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ABSTRACT

RESUMEN

En los dltimos afios, los productos metabdlicos producidos por microorganismos han
tenido una mayor atencion, ya que la utilizacion de estos productos en bioprocesos de
tratamiento de aguas y sedimentos contaminados con metales ha aumentado la
eficiencia de eliminacién. Entre los productos metabdlicos, los biosurfactantes han sido
ampliamente estudiados debido a sus multiples aplicaciones, incluida la eliminacion de
metales pesados. Los biosurfactantes son una clase de compuestos que son producidos
por algunos microorganismos que en varios casos son extracelulares, los cuales han
sido investigados por su capacidad de formar complejos con algunos metales, tales
como cadmio, plomo y zinc. En este estudio, se evalué la produccién de biosurfactantes
de microorganismos metalotolerantes como potencial para la eliminacion de metales
pesados. Asi mismo, se seleccionaron las siguientes bacterias del cepario del laboratorio
de biorremediacion de la Universidad de Sonora: Bacillus megaterium, Bacillus cereus ,
Pseudomonas rhodesiae, y Pseudomonas aeruginosa. En las pruebas de actividad
hemolitica Bacillus cereus y Pseudomonas aeruginosa fueron los Unicos
microorganismos capaces de lisar los globulos rojos mientras que en la prueba de la
actividad lipolitica solo P. aeruginosa hidroliz6 al aceite vegetal. Con base a lo anterior
se continuaron las pruebas de produccién de biosurfactante utilizando glicerol (3% v/v)
como fuente de carbono, con lo cual se logré una produccion de 1.054 g/L a las 10 horas
de cultivo, cuantificado como ramnolipido por el método del orcinol. La cuantificacion de
la biomasa permitié establecer que el biosurfactante es un metabolito primario asociado
al crecimiento ya que se observé un incremento simultdneo de biomasa y biosurfactante
con una produccién maxima de microorganismos de 11.33X108 UFC/mL a un tiempo de
7.96 h de acuerdo con el modelo logistico. Con el indice de emulsificacion y la dispersion
del aceite, realizadas con el sobrenadante libre de células, se comprobd que el
biosurfactante es un metabolito extracelular observando un indice de emulsificacion de
52.22% a las 10 h, que concuerda la produccién de la biomasa con una dispersion del
aceite positiva, sin embargo en la prueba de la gota colapsada no se observo ningun

cambio, por lo que presumiblemente podria necesitarse una mayor cantidad de
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biosurfactante en el sobrenadante para observar un colapso de la gota. En base a los
resultados obtenidos se establecié una metodologia confiable para la deteccion y
cuantificacién de biosurfactantes, los cuales pueden tener una potencial utilizacion en la

eliminacion de metales pesados de aguas de la industria minera.



ABSTRACT

ABSTRACT

In recent years, the metabolic products produced by microorganisms have received
greater attention, since the use of these products in bioprocess for the treatment of water
and sediments contaminated with metals has increased the efficiency of elimination.
Among metabolic products, biosurfactants have been widely studied due to their multiple
applications, including the removal of heavy metals. Biosurfactants are a class of
compounds that are produced by some microorganisms that in several cases are
extracellular, which have been investigated for their ability to form complexes with some
metals, such as cadmium, lead and zinc. In this study, the production of biosurfactants
from metallotolerant microorganisms was evaluated as a potential for the removal of
heavy metals. Likewise, the following bacteria were selected from the strain of the
bioremediation laboratory of the University of Sonora: Bacillus megaterium, Bacillus
cereus, Pseudomonas rhodesiae, and Pseudomonas aeruginosa. In the hemolytic
activity tests, Bacillus cereus and Pseudomonas aeruginosa were the only
microorganisms capable of lysing red blood cells, whereas in the lipolytic activity test only
P. aeruginosa hydrolyzed the vegetable oil. Based on the above, the biosurfactant
production test were continued using glycerol (3% v/v) as a carbon source, with which a
production of 1.0514 g/L was achieved at 10 hours of culture, quantified as rhamnolipid
by the orcinol method. The quantification of the biomass allowed establishing that the
biosurfactant is a primary metabolite associated with growth since a simultaneous
increase in biomass and biosurfactant was observed with a maximum production of
microorganisms of 11.33x108 CFU/mL at time of 7.96 h according to the logistic model.
With the emulsification index and the oil spreading, carried out with the cell-free
supernatant, it was verified that the biosurfactant is an extracellular metabolite, observing
an emulsification index of 52.22% at 10 h, which agrees the biomass production with a
positive oil spreading, however in the drop-collapse test no change was observed so
presumably to a greater amount of biosurfactant in the supernatant could be needed to
observe a collapse of the droplet. Based on the results obtained, a reliable methodology
was established for the detection and quantification of biosurfactants, which may have a

potential use in removal of heavy metals from waters of the mining industry.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Introduccioén

La contaminacién del agua y suelo, debido a las actividades antropogénicas ha
ocasionado una gran problematica a la salud de la poblacién (Huang et al., 2014; Reyes
et al., 2016). Los tratamientos bioldgicos como la biorremediacion tienen la gran ventaja
de que son mas amigables con el medio ambiente, debido a que utilizan
microorganismos o metabolitos para reducir, eliminar o transformar los contaminantes

presentes en sedimentos, suelo y agua (Pandey & Fulekar, 2012)

En los ultimos afios ha tenido una mayor atencion los productos metabdlicos, ya que la
utilizacion de estos productos ha aumentado la remocién de metales en suelos y aguas
contaminadas. Entre los productos metabdlicos, los biosurfactantes han sido
ampliamente estudiados debido a sus mdltiples aplicaciones, incluida la remocion de

metales pesados (Govarthanan et al., 2017).

Los biosurfactantes son una clase de compuestos que son producidos por algunos
microorganismos que en varios casos son excretados. Han sido investigados por su
capacidad de formar complejos con los metales como cadmio (Cd), plomo (Pb) y zinc
(Zn). El complejo biosurfactante puede aumentar la solubilidad aparente de los metales,
por lo que no es toxico para las células (Gomathy & Sabarinathan, 2010). Estos
compuestos contienen restos hidrofilicos, que se puede componer de un acido, cationes
peptidicos o aniones, mono, di o polisacaridos, mientras que el resto hidrofébico se
compone de cadenas de hidrocarburos o acidos grasos saturados o insaturados, por el

tipo de estructura adquiere la propiedad de reducir la tensién superficial e interfacial de

e
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

los liquidos, lo cual puede formar micelas y microemulsiones entre dos fases (Banat et
al., 2010).

La recuperacién de compuestos inorganicos como los metales involucra la quelacién y
eliminacion de iones, se debe a las interacciones quimicas entre los compuestos
anfipaticos de los biosurfactantes y los iones metdlicos (Banat et al., 2010). Asi mismo
se ha observado que los biosurfactantes promueven la desorcion de metales como el
cadmio, plomo, zinc o cobre de suelos. Una de las ventajas mas importantes es que los
metales que son atrapados por micelas a través de un proceso electrostatico, se pueden
recuperar facilmente por técnicas de separacion de membranas (Kitamoto et al., 2002)

Justificacion

El Estado de Sonora es el principal productor de cobre, grafito entre otros., los procesos
de obtencién de estos materiales generan muchos desechos téxicos como es el drenaje
acido de mina, al tener contacto con suelos y aguas contaminan, esto ocasiona el
deterioro de la calidad del agua y la fertilidad del suelo, de acuerdo a estas razones es
importante investigar e implementar alternativas para la biorremediacién de sitios
contaminados como es el uso de productos metabdlicos de microorganismos
enddgenos. Uno de los metabolitos de gran interés debido a sus propiedades son los
biosurfactantes, ya que su estructura le da unas ciertas caracteristicas que los hacen
mejores que los surfactantes quimicos, pero lo mas importante es que no son toxicos
para los microorganismos, por lo que la investigacion se centra en la deteccion de
microorganismos productores de biosurfactantes que se encuentran en el laboratorio de
biorremediacion de la Universidad de Sonora, los cuales fueron previamente aislados de
sitios contaminados con metales pesados. La deteccion de microorganismos
productores consiste en identificar y seleccionar aquellos que muestren capacidad
hemolitica, lipolitica en agar sangre y agar rodamina B respectivamente, posteriormente
evaluar la produccion del biosurfactante por el método del orcinol y realizar las pruebas

de la gota colapsada, dispersion del aceite y el indice de emulsificacion.

1
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la produccion de biosurfactantes de microorganismos metalotolerantes como

potencial para la eliminacion de metales pesados.

Objetivos Especificos

¢ Identificar y seleccionar microorganismos que muestren capacidad hemolitica
en cultivos de agar sangre.

e Identificar y seleccionar microorganismos que muestren capacidad lipolitica
en cultivos adicionado con aceite de oliva.

e Evaluar la produccion de biosurfactantes por el método del orcinol y las
pruebas de la gota colapsada, dispersion del aceite y el indice de
emulsificacion.

