 8c S, 20a S, C2.P-C3 P y51P (Anexo 4).

Por otra parte, para la actividad emulsificante los valeres de IE2s4 con cultivos
bacterianos de 48 horas no parecen ser variables, es deCir.no exceden el + 5%
como se observa en las Tablas 7 y 9, por lo tanto, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos bajo condiciones planctonicas
y sésiles (df=11; F=1.25; P > 0.05), asi como individuales y en cofsorcios (Anexo
4).

La consistencia en los valores de las emulsificaciones sugiere que la concentracion
del compuesto responsable de la actividad emulsificante, alcanza su limite después
de lograr una dispersion completa del hexadecano, por lo que IE24 no supera el 60%,
a pesar que se observa que el hexadecano pasa a formar parte de la emulsificacion
por completo, ademas, la estabilidad no depende de la naturaleza del compuesto,

pero si del tipo de biosurfactante que produce la cepa.
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Tabla 9. Actividad"BS/BE de las cepas seleccionadas cultivadas bajo condiciones sésiles después de 48h de

incubacion.
Actividad
Biosurfactante Bioemulsificante
Clave
Gota Colapsada (mm) 1E24 (%)
8¢ 5 56.6
20a 4 57.2
66 5 53.3
C1 5 57.2

Tabla 10. indices de emulsificacion del consorcio €1, dbtenidos durante la cinética de crecimiento en cultivo
sésil, a diferentes horas.

indicede Emulsifi¢acion (% / Horas)
Clave

24 48 72 96 120

C1 56,52 57,6 | 57,14 57,77 57,77

8.12 Caracterizacion:

A) Hemolitica biosurfactante

En este caso para las mejores cepas, los resultados de la actividad hemolitica
muestran que, todas presentan actividad de tipo beta-hemolitico, ‘con diferentes
halos de hemdlisis que dependen de la cantidad del BS que puede difundirse en el
agar para lisar la sangre (Tabla 11; Fig. 11), es por eso, que los halos delisiS son
de diferentes tamafos.

La actividad hemolitica se determin6 usando el SLC del cultivo de 48h de las cepas

individuales y consorcios.
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bla 11. Actividad beta hemolitica de las cepas individuales y de los consorcios.
/‘ Clave  Actividad
L Hemolitica (mm)

59a 10
®/" 51 9
\p/‘ 8c 16

Oz 20a 14

66 15
s I
e’ 12

N O

Figura 11. Actividad Hemolitica en placa de Agar Sangre, de las cinco cepas selecci;nadas y los tres consorcios.

CN = Control Negativo; como control positivo se uso el Tritdn x1 3

8.13 Dendrograma de similitud: 9‘)

Para determinar la similitud entre los resultados de la actividad BS y B 0s
diferentes tratamientos (cepas individuales o los consorcios bacterianos), asi
también, de las condiciones de cultivo (planctonica y sésil), se realizé un anélis@

multivariado (Dendrograma de similitud), utilizando el software PAST version 3.230
(Hammer et al., 2001). :
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En la actividad biosurfactantes, los resultados de los consorcios son similares con
los tratamientos individuales. Solo el grupo 1 se separa del resto de los tratamientos
de acuerdo al*dendrograma de similitud (Fig. 12), en este grupo se agrupan los
tratamientos defas‘cepas 8c P, 20a P y 66 P, todos planctonicos, que coincide con

el mayor diametro de sus gotas colapsadas (Anexo 4).

o o wv
a p a a wn o w wn o o P a
3} o [0} - [t} o)} Q H ~ m o -
5] o~ o (@] () n 5] Q Q Q o~ n
2
0.5
1 4
3

Distance
(5
L

2.0

2.54

3.0

Figura 12. Dendrograma del ensayo de Gota Colapsada. (P = Plancténico; S = Sésil).

Con respecto a la emulsificacion de 24h, la cepa 51 en condiciones plarctonicas
mostré la menor actividad emulsificante (Anexo 4), separandose del resto de
tratamientos. Mientras que el grupo 1 del dendrograma de similitud agrupa.ados
consorcios 2 y 3 bajo condiciones planctonicas (Fig. 13), que coincide con aquellos

tratamientos que presentaron los valores IE24 mas altos (Anexo 4).
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9. CONCLEUSIONES

Todas las bacterias evaluadas en este trabajo son consideradas como bacterias
halotolerantes, debido a su facilidad para crecer en concentraciones de NaCl
mayores a 5%. El61% de las 27 bacterias fueron capaces de crecer por arriba del
10% de NacCl, de las/cuales destacan seis, creciendo a una concentracion de 17.5%

de NacCl, ubicandolas como6 altamente halotolerantes.

La actividad hemolitica demestroé que el 57% de las cepas tienen la capacidad de
causar una hemodlisis beta, por lo que se consideran como las principales candidatas

productoras de BS.

