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ABSTRACT

Biosurfactants are metabolites produced by microorganisms during their growth and
reproduction. They are amphiphilic molecules capable of modifying surface and
interfacial tension. A petrophilic, nitrogen-fixing, phosphorus-solubilizing, and
biosurfactant-producing bacterial strain was isolated and characterized. The isolated
strain was cultivated in Kim medium with a C:N ratio of 2:1, from which its growth
kinetics was determined. Samples of the culture broth were taken at different times and
the collapsed drop, oil dispersion and emulsification index tests were performed.
Maximum culture growth occurred at 72 h. The biosurfactant was extracted from the
crude cell-free broth using a mixture of solvents and a yield of 2.21 g/L was obtained.
Thin-layer chromatography and FT-IR analyzes revealed the presence of a lipopeptide
biosurfactant. Tensiometry tests showed that the biosurfactant was able to lower the
surface tension of water from 72 mN/m to 40 mN/m and the critical micelle
concentration was 0.058 (w/w). Probit analysis for toxicity determination showed that
there was no weight loss in Eisenia foetida specimens in a range between 10000 and
50000 ppm.
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RESUMEN

Los biosurfactantes son metabolitos producidos por microorganismos durante su
crecimiento y reproduccién. Son moléculas anfifilicas capaces de modificar la tensién
superficial e interfacial. Se aislo y caracterizd6 una cepa bacteriana petrofilica, fijadora
de nitrdgeno, solubilizadora de fésforo y productora de biosurfactantes. La cepa aislada
fue cultivada en medio Kim con una relaciéon C:N de 2:1, a partir del cual se determiné
su cinética de crecimiento. Se tomaron muestras del caldo de cultivo a diferentes
tiempos y se realizaron las pruebas de gota colapsada, dispersion de aceite e indice de
emulsificacion. El crecimiento maximo del cultivo se alcanz6 a las 72 h. El
biosurfactante se extrajo del caldo crudo libre de células mediante una mezcla de
solventes y se obtuvo un rendimiento de 2.21 g/L. Los andlisis de cromatografia de
capa fina y FT-IR revelaron la presencia de un biosurfactante lipopéptido. Ensayos de
tensiometria mostraron que el biosurfactante fue capaz de bajar la tension superficial
del agua de 72 mN/m hasta 40 mN/m y la concentracion micelar critica fue de 0.058
(w/w). El andlisis Probit para la determinacion de la toxicidad mostr6 que no hubo
pérdida de peso en especimenes de Eisenia foetida en un intervalo entre 10000 y
50000 ppm.

Palabras clave: Bacterias fijjadoras de nitrdgeno, biorremediacion, biosurfactantes,
petréleo.

1. INTRODUCCION

El petréleo es una mezcla de compuestos de carbono que cuando esta en estado
liguido se denomina “crudo”. En la actualidad sigue siendo la principal fuente de
energia y representa mas del 80 % del consumo primario. Alrededor del 94 % de la
energia usada para el transporte viene de la quema de combustibles fésiles (Niu et al.,
2020; Ajona & Vasanthi, 2021; Hoang et al., 2021). La extraccion del petréleo se lleva a
cabo en tres etapas. La primera, llamada recuperacion primaria, hace uso de una
cantidad minima de energia. El petroleo es forzado a salir por diferencias naturales de
presion, y la recuperacion es de 5 al 10 %. Durante la recuperacion secundaria, se
somete al pozo a un proceso de estimulacibn mediante la inyeccion de algun fluido a
presion con la finalidad de ejercer un empuje sobre el aceite y desplazarlo hacia el
pozo productor. Aqui la recuperacion puede llegar hasta un 40 % (Speight, 2016; Fan
et al., 2020). Y finalmente, la recuperacion terciaria ocurre cuando no se puede extraer
mas petréleo por los métodos primarios y secundarios, quedando alrededor de 2/3
partes del petréleo original en su sitio atrapado en los poros de la roca (Zhao et al.,
2021).