1
Maria Fernanda Figueroa Sanez
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

CAPITULO 2

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Contaminacion por Metales Pesados

Los metales pesados, son un grupo de metales y metaloides con una densidad atémica
superior a 4000 K g/m?3. Los metales no pueden degradarse ni desintoxicarse facilmente,
su existencia y destino en el suelo es una de las grandes preocupaciones, debido a su
impacto potencial en las comunidades microbianas, también porque es una
contaminacién potencial para el agua subterranea, lo que puede ocasionar problemas a
la salud humana por su gran toxicidad (Kim & Vipulanandan, 2006).

La contaminacion del agua y suelo por metales pesados ocasionada por las actividades
del hombre y de forma natural, esta afectando drasticamente la seguridad alimentaria y
salud publica (Huang et al., 2014; Reyes et al., 2016). Cuando los metales entran a los
ecosistemas acuaticos, los metales son transformados por procesos biogeoquimicos y
se distribuyen entre varias especies con distintas caracteristicas fisico-quimicas como
en material particulado (>0.45 pm), coloidal (1 nm-0.45 pm) y especies disueltas (=1 nm)
(Martorell, 2010). El tipo de materia organica, inorganica tanto particulada o coloidal,
tienen un papel fundamental en los procesos de coagulacion, sedimentacion y adsorcion,
lo cual determina el tiempo de residencia y el transporte de los metales trazas desde la

fuente de agua hacia otros tipos de matrices (Reyes et al., 2016).

Los metales pesados de mayor preocupacion debido a su fuente antropogénica son los
siguientes: mercurio, plomo, cadmio, cromo, antimonio, manganeso, niquel y cobre
(Rodriguez Heredia, 2017), siendo este ultimo uno de los de mayor produccion en la

industria de la mineria en el Estado de Sonora.

Maria Fernanda Figueroa Sanez
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1.1 Cobre

El cobre es un metal no ferroso, el cual tiene un nimero atbmico 29. La utilizacién y
aplicacion de este metal se debe a sus propiedades quimicas, eléctricas, fisicas y
mecanicas. La mayor parte del cobre se obtienen de los sulfuros minerales como la
calcopirita, covelita, bornita y enargita. El compuesto mas importante fabricado

industrialmente es el sulfato de cobre (Londofio-Franco et al., 2016).

Es ampliamente utilizado en el cableado eléctrico, en los techos, diversas aleaciones,
pigmentos, utensilios de cocina, tuberias y en la industria quimica. Las sales de cobre
se utilizan en el suministro de agua para controlar crecimientos biolégicos en depdésitos
y tuberias de distribucién, también para catalizar la reaccion de oxidacion del manganeso
(Association, 2012).

El cobre se considera un elemento traza esencial para las plantas y los animales.
Algunos compuestos son toxicos por ingestion o inhalacion. Respirar altos niveles puede
causar irritacion en la nariz y garganta, por otra parte la ingestion puede causar nauseas,
vomitos, diarrea y dosis muy altas de cobre pueden causar dafios al higado y rifiones, e
incluso puede causar la muerte (Atsdr, 2004).

2.2 Biorremediacion

La biorremediacién se clasifica en un tratamiento bioldgico, debido a que es un proceso
en donde se utilizan microorganismos para reducir, eliminar o transformar los
contaminantes presentes en sedimentos, suelo y agua. Este proceso depende de utilizar
los microrganismos especificos correctos y las condiciones ambientales apropiadas. Los
microorganismos enddgenos de ambientes contaminados a menudo estan bien
adaptados para sobrevivir en presencia de contaminantes y condiciones extremas de

temperatura, pH y potencial de oxidacion/reduccion del sitio (Pandey & Fulekar, 2012).

Maria Fernanda Figueroa Sanez
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.2.1 Microorganismos

Los microorganismos endogenos utilizan los nutrientes y los aceptores de electrones
disponibles en presencia de agua liquida, por lo que el agua actia como vehiculo para
el transporte de microorganismos y sustancias disueltas, lo que incluye contaminantes y

subproductos de descomposicion (Pandey & Fulekar, 2012).

En la biorremediacién se utilizan microorganismos resistentes a los metales, ya que
tienen sistemas genéticos que contrarrestan los efectos tdéxicos y que son capaces de
sobrevivir en ambientes con altas concentraciones de estos elementos (Marrero-Coto et
al., 2010). Por otra parte, los microorganismos tolerantes son indiferentes a la presencia
o ausencia del metal. Tanto los microorganismos resistentes como tolerantes son de
particular interés como captores de metales en sitios contaminados, debido a que ambos
pueden extraer los contaminantes (Vullo, 2003).

Los microorganismos influyen directamente en el destino de los metales en el medio
ambiente y puede proporcionar la clave para disminuir la contaminacion ya existente. En
respuesta a la presencia de los metales en el medio ambiente, los microorganismos han
desarrollado mecanismos ingeniosos de resistencia al metal y detoxificacion (Gomathy
& Sabarinathan, 2010).

2.2.2 Sustancias producidas

Los microorganismos crecen y viven en aglomerados como biopeliculas, granulos o
floculos (Martinez, 2007), debido a que producen ciertas sustancias como son las
sustancias poliméricas extracelulares (EPS), los cuales son una mezcla compleja de
polimeros de alto peso molecular, se constituye principalmente por polisacéridos,
proteinas, sustancias de tipo humico, acidos nucleicos, lipidos y glicoproteinas
(Perovano Filho et al., 2019).

El hierro es un nutriente esencial para casi todos los microorganismos. Sin embargo, en
el ambiente aerobio, el hierro existe principalmente como Fe3* y tiende a formar
hidroxidos insolubles, por lo que no esta disponible para los microorganismos. Las

bacterias han desarrollado estrategias para solubilizar este metal para su eficiente
e
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

absorcion. Una de las estrategias mas comunmente conocidas y desarrolladas por las
bacterias es la produccién de sideroforos, los cuales son quelantes de hierro de bajo
peso molecular con altas constantes de asociacion para la complejacion de hierro. Por
lo tanto, los sider6foros actian como agentes solubilizantes para el hierro a partir de
minerales o compuestos organicos en condiciones de limitacion del hierro. Ademas, los
sideréforos también pueden formar complejos estables con otros metales que son de
gran preocupacién para el medio ambiente, como son Al, Cd, Cu, Ga, In, Pb, Zn. La
unién del sideréforo a un metal aumente la concentracion de metal soluble (Miethke &
Marahiel, 2007; Nair et al., 2007; Rajkumar et al., 2010).

Otra de las sustancias mas importantes y de gran estudio actualmente son los
biosurfactantes.

2.3 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos anfipaticos que contienen restos hidr6fobos e
hidréfilos, que reducen la tensién superficial y la tensién interfacial entre moléculas
individuales en una superficie y en la interfase (Gautam & Tyagi, 2006). Estos
compuestos pueden ensamblarse entre superficies y minimizar la tension superficial
entre ellos. Ademas, muestran una alta actividad de emulsificacion, por otro lado, se
producen sobre la superficie de las células microbianas o fuera de la célula (Alwaely et
al., 2019). Los biosurfactantes son metabolitos secundarios con baja o nula toxicidad,
los cuales son producidos por microorganismos, como bacterias, levaduras y hongos,
cuando se cultivan en medios de cultivo que contienen compuestos organicos como
fuente de carbono, que no son sustancias disueltas como los hidrocarburos, aceites, etc.,
los microorganismos producen muchos materiales, incluido el biosurfactante para

propagar esa fuente de carbono dentro de la célula.

Las caracteristicas que tienen en comun la mayoria de los biosurfactantes, las cuales

tienen mayores ventajas con respecto a los surfactantes sintéticos, son las siguientes:

e
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Actividad superficial e interfacial: los biosurfactantes tienen mayor efectividad y
eficiencia en comparacion con los surfactantes sintéticos, debido a que bajan la tension

superficial a una concentracion mas baja (Desai & Banat, 1997).

Tolerancia a la temperatura, pH, fuerzaiénica: muchos biosurfactantes y su actividad
superficial no se ven afectados por condiciones ambientales como la temperatura y el
pH, por lo que se pueden utilizar en condiciones ambientales extremas (Nitschke &
Costa, 2007).

Biodegradabilidad: Los biosurfactantes son biodegradables, debido a que son
compuestos producidos por microorganismos (Mohan et al., 2006) por lo que los
surfactantes sintéticos no son biodegradables.

Baja toxicidad: Los biosurfactantes tienen mejor biodegradabilidad, debido a su
estructura molecular especifica y por su origen microbiano tienen menor toxicidad, lo que
resulta en una ventaja, ya que es amigable con el medio ambiente y tiene aplicaciones
en la industria de la comida, cosméticos y productos farmacéuticos (Poremba et al.,
1991).