El ensayo de gota colapsada revelé que el 50% de las cepas cumplian con las
condiciones de seleccion produciendetgotas = 4 mm, cepas consideradas como
buenas productoras de BS, cuya caracteristica les permite romper la tensiéon
superficial aumentando la superficie_de la-gota, de entre las cuales destacan dos
cepas 44ay S1, con gotas colapsadaside 7 mm de diametro. Estos datos permiten
excluir al 20% de cepas que producen-hemoglisis.debido a metabolitos diferentes a
los de naturaleza biosurfactante.

La actividad BE fue determinada por el indice-de Emulsificacion a las 24h (IEz4), el
cual determind que, de las 44 cepas, 13 (30%) no son buenas para formar
emulsiones, cinco (11%) forman emulsiones menores al 30% del IE, nueve cepas
(20%) forman emulsificaciones igual o mayor al 40% del [E (actividad media),
mientras que 17 cepas (39%) forman emulsiones por arriba del 50%. del IE, dentro
de las que destacan dos cepas, la S3 y S7 con emulsificaciones mayores al 60%
del IE.

Se demostré que las BS presentan, mayormente, cargas negativas (anionicas),
siendo estas un total de 30 cepas. Por el contrario, tan solo siete cepas presentan
cargas positivas (cationicas), y seis de ellas no presentan carga ionica. También se
demostré, que una de las cepas parece estar cargada tanto positiva como
negativamente, por lo que se piensa que el BS sea de naturaleza zwitterionica o

gue produzca mas de un compuesto con cargas diferentes.
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Las diez cepas que pasaron a la siguiente parte del trabajo corresponden a la 8a,
8c, 20a, 28, 353, 51, 59a, 66, S6y S9.

Se conformarondres consorcios, uno triple, uno cuadruple y uno quintuple, tomando
en cuenta el tiempo de produccion 6ptimo de los compuestos BS y BE de las cepas
8c, 20a, 66, 51 y 59a.

El resultado en cultivo planetonico determiné que las cepas individuales son mejores
gue los consorcios, ya que;las cepas poseen una mejor actividad BS cuando se
encuentran individualmente. Por el contrario, la actividad BE fue dificil de definir,

debido a que los rangos en los quesvarian los resultados son muy cercanos.

En el cultivo sésil, se determiné que la.eficiencia de produccion de compuestos BS
y BE no se ve afectada por las condiciones de cultivo, y que, en algunos casos, la

actividad disminuye un poco en ambos ¢asos.

Las cepas finales demostraron ‘ser” compatibles y tener buena viabilidad para
mantenerse en consorcios con bacterias con caracteristicas diferentes. A pesar de
que las combinaciones resultaron no ser las mejores; ya que estas no favorecieron
la expresion de una mayor cantidad de los.compuestos 'y el aumento de la actividad
BS y BE, tampoco disminuyeron en gran medida la dualidad que presentaban las

cepas de manera individual.

El andlisis estadistico reveldé que, para la prueba de gota Colapsada, las cepas
individuales y en condiciones planctonicas fueron mejores que las otras muestras,
destacando las cepas 8c, 20a y 66 (P). Caso contrario enf'el ensayo de
emulsificacion, donde no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
Aun asi, se destacan los consorcios C2 y C3 en condiciones planctonicas;-Coemo los
mas eficientes o con mayor indice. De esta forma, también se pudo conocer que la

cepa 51, obtuvo los resultados mas bajos en ambos ensayos.

Las emulsificaciones de todas las muestras (cepas, consorcios y en ambas

condiciones de cultivo), son estables en el tiempo.
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10. PERSPECTIVAS

Esta investigacion revela a través de los resultados obtenidos de actividad BS y BE,
que las cepas evaluadas son prometedoras, y se eleva la expectativa de lo que
podran lograr en elfuturo al optimizarse los medios y las condiciones de cultivo o al
purificar los compuestos que producen. Por lo que es necesario la identificacion
tanto de las cepas como. de los compuestos quimicos, esperando que también en
el futuro, nuevas fuentésyde carbono renovables, se usen para producir estos
compuestos a escala industrial, y el costo de produccién disminuya, asi como la

generacion de residuos industriales que son desechados.

Siendo este uno de los primeros trabajos realizados con cepas aisladas de cenotes
(casi en su totalidad), y habiéndose 6btenido resultados prometedores, se abre una
nueva linea de investigacion para dar pie atrabajos mas especializados y promover

la bioprospeccién en sitios que ne’han sido explorados.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Deseripcion morfologica de las 44 cepas.