El uso de estas técnicas de recuperacion junto con el almacenamiento, transporte y
siniestros provocados por actividades antropogénicas ha generado puntos de
contaminacion en suelo y agua. En el afio 2020 hubo 797 notificaciones de
emergencias ambientales, de las cuales 255 correspondieron a derrames de
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hidrocarburos (Profepa, 2020; Semarnat, 2020). Otros informes indican que tan solo en
Tabasco ocurrieron 832 derrames en el periodo que comprende de 2000 a 2017 por
extraccion y transporte (Morales-Guzman et al., 2020) y de acuerdo con Pérez-Mufioz
et al., (2019), Tabasco ocupa el tercer lugar en esta categoria a nivel nacional. Por otro
lado, en el periodo de 2018 a 2021, Pemex registré un total de 176 eventos entre
derrames y fugas (156 derrames y 20 fugas), lo que equivale a 735.85 barriles.
Tabasco y Veracruz registraron el 63 % de tales siniestros (Pemex, 2022). Estos
derrames tienen un efecto directo sobre la fertilidad del suelo, lo mismo que en el
crecimiento y distribucion de las plantas. Como consecuencia hay un efecto
socioeconémico en las comunidades dedicadas a actividades agricolas, como las
plantaciones de cacao, Theobroma cacao L. (Pérez Mufioz et al., 2019). Esto es
importante porque México es el undécimo productor de cacao en el mundo, con 38.5
mil ton/afio, lo que representa el 0.8 % de la produccion mundial que equivale a
4823000 ton. El rendimiento promedio de la produccién de cacao en México es de 0.49
ton/ha, con la participacion de mas de 40000 familias en su produccion (ICCO, 2020).
Tabasco es el principal productor de cacao en México, aportando el 68.6 % de la
producciéon nacional. Ademas, el agroecosistema cacao proporciona importantes
servicios ambientales, capturando de 80 a 120 ton C/ ha-afio (Avendafio-Arrazate,
2021). Considerando que en Tabasco estan los campos petroleros con mayor potencial
de produccion, el riesgo de derrames de petrdleo es alto. En casos de derrames,
cultivos como el cacao son dafiados y contaminados con capas de aceite denso de
hasta 20 cm de espesor dejando el suelo infértil y salinizandolo (Morales-Bautista et al.,
2019; Pérez Mufioz et al., 2019).

En este sentido, el uso de biosurfactantes para la recuperacion o restauracion
ambiental ha ganado mucha importancia. Los biosurfactantes son moléculas que, si
bien se producen durante todo el crecimiento microbiano, su rendimiento es mayor
durante la fase estacionaria. Estas moléculas tienen usos medicinales, industriales y
alimenticios; al ser anfifilicas, tienen la capacidad de bajar la tension superficial del
agua de 72 mN/m a 30 mN/m, asi como de una solucién de agua-n-hexadecano de 43
mN/m a 1 mN/m. Ademas, los biosurfactantes tienen amplia diversidad estructural,
alta selectividad por moléculas de naturaleza oleosa, baja concentracion micelar
critica, son biodegradables y de baja toxicidad, son estables en condiciones extremas,
tienen un efecto directo sobre la tension interfacial, y propiedades espumantes,
detergentes, asi como dispersantes (Varjani, 2017).

Los biosurfactantes son producidos por hongos filamentosos, levaduras, vy
principalmente por bacterias (Ojeda-Morales et al., 2016; Carolin et al., 2021; Durval et
al., 2020; Hentati et al., 2021; Koutinas et al., 2021; Lopes et al., 2021; Mulligan, 2021;
Onaizi, 2021). En el caso particular de las bacterias fijadoras de nitrégeno, éstas son de
importancia no solo como productoras de biosurfactantes, sino también por su papel en
los ciclos biogeoquimicos, ya que se encargan de fijar el nitrdgeno atmosférico
transformandolo en NHs, NHs4 y otras formas asimilables de nitrogeno (Saeed et al.,
2021).

Estos microorganismos ademas enriquecen el suelo con nutrientes, restaurando su
fertilidad cuando ha sido impactado por derrames de hidrocarburos. Algunos géneros
han sido reportados en la literatura: Clostridium, Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum,
Beijerinkia (fijadoras de nitrdgeno) y Pseudomonas, Bacillus, Flavobacteria, Aspergillus,
Agrobacterium, Micrococcus, Achromobacter (solubilizadoras de fosforo) tanto en la
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degradacion de hidrocarburos como productoras de biosurfactantes (Ojeda-Morales et
al., 2015; Girigiri et al., 2020; Bhosale & Khode, 2021; Kumar et al., 2021). Dada la
importancia de estos microorganismos, en esta investigacion se aisl6 y caracterizd un
biosurfactante de cepas bacterianas nativas de la rizésfera de plantas de cacao, que
son fijadoras de nitrégeno y que ademds tienen potencial para su aplicacion en la
restauracion de suelos impactados con hidrocarburos del petroleo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Microorganismos, medios de cultivo y condiciones de cultivo

Las cepas microbianas fueron aisladas directamente del sistema radicular de
plantaciones de Theobroma cacao. El sitio de muestreo se ubicé entre las coordenadas
93° 07’ 42.24” de latitud norte y 18° 07’ 7.68” de longitud oeste, a 7.5 km al NE de la
ciudad de Cunduacén, Tabasco.