Disponibilidad: Los biosurfactantes se pueden producir a partir de materias disponibles
o hasta residuos agroindustriales, ya que contienen altos niveles de hidratos de carbono
o lipidos, los cuales son indispensables para el crecimiento y sintesis. Una de las
ventajas de utilizar residuos agroindustriales es la eliminacién de estos residuos y
tratamientos (Nitschke & Costa, 2007).

Especificidad: Como los biosurfactantes son moléculas organicas complejas, los cuales
tienen grupos funcionales especificos y por lo tanto también en su accion. Esta
caracteristica es de particular interés en la desintoxicacién de contaminantes especificos
(Kosaric, 1992).

La funcidn de la produccion del biosurfactante es primero romper la tension superficial e
interfacial entre dos fases como: liquido/liquido, gas/liquido, sélido/liquido y por otro lado,
es conocer la concentracion de biosurfactante a la cual se forman las micelas, que es un

pardmetro que permite estudiar la actividad tensioactiva como es la Concentracion
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Micelar Critica (CMC) (Yafiez-Ocampo & Wong-Villarreal, 2013). Estas dos funciones
permiten incrementar la transferencia de masa, por lo que hacen que las fuentes de
carbono de baja solubilidad estén mas disponibles para su biodegradacion e
incorporacién al metabolismo para generacion de energia y produccion de biomasa
microbiana. Los biosurfactantes favorecen la biodisponibilidad de los contaminantes,
debido a que se establece el equilibrio de desorcion-solubilizacién, por otro lado,
desplazan el equilibrio hacia la fase acuosa, lo que hace que se lleven a cabo los
diferentes procesos de transporte como el difusivo, convectivo y la biodegradacion del
contaminante, por lo que es uno de los aspectos mas importantes de estos metabolitos
microbianos (Kitamoto et al., 2002; Rosenberg & Ron, 1999; Yafiez-Ocampo & Wong-
Villarreal, 2013).

2.3.1 Clasificacion y propiedades

Los biosurfactantes se agrupan en biosurfactantes de bajo peso molecular y alto peso
molecular, segun su naturaleza bioquimica. Los de bajo peso molecular (lipopéptidos,
glicolipidos, fosfolipidos) reducen eficazmente la tension superficial e interfacial, por otro
lado, los de alto peso molecular (biosurfactantes poliméricos y en particulas) es un
agente estabilizador de una emulsiéon. De acuerdo con su composicién quimica se
clasifican en glicolipidos, por ejemplo: los ramnolipidos, soforolipidos, trehalolipidos,
lipidos de manosilitrol. En el grupo de los lipopéptidos entran lo que es la surfactina,
liquenina, iturina, fengycina, serrwettin. Otra de las agrupaciones es en acidos
grasos/fosfolipidos/lipidos neutros, por ejemplo: &cido fosfalido, fosfato de lipidos,
fosfato de acido félico. Como biosurfactantes poliméricos estan el emulsan, alasan,
biodispesan, liposan y como biosurfactantes en particulas a las vesiculas y células

enteras (Fenibo et al., 2019; Pacwa-Ptociniczak et al., 2011; Stancu, 2015).

Los biosurfactantes también se denominan biotensioactivos, debido a que son
sustancias producidas por microorganismos que modifican la tensién superficial entre
dos interfases, las cuales pueden ser agua/aire o aceite/agua y se mide por medio de
tensiometros (Jimenez Islas et al., 2010; Makkar & Cameotra, 1998). Los tensioactivos
tienen diferentes propiedades que los caracterizan y se miden por medio de diferentes

parametros que se describirdn a continuacion.
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Concentracién Micelar Critica (CMC): Es la concentracién de tensioactivos que se
requiere para que se alcance la minima tension superficial. Por otro lado, también es la
concentracion de tensioactivos, la cual por debajo de esta concentracion las micelas se
forman espontdneamente. A valores menores a la CMC los tensioactivos contenidos en
una solucién se presentan como mondémeros que se ubican en la interfase agua-aire
(JimENez Islas et al., 2010) y a valores mayores, las moléculas de biosurfactantes se
asocian para formar micelas, bicapas y vesiculas. Los biosurfactantes reducen la tensién
superficial e interfacial, y al mismo tiempo aumenta la solubilidad y la biodisponibilidad
de compuestos organicos hidréfobos (Pacwa-Plociniczak et al., 2011; Whang et al.,
2008). La CMC se utiliza para medir la eficiencia del tensioactivo, es decir los
biosurfactantes son mas eficientes cuando tienen una CMC baja, debido a que se utiliza
una menor cantidad de biosurfactante para reducir la tension superficial (Desai & Banat,
1997). En la Figura 1. Se muestra la relacion que tiene la Concentracion Micelar Critica
(CMC), concentracién de biosurfactante y la tension superficial en la formaciéon de

micelas.
Monémeros .T
biosurfactante
: % o)
*$oe° e
;é: Micelas
s
CMC Concentracion bio;udactante

Figura 1. Relacidn de la tension superficial, concentracion de biosurfactante en la formacion de
micelas. Adaptada de Pacwa-Plociniczak et al., 2011.

1
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Numero de agregacion (N): Es la cantidad de moléculas (monémeros) de tensoactivo
gue se necesitan para formar micelas. Los agregados micelares se conforman por lo
general aproximadamente de 20 a 100 mondémeros (Chu, 2003; JimENez Islas et al.,
2010).

Balance hidrofilico-lipofilico (HLB): Los tensioactivos pueden actuar como
emulsionante, detergente o solubilizante de un aceite. Esta capacidad depende del HBL,
el cual es el equilibrio de la fuerza y tamafio de los grupos hidrofilicos v lipofilicos de un
emulsionante (Griffin, 1949), en otras palabras es la capacidad que tiene un tensoactivo
para formar emulsiones estables en los sistemas agua-aceite o aceite-agua (Jimenez
Islas et al., 2010). Un emulsionante de caracter lipofilico, es decir que es mas soluble en
aceites y grasas, se le asigna un valor bajo de HLB, por lo que el emulsionante es
adecuado para sistemas agua-aceite. Al contrario de un emulsionante de caracter
hidrofilico, el cual tiene mayor solubilidad en agua, se le asigna un valor alto de HLB, por
lo tanto el emulsionante es adecuado para sistemas aceite-agua, segun la Regla de
Bancroft (Griffin, 1949). La aplicacién de los tensoactivos depende del valor de HLB

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Aplicaciéon de los tensoactivos dependiendo del valor de HLB (Jimenez Islas

et al., 2010).
HLB Aplicacion
4-6 Emulsificante para sistemas agua-aceite
7-9 Humectante
8-18 Emulsificante para sistemas aceite-agua
13-15 Detergentes
10-18 Solubilizadores

e ——
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Punto de nube (PN): La mayoria de los tensoactivos no idnicos se observa una relacion
inversa de temperatura y solubilidad, debido al aumento de la temperatura de la solucion,
disminuye la solubilidad en agua, por lo que precipitan y a nivel macroscopico se observa

cierta turbidez en forma de nube (Mu et al., 2001; Myers, 2005).

Los biosurfactantes son producidos por una gran variedad de microorganismos bajo
diferentes condiciones de cultivo como fuente de carbono, nutrientes, entre otros
factores, por lo que define su estructura, propiedades y por consecuencia su aplicacion
en diferentes nichos ecolégicos, por lo tanto es importante conocer las propiedades del
tensoactivo para su adecuada aplicacion (Ron & Rosenberg, 2001).

2.3.2 Pruebas de deteccién

La actividad hemolitica, el método de la gota colapsada, dispersion del aceite y el indice
de emulsificacién son unas de las pruebas preliminares que se realizan para confirmar
si tiene actividad superficial. Los resultados positivos 0 negativos de estas pruebas no
nos confirman totalmente la presencia de compuestos que tengan la capacidad de
disminuir la tensién superficial e interfacial, por lo que se necesitan técnicas cuantitativas,
como por ejemplo la medicion de la tensién superficial e interfacial por medio de

tensiémetros (Camacho Moreno, 2018).

Actividad hemolitica: La estructura de la membrana de los eritrocitos (glébulos rojos)
se compone principalmente por lipidos (40%), proteinas (52%) y carbohidratos (8%),
estas sustancias permiten un perfecto ensamblaje, lo que constituye el citoesqueleto
celular (Dodge & Mitchell). Las proteinas y los lipidos se mantienen unidos por la fuerza
de cohesién, esto se debe a interacciones no covalentes como los enlaces de hidrégeno,
fuerzas electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y efectos hidrofébicos (Sheet & Singer,
1974).

La lisis de los eritrocitos (hemolisis) por surfactantes puede ocurrir por solubilizacion de
la membrana y lisis por via osmética. La solubilizacién de la membrana ocurre a medida
que aumenta la concentracién de surfactante, se da una interaccibn entre los
monémeros de surfactante con los lipidos que conforman la bicapa. Los monémeros
penetran en la bicapa hasta que se da la saturacion, por lo que se forman micelas mixtas
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de surfactante y lipido, trae como consecuencia la remocién de los componentes de la

membrana y por consiguiente su solubilizacién (Jones, 1999).