[a) \ (@) <
< w o < < n:
s 3% 3 9 S = G 2 S
3 28 B 3 Z £8 55 3
= = @ | W < x © ©
- w (o o
Blanco/
TA B(-) Irregular Ondulado Plana Cerosa Opaca
beige
Blanco/
Ta B(-) Irregular Ondulado Plana Cerosa Opaca
beige
8A B(-) Irregular Lobulado Crateriforme Rugosa Opaca Blanco
8a B(+) Irregular Filamentoso = g€rateriforme Rugosa Opaca Blanco
8c B(+) Irregular Lobulado Crateriforme Rugosa Opaca Blanco
Cremosa/
20a B(+) Irregular Ondulado Crateriforme Opaca Blanco
cerosa
20b B(+) Irregular Lobulado Crateriforme Rugosa Opaca Blanco
21 B(-) Irregular Filamentosa Pulvinada Rugosa Opaca Blanco
22a B(-) Irregular Filamentoso Pulvinada Mucoide Translucida Blanco
24 B(-) Rizoide Filamentoso Elevado Suave Translucida Blanco
25a B(-) Puntiforme Liso Plana Stiave Opaco Beige
25b B(-) Irregular Lobulado Crateriforme Suave Opaca Blanco mate
28 B(-) Rizoide Filamentosa Elevada Suave Translucida Blanco
34a B(-) Filamentosa Ondulada Umbonado Suave Translucida Blanco hueso
Suave/
34b B(+) Irregular Ondulado Plana Opaca Blanco
cremosa
. . Blanco
35 B(-) Circular Liso Plana Cremosa Opaea brillante
35a B(-) Circular Rizado Plana Rugosa Opaca Beige
39a B(-) Irregular Ondulado Convexa Cremosa Opaca Rosa
39 B(-) Irregular Ondulado Convexa Cremosa Opaca Blanco/rosa
40 C(+) Puntiforme Liso Plana Cremosa Opaca Blanco
43 B(-) Filamentosa Ondulado Umbonado Mucoide Translucida Blahco
Amarillo/
44a B(+) Irregular Ondulado Convexa Cremosa/cerosa Opaca .
naranja suave
46 B(-) Circular Liso Convexa Suave Transparente Blanco
51 B(+) Irregular Filamentosa Convexa Cremosa Opaca Blanco/beige
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w 2 ~ (]
(a \ (@) <
= §837/= 9 g 58 g 2 S
3 58 “8 S 3 Eg 55 S
= N\ @ r P x © ©
- w = a
5la C(H) Puntiforme Liso Plana Suave Opaca Blanco
52 C() Puntiforme Liso Convexa Mucoide Translucida Blanco
52b C() Puntiforme Liso Convexa Cremosa Opaca Blanco
. . Blanco/
54a C() Circular Entero Convexa Mucoide Opaca .
amarillo suave
Verde
59a CB(-) Irregular Ondulado Convexa Mucoide Translucida (pigmento
difusible)
64 B(-) Irregular Lobulado Elevado Aspera Opaca Blanco
66 B(+) Irregular Lobulado Crateriforme Rugosa Opaca Blanco
66a B(+) Irregular Dentada Crateriforme  Cerosa/mucoide Opaca Blanco
Verde
72 B(-) Irregular Filamentosa Plana Mucosa Translucida (pigmento
difusible)
Irregular/Pu ’ p
S1 B(+) - Ondulado Crateriforme Aspera Opaca Blanca
ntiforme
S2 B(-) Puntiforme Liso Convexa Cremosa Opaca Amarillo
S3 B(-) Puntiforme Liso Plana Muc6sa Translucida Naranja
sS4 B(+) Irregular Ondulado Plana Mucoide Opaca Beige
S5 B(+) Rizoide Ondulado Convexa Suave Translucida Beige
S6 MC(-) Puntiforme Liso Convexa Cremosa Opaca Blanco
S7 B(-) Irregular Lobulado Convexa Cremosa Opaca Naranja/roja
S8 B(-) Irregular Liso Plana Cremosa Translu€ida Naranja/roja
I lar/P
S9 B(+) "egu ar/Pu Ondulado Crateriforme  Cremosa/cerosa Opaca Blanco/beige
ntiforme
S10 B(-) Irregular Ondulado Convexa Cremosa Opaca Naranja
S11 B(-) Puntiforme Liso Convexa Cremosa Opaca Beige

B = bacilo, C = coco, CB = cocobacilo, MC = Micrococo, (+) = Gram positivo, (-) = Gram negativo
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Anexo 2. Caracteristicas de las 44 cepas para la seleccion de las cepas potenciales.