La rizosfera procedente de las raices fue recolectada para su posterior tratamiento. En
un matraz se colocaron 10 g de la raiz y 90 mL de agua destilada, se dejo reposar por
1 hora. Para aislar las unidades formadoras de colonias presentes en la rizosfera de
cacao se empled el método de diluciones seriadas y sembrado en placa por extension,
descrito por Madigan et al. (2017), y sembrada en medio de cultivo agar rojo Congo de
composicion acido malico: 5.0; K2HPO4, 0.5; MgSOa4-7H20, 0.2; NaCl, 0.1; extracto de
levadura, 0.5; FeCls -6H20, 0.015; KOH, 4.8; agar-agar, 20.0; solucion de rojo Congo
15.0. Las bacterias que crecen en este medio reemplazan la metabolizacién del
nitrégeno por el nitrdgeno atmosférico que se encierra en el microambiente de la caja
de Petri (Salazar & Ordofiez, 2013). Ademas, el crecimiento en este medio garantiza
que las cepas sean bacterias de vida libre fijadoras de nitrégeno (Fitriyanti et al., 2017).
Ademas de las caracteristicas deseables de fijacién de nitrégeno y solubilizacion de
fésforo, es necesario que las cepas sean petrofilicas, por lo cual fueron sometidas a
una prueba de degradacién de petréleo de cardcter cualitativa con el fin de observar si
las cepas poseian la propiedad de degradacion.

El medio de cultivo Bushnell-Haas fue utilizado para evaluar la capacidad de las
bacterias para degradar los hidrocarburos (Hamza et al., 2012; Vaidya et al., 2017). Se
prepararon 250 mL de medio de cultivo Bushnell Haas, este fue esterilizado en
autoclave a 121 °C por 15 minutos a 15 psi de presion, posteriormente, las cepas
fueron sembradas por el método de estriado en placa (Madigan et al., 2017), con 0.1
mL de petréleo estéril como Unica fuente de carbono. Las cepas tuvieron un periodo de
incubacion de 72 h, transcurrido este tiempo se observd la presencia de las cepas
bacterianas, asi como la degradacion de hidrocarburos.

2.2 Caracterizacion del crecimiento microbiano

Después de que las cepas bacterianas fueron sometidas a diferentes filtros de
seleccién (tincion de Gram, prueba de degradacion de petréleo, fijacion de nitrégeno,
solubilizacion de fésforo y prueba de ensayo hemolitico), finalmente se eligié sélo una,
gue fue identificada con la clave CC1. Con el fin de obtener la cinética de crecimiento,
se cultivé hasta una absorbancia de 0.3 (ODsoonm) €n 150 mL de medio caldo nutritivo
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de composicién (g/L) extracto de carne, 1.0; extracto de levadura, 2.0; peptona
caseina, 5.0; NaCl, 5.0. Al llegar a la absorbancia indicada se transfirié el 10 % del
medio en 1000 mL de medio Kim de composicion extracto de levadura, 0.2; extracto de
carne, 5.0; glucosa o dextrosa, 2.0; KH2PO4 monobasico, 0.2; K2HPO4 dibasico, 0.3;
MgSOs4, 0.1; NaSOa4, 0.1; CaClz: 0.1; FeSOa4, 0.1 y una proporcion carbono/nitrogeno de
2:1, especializado en la produccién de biosurfactantes. Durante el tiempo del
crecimiento microbiano se obtuvo muestras de 10 mL a los tiempos (h): 0, 24, 48, 72,
96 y 120. Estas muestras fueron colocadas en tubos de ensayo y preservadas a 4 °C
para pruebas posteriores. El experimento se llevé a cabo por triplicado. La medicion de
la absorbancia se realiz6 con ayuda de un espectrofotometro de UV-VIS, Thermo
Spectronic Genesys 20. Del mismo modo, los biorreactores contaron con un sistema de
aireacion con el fin de distribuirlo uniformemente. Estos biorreactores fueron
ensamblados de acuerdo con Hernandez-Rivera et al. (2011). La tasa de flujo
volumétrico fue de 1.21 x 10 m¥s. El software Sigma Plot, version 14.0 fue utilizado
para construir las gréficas de crecimiento microbiano.