La lisis por via osmoética se reporta que se lleva a cabo en cuatro etapas: primero los
mondmeros de surfactante se adsorben en la membrana del eritrocito, posteriormente
se introducen en la red que forma la bicapa lipidica y provocando un desorden en las
interacciones entre los lipidos y proteinas que conforman la membrana. En la tercera
etapa se da una alteracion al equilibrio de Donnan, por lo que provoca cambios en la
fluidez y la permeabilidad de la membrana, debido a esto inducen flujos de iones
transmembrana, esto conlleva una pérdida de K y una entrada Na. En la Ultima etapa se
da una penetracion de agua para que se dé un equilibrio en la presiébn osmética, debido
a la entrada y salida de estos iones, ocasiona un cambio en la morfologia de la
membrana de una forma biconcava a esferoide, por otra parte, las fuerzas de cohesion
de la membra no son lo suficientemente fuertes para poder equilibrar los cambios en la
presién por lo que ocurre la lisis (Kova et al., 1997; Manaargadoo-Catin et al., 2016;
Nozaki et al., 1974; Seeman, 1974).

El comportamiento y resistencia que presentan los eritrocitos con la presencia de
surfactantes depende del tipo de surfactante, condiciones de cultivo y del tipo de

eritrocito que se utilice (Bielawski, 1990).

Figura 2. Actividad hemolitica positiva para a) Pseudomonas stutzeri, b) Pseudomonas sp, c)
Pseudomonas aeruginosa (Becerra Gutiérrez & Horna Acevedo, 2016)
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Actividad lipolitica: Cuando los microorganismos se ponen en contacto con sustratos
insolubles en agua producen lipasas y biosurfactantes, debido a que no pueden
metabolizar estos compuestos, por lo que requieren de este tipo de sustancias para que
tengan un mejor contacto o en su caso hidrolizar estos compuestos para su posterior

degradacién y asimilaciéon (Desai & Banat, 1997).

La seleccion de microorganismos productores de lipasas se puede observar con el
método de la placa con agar rodamina B, ya que no le afecta los cambios de pH. El
aceite de oliva se utiliza como un sustituto barato de la trioleina, el cual es el triglicérido
del acido oleico. La produccién de la enzima lipasa se observa irradiando las cajas Petri
con luz ultravioleta (UV) a una longitud de onda de 350 nm, después del tiempo de
incubacién si las colonias bacterianas muestran halos fluorescentes de color naranja
alrededor de la colonia, esto quiere decir que este microorganismo es productor de
lipasa. En el caso contrario cuando no producen la enzima, la colonia se observa de
color rosa, debido a que acumulan la rodamina B y no se muestra fluorescencia de color
naranja (Kouker & Jaeger, 1987). Las lipasas catalizan la hidrolisis de los triglicéridos en
acidos grasos, mono-diglicéridos y glicerol, ya que es un sustrato que es insoluble en

agua y lo realizan en la interface aceite-agua (Jette & Ziomek, 1994).

Figura 3. Actividad lipolitica positiva para a) Pseudomonas stutzeri, b) Pseudomonas sp, c)
Pseudomonas aeruginosa (Becerra Gutiérrez & Horna Acevedo, 2016)
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Método del orcinol: Se basa en el uso de un colorante para la cuantificacion del
contenido de ramnolipidos en una muestra mediante medidas de absorcién a 421 nm.
La molécula de ramnosa de los ramnolipidos reacciona con &cido sulfdrico y orcinol a
altas temperaturas (30 min a 80°C) y se mide la intensidad del color que aparece
(Chandrasekaran, 1980; Heyd et al., 2008).

Gota colapsada: Se basa en la capacidad de los surfactantes para desestabilizar las
gotas liquidas en una superficie que contiene aceite, por lo que se relaciona con la
tension superficial. Sobre la superficie del aceite se agregan una determinada cantidad
de un sobrenadante, por lo que puede pasar dos cosas: si el liquido no contiene
tensoactivos (biosurfactante), las moléculas de agua son repelidas de la superficie
hidrofébica (aceite) y las gotas permanecen estables. Cuando el liquido contiene
biosurfactantes, las gotas se extienden hasta que colapsan debido a la reduccién de la
tension interfacial entre la gota de liquido y la superficie del aceite. La concentracion de
tensioactivo es importante en la estabilidad de las gotas de liquido, por lo que se
correlaciona con la tension superficial e interfacial (Jain et al., 1991; Walter et al., 2010).

Figura 4. Gota colapsada, a) Positivo y b) Control negativo (Tugrul & Cansunar, 2005)

Dispersién del aceite: En una caja Petri se coloca una cierta cantidad de agua y en su
superficie se agregan ciertos microlitros de un hidrocarburo, posteriormente sobre la
superficie del hidrocarburo se le afiade tantos microlitros de sobrenadante en el centro
del hidrocarburo. Cuando en el sobrenadante hay presencia de biosurfactantes, el aceite

se desplaza y se forma una zona clara (Morikawa et al., 2000).
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Figura 5. Dispersion del aceite (Guatemala Hernandez & Barrera Cortés, 2018)

indice de emulsificacion: La estabilizacion de una emulsion, se requiere disminuir la
tension superficial e interfacial entre dos fases, por lo que se utilizan biosurfactantes y
bioemulsionantes. La evaluacion de la actividad emulsificante es cuando una sustancia
estabiliza y forma una emulsion de una mezcla de sustancias inmiscibles. Se calcula con
el indice de emulsificacion (E24), el cual consiste en medir la altura de la emulsién divido
por la altura total de la columna de liquido, a su vez es un método de deteccion que nos
indica la produccion de biosurfactantes y se correlaciona con la concentracion de
tensoactivo (Becerra Gutiérrez & Horna Acevedo, 2016; Cooper & Goldenberg, 1987;
Walter et al., 2010).

Figura 6. indice de Emulsificacién (E24) (Martinez, 2011)
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2.4 Produccion de Biosurfactantes

La produccion de biosurfactantes por fermentacion depende de los microorganismos
productores y de la naturaleza del biosurfactante, por lo que son posibles los siguientes
patrones de produccion: 1.- produccion asociada al crecimiento, 2.- produccion en
condiciones limitantes del crecimiento, 3.- produccion en reposo/no crecimiento de
células, y 4.- produccion asociada con el aumento de precursores (Rodrigues et al.,
2006).

En la produccién asociada al crecimiento, se puede observar que existe una estrecha
relacion entre el sustrato, el crecimiento y la produccién del biosurfactante (Desai &
Banat, 1997), por lo que el crecimiento celular y la acumulacién de productos
metabdlicos se ven influenciados por la composicion del medio de cultivo como son la
fuente de carbono, la fuente de nitrégeno, factores ambientales o de crecimiento y sales

inorganicas (Li et al., 2002) que se describen a continuacion.

En la Tabla 2. se muestran los microorganismos productores de diferentes tipos de

biosurfactantes.

Tabla 2. Microorganismos productores de biosurfactantes (Desai & Banat, 1997)

Biosurfactante Microorganismo
Glicolipidos
Ramnolipidos P. aeruginosa

Pseudomonas sp

Trehalolipidos R. erythropolis
N. erythropolis
Soforolipidos T. bombicola
Cellobiolipids U. zeae
U. maydis
Lipopéptidos y Lipoproteinas
Péptido-lipido B. licheniformis
Serrawettin S.marcescens
Viscosin P. fluorescens
Surfactin B. subtilis
Subtilisin B. subtilis
Gramicidinas B. brevis
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Polimixinas

Acidos grasos
Lipidos neutros
Fosfolipidos

Surfactantes poliméricos

Emulsan
Biodispersan
Mannan-lipido-proteina
Liposan
Carbohidrato-proteina-lipido

Proteina PA

Particulas biosurfactantes
Vesiculas y fimbrias

B. polymyxa

Acidos grasos, lipidos neutros y fosfolipidos

C. lepus
N. erythropolis
T. thiooxidans

A. calcoaceticus
A. calcoaceticus
C. tropicalis
C. lipolytica
P. fluorescens
D. polymorphis
P. aeruginosa

A. calcoaceticus

Células enteras Variedad de bacterias

Fuente de carbono: La fuente de carbono influye en la sintesis de biosurfactantes por
induccion o represion. La adicién de un sustrato inmiscible en agua da como resultado
la induccién de la produccién de biosurfactantes (Nitschke et al., 2005). En la produccion
de ramnolipidos, cuando se utilizan como fuente de carbono solubles en agua como
glicerol, glucosa, manitol y etanol, se obtiene una produccién menor que cuando se
utilizan sustratos inmiscibles en agua como n-alcanos y otros tipos de hidrocarburos
(Robert et al., 1989; Syldatk et al., 1985). Mata-Sandoval et al.,, 2001 Cultivaron
Pseudomona aeruginosa UG2 en sustratos inmiscibles en agua como aceite de maiz,
manteca y alcoholes de cadena larga, obtuvieron una produccion de 100-165 mg de
ramnolipidos/ g de sustrato, por otra parte cuando usaron sustratos solubles en agua
como son la glucosa y el acido succinico obtuvieron 12-36 g ramnolipidos/g de sustrato
(Mata-Sandoval et al., 2001), por lo que se confirma el efecto que tiene la fuente de

carbono en la produccion de biosurfactantes.