Caracterizacion Actividad
Tolerancia al
@ < .
Clave NaCl % % 3 % % Bicemulsificante  Estabilidad de las ~ Biosurfactante
2 E, s 3 % IE emulsificaciones  Gota colapsada
« x S § 2 ¢ (% 1E2) (Yl E)** (mm)
T N
O < ~
7A 10 10 C 0.16 4.69 0 3
Ta 10 10 A p 0.17 3.56 0 4
8A 154 10 A + 0.18 55.83 40 5
8a 10 10 A ++ 037 58.21 39 5
8c 10 10 A + 0.40 57.17 57.1 5
20a 154 10 A + 0.17 57.93 435 5
20b 10 10 A ++ 0.10 59.11 59 5
21 15 15 C ++ 0/07 37.60 375 4
22a 15 154 A - 0,30 3.88 0 6
24 10 154 C ++ 1.66 1245 0 2
25a 10 10 A - 0.12 3.10 0 2
25b 15 20¢ A ++ 0.33 2.70 0 4
28 15 20¢ A ++ 0.41 40793 0 4
34a 10 15 A ++ 0.60 1.86 0 2
34b 10 15 C - 0.33 2.80 0 5
35 5 104 C ++ 0.22 6.70 0 5
35a 5 154 A ++ 0.2 43.95 0 4
39%a 5 5 A ++ 0.32 42.28 40 2
39b 5 5 A ++ 0.00 36.08 0 2
40 15 209 A ++ 0.46 11.04 0 38
43 175 159 A ++ 2.14 4.32 0 3
444 154 15-20¢ A ++ 0.13 3.20 0 7
46 175  15-20¢ A - 0.60 8.42 0 3
51 104 109 * ++ 0.10 59.72 49 3
5la 175 20 * - 0.56 20.02 0 2
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Caracterizacion Actividad
Tolerancia al —
8 ) s 3 Estabilidad de las  Biosurfactante
Clave NaCl % £ 2 3 § Bioemulsificante e
= S 2 emulsificaciones  Gota colapsada
5 { S |5 § g (W& (1E)** (mm)
5 b § |T @ g
O < g
52 17[1'5 154 * ++ 0.07 47.06 47 4
52b 17(1'5 154 A + 0.07 57.10 S 5
59a 5 109 A + 0.20 58.31 43 5
64 5 104 A ++ 0.08 14.80 0 2
66 15¢ 10 A ++ 1.42 53.97 53.9 6
66a 154 10 A + 0.08 56.91 56.9 5
72 5 5 A + 0.20 57.56 57.5 4
S1 154 154 A ++ 0+20 58.93 58.9 7
S2 17[1'5 20¢ A ++ 0.07 55.93 55.9 3
S3 104 104 A + 0.07 65.61 0 2
S4 5 5 A - 0.20 12.65 0 2
S5 5 5 C - 0.14 9:03 0 2
S6 5 5 C ++ 0.11 50.16 35 2
S7 5 5 A/C ++ 0.09 63.72 56:51 3
S8 10 10 * - 0.07 49.72 0 2
S9 5 10 A ++ 0.14 59.07 59 5
S10 5 109 A ++ 0.07 35.26 0 2
S11 5 10 * - 0.86 7.93 0 4

*CST= Caldo Soya Tripticaseina, *AST = Agar Soya Tripticaseina, d = crecimiento débil, A<= ani6nico, C =
cationico, (*) = no ionico, A/C = anfotérico, (++) = hemdlisis beta, (+) = hemdlisis alfa, (-) = hemolisis gamma.
**Indice de emulsificacion a los 3 meses.
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Anexo 3. Estabilidad de las emulsificaciones.

Clave indice de emulsificacion indice de emulsificacion
(24h) (1 mes)
59a P 56,72 5333
51P 47,53 2851
8cP 55,81 53,70
8cS 56,62 50,14
20a P 57:21 35,55
20a S 56761 28,14
66 P 55,40 37.40
66 S 53,26 5185
C1lP 56,98 55,89
C1S 57,18 36,30
C2P 58,70 56,66
C3P 58,02 56,81

(P =Planctonico; S =:Sésil)
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Anexo 4. Datos usados para el analisis estadistico de los ensayos de Gota Colapsada e
Indice de Emulsificacion.

Clafe Gota Colapsada indice de emulsificacion
(mm) (24h)
59a P 5+1.00° 56.72 £ 0.24°
51 P 3.3+ 0.5820< 47.53 £15.35°
8c P 746 + 0.582¢feN 55.81+1.27°
8cS 5+ 0.00f 56.62 +0.17¢
20a P 7 + 10002k 57.21+1.28°
20a S 4 +0.008" 56.61+ 1.11°
66 P 7 +1.00¢m 55.39 + 1.09¢
66 S 531058 53.26 + 1.86"
ClP 6+1.73¢ 56.98 + 2.00'
C1S 5+0.00 57.18 + 0.87/
C2P 4.6 +0.58" 58.69 + 1.09*
C3P 4 +0.21*m 58,02+ 0.23'

P = Planctdnico; S = Sésil. Promedio (+ DE, n = 3) seguido de letras iguales indican-diferencias

estadisticamente significativas de acuerdo a la prueba de Tukey post hoc (P<0.05):
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