Fuente de nitrogeno: La fuente de nitrdgeno es esencial para la produccién de
biosurfactantes, ya que el nitrdgeno es muy importante en el metabolismo de los

microorganismos, debido a que es un elemento indispensable para la produccion de
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aminoacidos y enzimas, por lo que son muy importantes en la degradacién de
hidrocarburos y entre otros compuestos (Ercoli et al., 2001). Garcia et al., 2017 evaluaron
el efecto de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de ramnolipidos por
Pseudomonas sp, utilizando como sustrato el petréleo diésel 2. Obtuvieron la mayor
produccién de ramnolipidos cuando emplearon el sulfato de amonio con 0.0593 mg%,
seguido del nitrato de sodio con 0.0418 mg% Yy la menor produccién se observé cuando
utilizaron urea, lo cual se obtuvo 0.0260 mg% (Garcia et al., 2017). Estos resultados nos

confirman que la naturaleza de la fuente de nitrdgeno es muy importante.

Factores ambientales: Los factores ambientales y las condiciones de cultivo como son
la temperatura, pH, agitacién y la disponibilidad de oxigeno afectan la produccion de
biosurfactantes debido a que influyen en el crecimiento, el metabolismo (Cameotra &
Makkar, 1998).

El efecto de la temperatura es un factor importante en el crecimiento microbiano y en la
produccion de biosurfactantes. Arora et al., 2019 utilizaron la bacteria hipertermofilo
clostridum para la produccion de una glicoproteina como el biosurfactante. Las
condiciones de cultivo fueron a una temperatura de 80, 90, 96, 101 °C y evaluaron el
indice de emulsificacion. Observaron una emulsificacién comparable del petréleo crudo
(100%) a 96 y 101°C, donde los valores del indice de emulsificacién fueron de 97.4 £ 2.2
y 94.4 + 2.4% respectivamente. Concluyeron que la actividad del biosurfactante a alta
temperatura es aplicable para la recuperacion mejorada de aceite microbiano en
depdsitos de petréleo a alta temperatura. El efecto del pH lo evaluaron a pH-5, 6, 7, 8 y
9, por lo que obtuvieron un pH éptimo de 7 para la produccién de biosurfactantes por N-
4, por lo que fue consistente con estudios anteriores de Liu et al., (2017) y Nayarisseri et
al., (2018), lo cual mostraron un pH neutro para la produccién de biosurfactantes. El
ultimo efecto que evaluaron fue el de la salinidad en concentraciones de cloruro de sodio
(NaCl) de 4, 7, 10, 13 % y obtuvieron que se puede producir en un amplio rango de
salinidad, por lo que el 6ptimo fue de 4%. Las condiciones Optimas de produccién de la
glicoproteina (1.0 g/L) fueron 96°C, pH-7 y 4% de salinidad (Arora et al., 2019; Liu et al.,
2017; Nayarisseri et al., 2018).
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Moussa et al., evaluaron el efecto de la agitacion en la produccion de biosurfactantes por
Nocardia amarae. El cultivo fue estudiado en estatico y con agitacién de 100, 120, 150,
200 y 250 rpm durante 14 dias a 30°C, observaron que al aumentar la velocidad de
agitacion, aumentaba la produccién del metabolito y obtuvieron la mayor produccién a
150 rpm (Moussa et al., 2006).

2.5 Eliminacién de Metales Pesados por Biosurfactantes

Las tecnologias para la eliminacién de metales pesados se dividen en tres categorias:
1) quimico, 2) biol6égico/bioquimico/biosorcion y 3) fisicoquimico (Hashim et al., 2011).
En las tecnologias biologicas, se encuentra la biorremediacion, la cual utilizan
microorganismos, ya que pueden ejercer una influencia indirecta sobre la movilidad de
un metal, debido a que pueden modificar el pH o mediante la produccion o liberacion de

sustancias (Bruins et al., 2000).

La utilizaciéon de biosurfactantes en la descontaminacién de compuestos organicos
(hidrocarburos), es aumentar su biodisponibilidad o movilizar y eliminar los
contaminantes del medio por pseudo solubilizacion y emulsificacién durante un
tratamiento especifico. En la recuperacién de compuestos inorganicos involucra la
guelaciéon y eliminacién de iones, debido a las interacciones quimicas entre los

compuestos anfipaticos de los biosurfactantes y los iones metélicos (Banat et al., 2010).

Los tensoactivos reducen la tensién superficial del liquido, debido a los grupos hidrofilos
e hidréfobos, esto hace que los metales pesados estén mas disponibles para la
remediacion de suelos contaminados (Ron & Rosenberg, 2001). Mulligan & Wang en el
2006, realizaron experimentos utilizando una espuma generada por soluciones de
ramnolipidos al 0.5% a diferentes valores de pH (6.8, 8, 10) para investigar las eficiencias
de eliminacién de metales como el cadmio (Cd) y niquel (Ni), las mejores tasas de
eliminacion fueron del 73.2% y 68.1% respectivamente, estas eficiencias se obtuvieron
a un pH de 10 de la solucién. Los metales se eliminaron formando complejos con los

tensoactivos en la superficie del suelo, debido a que se separaron de la solucién del
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suelo debido a la disminuciéon de la tensién interfacial, por lo tanto, se asociaron a las

micelas del biosurfactante (Mulligan & Wang, 2006).

2.5.1 Mecanismos de eliminacién

Los biosurfactantes se utilizan en la biorremediacion de suelos contaminados con
metales pesados, debido a la capacidad que tienen de formar complejos con metales.
Los biosurfactantes aniénicos forman complejos con los metales a través de enlaces
iGnicos, ya que este tipo de enlace es mas fuerte que el enlace entre el suelo y el metal,
posteriormente el complejo metal-biosurfactante se desorbe de la matriz del suelo,
debido a la disminucion de la tension interfacial. Los biosurfactantes catiénicos pueden
reemplazar los mismos iones cargados a través de la competencia con algunas, pero no
todas las superficies cargadas negativamente (intercambio ionico)(Asci et al., 2008;
Sarubbo et al., 2015; Singh & Cameotra, 2004).

La eliminacion de metales por biosurfactantes ionicos sigue los siguientes pasos: 1)
sorcion del biosurfactante a la superficie del suelo y formacion de complejos con el metal,
2) desorcion del metal a la solucion y 3) adsorcion a las micelas del biosurfactante. Los
metales pesados se unen a las micelas por interacciones electrostaticas, como se

muestra en la Figura 2 (Mulligan, 2009; Sarubbo et al., 2015).

1
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Manomero del biosurfactante

o

N F
3 -0 o © 3 - Precipitacion del biosurfactante fuera del
-] complejo
= 2 - Desorcion de los complejos metal-biosurfactante de la
= %5 9 matriz del suelo y postenor incorporacion del metal a la
29 8A micela.

1.- Sorcion de las moleculas de biosurfactante a la
superficie del suelo y formacién de complejos con
metales pesados.

Metal pesado ( @ ) adsorbido a la superficie del suelo

Figura 7. Mecanismo de remocidn de metales pesados por biosurfactantes idnicos. Adaptada de
Sarubbo et al., 2015.

En las Gltimas décadas se han realizado estudios de la utilizacion de biosurfactantes

para la eliminacion de metales a continuacién, se mencionaran algunos estudios:

En 1995 Mulligan et al., realizaron experimentos de lavado de suelo por lotes para
evaluar la viabilidad del uso del biosurfactante surfactin producido por Bacillus subtilis,
para la eliminacion de metales pesados en suelo. El suelo contaminado contenia altos
niveles de metales como 890 mg zinc/kg, 420 mg cobre/kg. El suelo se enriqueci6 para
aumentar los niveles de cobre, zinc y cadmio a 550 mg/kg, 1200 mg/kg y 2000 mg/kg
respectivamente. Obtuvieron que 0.25% surfactin/1% NaOH podria eliminar el 25% de
cobre y 6% de zinc del suelo, por lo que hicieron cinco lavados del suelo con 0.25%
surfactin/1% NaOH y fue capaz de eliminar el 70% de cobre y el 22% de zinc (Mulligan
et al., 1999).
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Massara et al; en el 2007 estudiaron el efecto de la adicion de biosurfactantes cargados
negativamente (ramnolipidos) sobre la kaolinite contaminada con cromo. Los resultados
mostraron que los ramnolipidos tienen la capacidad de extraer una porcion del 25% de
Cr (lll) de la kaolinite. ElI procedimiento de extraccidbn secuencial mostré que los
ramnolipidos eliminan Cr (lll) principalmente de las porciones de carbonato y
oxido/hidroxido de la kaolinite, también tienen la capacidad de reducir cerca del 100%
de los Cr (VI) a Cr (lll) (Massara et al., 2007).

Wang et al; en el 2009 realizaron experimentos en columna para evaluar la viabilidad de
utilizar el biosurfactante ramnolipido (JBR425) para mejorar la eliminacion de arsénico y
metales pesados de una muestra de relaves de una mina oxidada. Obtuvieron que una
solucion de ramnolipidos al 0.1% (pH 11) podria mejorar significativamente la eliminacién
de arsénico y metales pesados como cobre, plomo y zinc simultineamente. Los
resultados mostraron que la eliminacion acumulativa de arsénico, cobre, plomo y zinc
alcanzé 148 mg/kg, 74 mg/kg, 2379 mg/kg y 259 mg/kg después de un enjuague de 70
poros respectivamente (Wang & Mulligan, 2009).

En el 2018 Karnwal investigo el efecto de biorremediacion de biosurfactantes producidos
por Pseudomonas fluorescencia RE1 y RE17 endéfitos sobre metales pesados como el
zinc (zn), cromo (Cr), cadmio (Cd) y niquel (Ni). El andlisis de biorremediacién mostré
gue los aislamientos RE1 y RE17 redujeron la concentracién de Zn hasta en un 92% y
90% a pH 7.5 respectivamente, por otra parte, para el Ni, el % de eliminacién para las
dos cepas fue del 95% a pH 7.5. Los resultados de biosorcion para Cr y Cd arrojaron
gue la mayor eficiencia de eliminacion de metales por la cepa RE17 a pH 8 fue de 92%

y 98% respectivamente (Karnwal, 2018).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y Equipos

El material y el equipo que se utiliz6 en esta investigacion se encuentra en el Laboratorio

de Biorremediacion de la Universidad de Sonora.

3.1.1 Materiales

e Puntas estériles de 1000 puL

e Agitador magnético

o Matraz Erlenmeyer de 250 mL

e Cajas Petri estériles desechables
e Papel aluminio

e Probeta

e Asa bacteriolégica

e Tapones de algodon

e Vasos de precipitado

3.1.2 Equipos

Balanza analitica OHAUS ADVENTURER AR2140

e Placa de calentamiento con agitacion

¢ Medidor de pH Thermo Scientific Orion

e Agitador Vortéx

e Campana de flujo laminar LABCONCO Purifier logic+
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e Incubadora Shaker Incubator CVP-500 CScientific®

o Espectrofotémetro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis

e Centrifuga Eppendorf 5424

e Micropipeta de 1000 pl

e Incubadora estacionaria Thermo Scientific™ Lindberg/Blue M™ Modelo GI200A-
1

e Microtubos para centrifuga Eppendorf de 1.5 mL

3.1.3 Medios de cultivo

En las tablas 3, 4 y 5 se muestran los medios de cultivo utilizados, los cuales fueron
utilizados para la reactivacion de las cepas y para las pruebas de produccion de

biosurfactantes. Estos medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Tabla 3. Agar LB

Reactivo Concentracion
Cloruro de sodio 5009
Extracto de levadura 509
Peptona de caseina 10.0g
Agar 15.0¢g
Agua 10L

Tabla 4. Agar nutritivo

Reactivo Concentracion
Extracto de res 3.0¢g
Peptona 509
Agar 15.09
Agua 10L
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Tabla 5. Medio minimo mineral

Reactivo Concentracion
NaNO3 4049
NaCl 10g
KCI 109
CaCl 0.075¢g
KH2PO4 3.0¢g
Na:HPO4 1.189¢g
MgS04-7H20 0.409 g
FeS04-7H: 0.001g

3.2 Metodologia

3.2.1 Resiembra

Se seleccionaron las siguientes bacterias del cepario del laboratorio de biorremediacién
de la Universidad de Sonora: Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Pseudomonas

aeruginosa, Pseudomonas rhodesiae.

Se resembraron en placas con agar nutritivo con excepcién de Pseudomonas rhodesiae,
la cual se inoculé en agar LB. Cada medio de cultivo se prepar6 en 150 mL de agua
destilada, para aproximadamente entre 5 y 6 cajas Petri, posteriormente se esteriliz6 a
121°C por 15 minutos, se dej6 enfriar por 20 minutos aproximadamente y se distribuy6
en las cajas Petri en una campana de flujo laminar. Con un asa bacteriologica se
procedié a sembrar con la técnica de estria para cada bacteria, se incubaron a 30°C

durante 24 a 48 horas.

3.2.2 Pruebas de deteccion y produccion de biosurfactantes

Una vez comprobada la viabilidad de las cepas, se procedi6 a realizar las pruebas de

deteccion de biosurfactantes.
1
Maria Fernanda Figueroa Sanez
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021 26



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

Actividad hemolitica

Las bacterias seleccionadas se sembraron en agar sangre al 5%. La preparacién del
medio de cultivo consistié en disolver 40 g/L del agar base sangre en agua destilada, se
esterilizd en autoclave por 15 minutos y se dejé enfriar hasta una temperatura
aproximadamente de 40°C, posteriormente se agregd despacio la sangre y con un
movimiento suave se agité para homogenizar y por Gltimo se vertié en las cajas Petri en

la campana de flujo laminar.

Cada una de las bacterias se sembro en el agar sangre y se incub6 a 30°C durante 24
a 48 horas. La actividad hemolitica positiva se determiné por la presencia de un halo
transparente alrededor de la colonia o zona de crecimiento (Becerra Gutiérrez & Horna
Acevedo, 2016).

Actividad lipolitica

Esta actividad se realiz6 en agar rodamina B, para ello se prepar6 el agar LB en agua
destilada y se le afiadi6 3% de aceite de oliva, se ajusto el pH a 7, se esteriliz6 en
autoclave a 121°C por 15 minutos y se dejo enfriar hasta una temperatura de 60 °C,
posteriormente se le afiadié 1% de Tween 80 y 10 mg/mL de rodamina B (sigma®), la
cual se paso por un filtro estéril de 2 um. El medio completo se agit6é vigorosamente por
1 minuto y se dejo6 reposar por 10 min para después vaciar a las cajas Petri (Cartagena-
Luna et al., 2020; Kouker & Jaeger, 1987).

Los microorganismos seleccionados se sembraron en las placas con agar rodamina B,
se incubaron a 30°C durante 24 a 48 horas, se monitored a las 24 horas el crecimiento,
para después observar las colonias bajo luz UV a 350 nm. Un resultado positivo se
observa cuando hay presencia de un halo anaranjado alrededor de la colonia cuando se

expone a luz ultravioleta (Kouker & Jaeger, 1987).
Produccion de biosurfactantes

Para las pruebas de produccién de biosurfactantes, como la gota colapsada, dispersion
del aceite y el indice de emulsificacion, se utilizo el sobrenadante del cultivo libre de

células, por lo que las bacterias fueron crecidas en medios liquidos.

1
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Se utilizé el medio minimo mineral, suplementado con 3 % (v/v) de glicerol como fuente
de carbono y se ajusto el pH a 6.8 (Giraldo et al., 2014; Guo-Liang et al., 2005). Los
matraces inoculados con el microorganismo seleccionado fueron incubados en un
agitador orbital CScientific CVP-500 a 30°C, se monitore6 el crecimiento por densidad
Optica (DO) a 620 nm por medio del espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS 10S

UV-Vis cada 2 horas durante las primeras 12 horas y posteriormente cada 12 horas.

Para conocer la densidad de bacterias con respecto al tiempo, se realiz6 la escala de
McFarland, la cual consiste en realizar una serie de tubos con diferentes concentraciones
de cloruro de bario y acido sulfarico, como se muestra en el Anexo B en la Tabla 6. Se
realizo la lectura de los tubos con la turbidez de McFarland a una densidad 6ptica de 620
nm, debido a que es la longitud de onda en la cual se monitore6 el crecimiento del

microorganismo (Arcos et al., 2004, Li et al., 1993).

El sobrenadante se centrifugd para separar la biomasa, posteriormente al sobrenadante
libre de células se le realiz6 las pruebas de produccion y deteccién de biosurfactantes.

Método del Orcinol

La produccion de biosurfactantes se cuantifico por triplicado mediante la determinacion
colorimétrica de azlcares por orcinol (Chandrasekaran, 1980). El biosurfactante se
purificé separando primero las células del sobrenadante mediante centrifugacion (10,000
g). Se realiz6 la extracciéon del sobrenadante con cloroformo y etanol. La muestra de 0.5
mL de sobrenadante se extrajo con 1 mL cloroformo: etanol (2:1, v/v), posteriormente la
fase organica se evapor6 a sequedad y se le afiadieron 0.5 mL de agua destilada. A 0.1
mL de cada muestra con la dilucién adecuada, se le afiadieron 0.9 mL de una solucion
gue contenia orcinol al 0.19 % (en H2SO, al 53%). Después de calentar durante 30 min
a 80°C, las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y se midié la DO 421. La
concentracion de ramnolipidos se calcul6 a partir de curvas estandar con L-ramnosa (0-
100 mg/L) y se expres6 como equivalente de ramnosa (Wang et al., 2007). Se
expresaron en valores de ramnolipidos (g/L) de acuerdo a lo indicado por Guo-Liang et
al., 2005 (Guo-Liang et al., 2005). Los valores de ramnosa se multiplican por un
coeficiente de 3.4, obtenido de la correlacion de ramnolipidos puros/ramnosa
(Chandrasekaran, 1980).
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Gota colapsada

Se colocd una gota del sobrenadante de un cultivo sobre una superficie recubierta de
aceite. Las gotas de sobrenadante que contienen biosurfactantes colapsan, mientras
gue las gotas que no tienen biosurfactantes permanecen estables. Se usa como control
negativo el agua destilada. El aceite utilizado en esta prueba fue el aceite de oliva (Tugrul
& Cansunar, 2005).

Dispersién del aceite

En una caja Petri se le afiaden 40 mL de agua destilada tefiida con colorante cristal
violeta, en el centro se coloc6 50 pL de aceite o hidrocarburo (Queroseno).
Posteriormente se le afiadié a la superficie del aceite 10 puL del sobrenadante de un
cultivo (Camacho Moreno, 2018; Olteanu et al., 2011).

indice de emulsificacion (E2s)

Se determiné mediante la adicion de 2 mL de aceite vegetal, a cada tubo que contiene
2 mL del sobrenadante libre de células, posteriormente se agitd a alta velocidad durante
2 minutos en vortex y se dejo reposar durante 24 horas. El indice de emulsificacion se
determin6 como el porcentaje de la altura de la capa emulsionada (cm) dividido por la
altura total de la columna de liquido (cm). El porcentaje del indice de emulsificaciéon se

calcula con la Ec. (1) (Becerra Gutiérrez & Horna Acevedo, 2016).

YoEn = Altura de emulsion formada (cm) 100 )
%24 = “Altura Total de la solucién (cm) X
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Pruebas de deteccion

Una vez que se comprobd la viabilidad de los microorganismos Bacillus cereus,
Pseudomona aeruginosa, Bacillus megaterium y Pseudomona rhodesiae, se procedié a
realizar las pruebas de deteccion y produccion de biosurfactantes.

Actividad hemolitica

En la Figura 8 se muestra el crecimiento en agar sangre de los microorganismos B.
cereus, P. aeruginosa, B. megaterium, y P. rhodiseae. En la Figura 8a y 8b se observa
un halo claro alrededor del crecimiento lo que indica que estas bacterias poseen
actividad hemolitica. La lisis de los glébulos rojos puede indicar la presencia de
biosurfactantes, ya que estos pueden solubilizar la parte lipidica de la membrana (Jain
et al.,, 1991; Mulligan et al., 1984). Otro punto importante también es que los
microorganismos pueden excretar enzimas como por ejemplo la lipasa (Rabbani et al.,
2013), la cual hidroliza las grasas , esto podria ocurrir debido a la composicién de la
membrana de los eritrocitos, ya que es una bicapa lipidica, esta hipétesis se podria
corroborar con la actividad lipolitica (Pedroza-Padilla et al., 2017). Cabe sefialar que la
actividad hemolitica no es definitiva para sefialar que un microorganismo es productor

de biosurfactantes, por lo que se debe de complementar con mas ensayos.
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Figura 8. Crecimiento en agar sangre de a) Bacillus cereus, y b) Pseudomonas aeruginosa, c) Bacillus
megaterium y d) Pseudomonas rhodesiae.

1
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Actividad lipolitica

En la Figura 9 se muestra el crecimiento en agar LB suplementado con aceite de oliva y
Rodamina B de los microorganismos B. cereus, P. aeruginosa, B. megaterium, y P.
rhodiseae. En la Figura 9b con la bacteria P. aeruginosa se observo fluorescencia, la
cual no fue captada por la fotografia digital, sin embargo, si se observa un cambio de
color a transparente en la parte con mas tiempo de cultivo, lo que indica una hidrélisis
positiva del aceite de oliva. En las placas a, c y d no se observé el cambio de color a
transparente, por lo que en estos cultivos la prueba de actividad lipolitica se considero

negativa.

La fluorescencia y transparencia de color en el cultivo con P. aeruginosa, fue una prueba
positiva de la produccién de lipasas como enzimas extracelulares, las cuales hidrolizaron
los enlaces éster carboxil de las moléculas de triacilglicerol del aceite de oliva, con lo
cual se generaron &cidos grasos y glicerol que se acomplejaron con la Rodamina B para
generar la fluorescencia. La actividad lipolitica es importante debido a que los
microorganismos a veces no pueden asimilar los compuestos complejos insolubles en
agua, por lo que esto estimula al microorganismo para excretar este tipo de enzimas.
Las enzimas lipasas son importantes en la elaboracién de detergentes (Rabbani et al.,
2013).
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Figura 9. En agar LB suplementado con aceite de oliva y Rodamina B de: a) Bacillus cereus y b)
Pseudomonas aeruginosa, c) Bacillus megaterium y d) Pseudomonas rhodeasiae.
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4.2 Produccion de Biosurfactantes

Después de comprobar que P. aeruginosa presentd tanto actividad hemolitica como
actividad lipolitica, se procedio a realizar las pruebas de produccion de biosurfactantes
con esta bacteria. Estas actividades se relacionan a la secrecion de fosfolipasas tipo C,
las cuales hidrolizan los fosfolipidos que contienen grupos amonio cuaternario (Ostroff
et al., 1990).

P. aeruginosa es una bacteria ambiental que puede aislarse de muchos habitats
diferentes, incluido el agua, el suelo y las plantas, por otra parte, también es un patégeno
humano oportunista que causa infecciones nosocomiales graves (Lyczak et al., 2000;
Soberdn-Chavez et al., 2005).

Jarvis y Johnson (1949) demostraron que esta bacteria produce biotensioactivos de tipo
ramnolipidos, los cuales son moléculas anfifilicas compuestas por un resto de acido
graso hidrofébico y una parte hidrofilica compuesta por una o dos ramnosa (Jarvis &
Johnson, 1949; Soberén-Chéavez et al., 2005), la estructura del biosurfactante se muestra

en el Anexo A en la Figura 16.

La bacteria se inocul6 en tubos de ensayo con 10 ml de caldo nutritivo, una vez crecida
se pas6 a un volumen de 100 ml del medio anterior y este sirvié como inéculo (10% v/v)

para las pruebas de crecimiento en matraz con 250 ml del medio mineral minimo.

Los datos del crecimiento de P. aeruginosa se ajustaron al modelo logistico de Verhulst-
Pearl (Pearl & Reed, 1920; Verhulst, 1838) mediante la Ec. (2), utilizando el programa
OriginPro® 9.1 y seleccionando Slogistic 1, como se muestra en la Figura 10.
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1+e—Hmax(t—tm)

Donde:

., L, . . . . UFC
X(t) = Concentracion maxima de microorganismo en el tiempo t (W)

t = Tiempo (h)

., L, . . . UFC
Xmax = Concentracién maxima de microorganismo (W)

Umarx = Velocidad de crecimiento especifica maxima (h™1)
t,, = Tiempo a la mitad de la concentracion maxima de microrganismo (h)

Después del periodo de incubaciéon a condiciones estaticas, a una temperatura de 30°C
y de acuerdo con los pardmetros del modelo logistico, se obtuvo una concentraciéon
maxima de microorganismos (X;,4,) de 11.33 x 108 UFC/mL a un tiempo (t,,) de 7.96 h
y un tiempo de duplicacion celular de 1.33 h en base a la p,,,5,, de 0.52006 h~! obtenida.
Este tiempo de duplicacion encontrado concuerda con lo reportado por Lavauve y Wargo
(2015), quienes reportan que P. aeruginosa crece con un tq de 1.5 horas en medio
mineral, aunque este puede variar de acuerdo a los medios utilizados y condiciones de
cultivo (Gibson et al., 2018). El ajuste del modelo tuvo un coeficiente de correlacion (r?)
de 0.99.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en el medio minimo mineral
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Cuantificacion de Ramnolipidos por el método del orcinol

En la Figura 11 se observa el crecimiento de P. aeruginosa, asi como la produccion de
biosurfactante en medio mineral suplementado con glicerol (3% v/v) como fuente de
carbono. La cuantificacion de los ramnolipidos se realizé6 mediante el método del orcinol
tomando una muestra cada dos horas.
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Figura 11. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa (M )y produccién de ramnolipidos (@ )

Los resultados muestran que el biosurfactante del tipo ramnolipido es un metabolito
asociado al crecimiento de la bacteria debido a que se producen simultaneamente con
el crecimiento microbiano (Shuler, 2002). A un tiempo de 10 horas, se observo la mayor
produccién de biosurfactante de 1.0514 g/L. Después del maximo observado a las 10
horas se observé un decremento en la concentracion de ramnolipido, esto se puede
deber a que la bacteria a las 12 horas aunque disminuye su velocidad de crecimiento,
esta sigue en desarrollo por lo que posiblemente el biosurfactante fue utilizado como
fuente de carbono, ya que este ramnolipido en su estructura tiene el azicar ramnosa
(Brandenburg et al., 2010), el cual después de una hidrdlisis puede ser utilizado como
una fuente de carbono.
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Los ramnolipidos son producidos predominantemente por el género Pseudomonas sp,
pero principalmente por P. aeruginosa, también otra de las especies de Pseudomonas
de las que se ha informado que producen estos biosurfactantes son P. chlororaphis, P.
plantarii, P. putida y P. fluorescens, por otra parte, se clasifican en: mono y di-

ramnolipidos (Sekhon Randhawa & Rahman, 2014).

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con los reportados por Camara et
al., (2020), quienes obtuvieron una producciéon maxima de ramnolipidos de 0.908 g/L con
una concentracion inicial de glicerol de 126 g/L, por lo que los resultados muestran que
diferentes concentraciones de sustrato afectan el crecimiento y la produccion de
ramnolipidos en la fermentacion (Camara et al., 2020), ademas de las condiciones de

incubacién como son la temperatura y agitacion.
Gota colapsaday Dispersion del aceite/hidrocarburo

Después de la prueba del Orcinol, asi como para comprobar que el biosurfactante es un
metabolito extracelular, se realizaron las pruebas de gota colapsada y dispersion de
queroseno como confirmacion de la produccion de biosurfactantes por Pseudomonas y

para ello se utilizo el sobrenadante del cultivo en glicerol.

La prueba de la dispersién del queroseno se muestra en la Figura 12, se observa que el
sobrenadante del cultivo de Pseudomonas dispersé hacia las paredes al hidrocarburo
debido a que se formé una zona clara, esto indica que el sobrenadante libre de células

contiene biosurfactantes (Panjiar et al., 2015).

El cambio de la tensién superficial producido por el biosurfactante es capaz de desplazar
el aceite, también el didmetro de la zona clara en la superficie del aceite o en este caso
gueroseno se correlaciona con la capacidad para producir biosurfactante (del Carmen
Lara-Severino et al., 2017; Morikawa et al., 1993)

Morikawa et al., 2000 reportaron que el método fue eficaz para medir la actividad de los
biosurfactantes, especialmente cuando la actividad y la cantidad de biosurfactantes no
eran lo suficientemente altas, por otro lado, la prueba de dispersion se relaciona con la

concentracion de biosurfactantes, debido a que el area desplazada de aceite formada
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por la actividad de los tensioactivos mostré relaciones lineales con la cantidad de

tensioactivos ensayados.

El resultado positivo de la dispersién del aceite concuerda con Guatemala et al., 2018
donde utilizaron un medio suplementado con glicerol, en el cual se obtuvo mayor
dispersién del aceite de motor que con el medio implementado con glucosa (Guatemala
Hernandez & Barrera Cortés, 2018), por otro lado Priya et al., 2009 reportan que las
cepas aisladas de Pseudomas aeruginosa y Bacillus subtilis producen actividad
biosurfactante en aceite vegetal, queroseno, gasolina y diésel, ya que desplazaron estas
sustancias antes mencionadas (Priya & Usharani, 2009).

Figura 12. Dispersién del aceite utilizando sobrenandante libre de células de Pseudomonas
aeruginosa.
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En la Figura 13 se muestra la prueba de la gota colapsada y se considera como un
resultado negativo, debido a que la gota de sobrenadante permanece estable en la
superficie del aceite por lo que no colapsa (Tugrul & Cansunar, 2005), sin embargo, se
puede interpretar que el sobrenadante no contiene biosurfactantes, no obstante, Youssef
et al., en el 2004 indicaron que el método de la gota colapsada puede no ser tan sensible
como la prueba de la dispersion del aceite para detectar niveles bajos de produccién de
biosurfactantes (Youssef et al., 2004), De acuerdo a esto para que la gota colapsara
necesitaria una mayor concentracion de biosurfactantes para que fuera un resultado
positivo, en conclusién esta prueba se tiene que complementar con las pruebas
anteriores para corroborar si hay produccion de biosurfactantes, por lo que no es una
prueba definitiva.

Figura 13. Gota colapsada utilizando sobrenadante libre de células de Pseudomonas aeruginosa
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indice de emulsificacion (E24)

Por dltimo, se procedi6 a comprobar el indice de emulsificacion utilizando aceite vegetal
con el sobrenadante.

Los resultados del indice de emulsificacion (E2s) se muestran en la Figura 14. Se obtuvo
aproximadamente 52.22% de indice de emulsificacién a las 10 horas, posteriormente
decrece el porcentaje, por lo que concuerda con los resultados de la produccién de
ramnolipidos. El indice de emulsificacion se realiz6 por triplicado, se obtuvo el promedio
y se reportd como porcentaje, con respecto a las alturas se obtuvo el promedio de las

tres alturas para que sea ilustrativo.

En la Figura 15 se observa la altura de la emulsién y la altura total del liquido.
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Figura 14. indice de emulsificacién de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 15. Tubos del indice de emulsificacidn

Priya et al., 2009 reportaron que obtuvieron el valor més alto del indice de emulsificacion
(E24) para Pseudomonas aeruginosa (PS3) en aceite vegetal, queroseno, petréleo y
diésel de 48%, 55%, 58%, 68% respectivamente. Entre los cuatro aceites utilizados el
valor de E24 mas alto se observo en diésel y PS3 muestra mejor valor de Ez4 que Bacillus
subtilis (BS3) (Priya & Usharani, 2009). El valor del indice de emulsificacion mas alto en
este estudio fue de 53.87% a las 6 horas, por otro lado, cuando se obtiene la mayor
concentracion de biosurfactante (1.0514 g/L) se obtiene 52.22% por lo que concuerda

con el estudio de Priya et al., 2009.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos se establecié una metodologia confiable para la
deteccién y cuantificacion de biosurfactantes los cuales pueden tener una potencial

utilizacion en la eliminacién de metales pesados de aguas de la industria minera.

Bacillus megaterium y Pseudomonas rhodesiae no presentaron actividad hemolitica y
lipolitica, por otro lado, Bacillus cereus presentd actividad hemolitica pero no lipolitica,
esto pudo deberse al aceite vegetal empleado en la prueba.

Pseudomonas aeruginosa fue el microorganismo que present6 tanto actividad lipolitica
como hemolitica, ya que se ha reportado que este microorganismo como productor de
biosurfactante, por lo que se selecciond para la produccion de biosurfactantes y las

pruebas de deteccion.

Se obtuvo una concentracion méaxima de 1.0514 g ramnolipidos/L con una concentracion
inicial de 37.5 g/L de glicerol como fuente de carbono con resultado positivo para la
prueba de deteccién de dispersion del aceite y resultado negativo para la gota colapsada
pero no es una prueba definitiva, por lo que se corrobora la produccion de
biotensioactivos, por otro lado, se obtuvo un indice de emulsificacion (E2s) de
aproximadamente 52.22 % a las 10 horas en donde se obtuvo la mayor concentracion

obtenida de ramnolipidos.

Se recomienda optimizar las condiciones de cultivo para obtener la mayor produccion de
biosurfactantes, también realizar los analisis necesarios para verificar si se da una

acumulacién de ramnolipidos en la célula cuando se agota el sustrato.
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También se recomienda cultivar los microorganismos Pseudomonas rhodesiae, Bacillus
cereus y Bacillus megaterium en glicerol como fuente de carbono para estimular la
produccién de biosurfactantes y realizar la prueba de la tensién superficial.

Por ultimo, se recomienda realizar los experimentos de adsorcion para obtener el

porcentaje de remocién de metales como el cobre y la capacidad de adsorcion del
biosurfactante.
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Maria Fernanda Figueroa Sanez
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA. 2021

52



ANEXOS

Anexo B:

Tabla 6. Turbidez estandar de McFarland

Densidad de
] bacterias
Numero de la Cloruro de bario Acido sulftarico .
aproximada
turbidez estandar dihidratado (1%) :
correspondiente
(1.175%)
(mlb) (x 10° UFC/ mL)
(mL)
0 0.0 10.00 0
0.5 0.05 9.95 1
1 0.10 9.90 3
2 0.20 9.80 6
3 0.30 9.70 9
4 0.40 9.60 12
5 0.50 9.50 15
6 0.60 9.40 18
7 0.70 9.30 21
8 0.80 9.20 24
9 0.90 9.10 27
10 1.00 9.00 30
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