2.3 Perfil del potencial de produccion de biosurfactantes (métodos indirectos)

Con el objeto de estimar el tiempo de obtencidbn de la maxima produccion de
biosurfactantes se usaron técnicas de fotogrametria, con ayuda del software FIJI de
ImageJ win-32, version 1.44°. Las pruebas se hicieron por triplicado por cada tiempo, y
de los resultados se calculé el promedio. Con base en esto, se desarrollaron las
siguientes técnicas.

a) Caldo libre de células. Se obtuvieron muestras de 30 mL cada 24 h desde el
tiempo 0 hasta 120 h, las cuales fueron centrifugadas a 6000 rpm por 30 min a 4 °C,
con el fin de sedimentar las células bacterianas y generar asi un caldo crudo que
contuviera los biosurfactantes y otras moléculas. El sobrenadante fue extraido y
almacenado en condiciones asépticas en congelacion hasta su utilizacion.

b) El agar base sangre es una técnica indirecta que busca la presencia de
sustancias tensioactivas. En este punto se preparo el agar base sangre de acuerdo con
Joy et al. (2017). Con ayuda de un horadador se extrajo una porcion del agar dejando
una cavidad circular tubular, en forma de pozo, de 0.8 a 1.0 cm de diametro, la
profundidad dependié del grosor del agar en la placa. El nUmero de cavidades estuvo
en funcion de los tiempos. Cada uno de estos pozos fueron inundados completamente
con el caldo crudo libre de células, lo que implicé un gasto de 0.1 mL por cada muestra,
en promedio. El caldo crudo no debe tocar la superficie del agar. Como control se usé
medio de cultivo sin cultivar. Después de 72 h de incubacion a 30 °C o temperatura
ambiente 28 + 1°C, la hemdlisis total o parcial alrededor de cada cavidad formd un
halo, cuya area fue medida por técnicas de fotogrametria.

c) Dispersion de aceite. En cajas de Petri de 90 x 10 mm, se agregaron 50 mL de
agua destilada. Posteriormente se afiadié una alicuota de 20 uL de petréleo crudo
ligero hasta formar una delgada capa superficial. Después se aplicaron 10 uL del caldo
crudo libre de células sobre la fina capa de petroleo que flotaba sobre el agua
(Marques-Alvarez et al., 2020). El diametro de la zona aclarada en todas las pruebas se
midié con un vernier. Como control se usé la misma cantidad de uL de caldo sin

41
Torres-Custodio et al. / Mexican Journal of Biotechnology 2023,8(1):37-65



cultivar. Este procedimiento fue realizado por cada punto de muestreo. La prueba se
consider6 positiva cuando, tras la aplicacion del caldo crudo, se forma una zona de
aclaramiento en la capa de petroleo. La zona de aclaramiento se forma cuando hay
presencia de sustancias tensioactivas.

d) indice de emulsion (IE24). Se mezclaron 2 mL de caldo libre de células y 2 mL
de petrdleo crudo ligero con ayuda de un vortex durante 2 min. Posteriormente, la
emulsion se dejé reposar por 24 h evitando su exposicion a la radiacion solar directa. El
calculo del porcentaje fue el resultado de la division de la altura de la emulsion entre la
altura total de la mezcla, multiplicado por 100 (Datta et al., 2018). Como sistema control
se uso caldo libre de células sin cultivar.

e) Gota colapsada. Para esta prueba se colocaron 40 pL de caldo libre de células
en una superficie hidrofébica de papel parafilm, observando la forma de la gota en los
diferentes tiempos de muestreo y midiéndose el didmetro de la gota. La pérdida de la
forma de la gota indic6 un colapso de la misma provocada por la presencia de
sustancias tensioactivas en el caldo, aumentando su didmetro (Ray et al., 2021). Como
control se empled el surfactante con base en alfa-limoneno, con nombre comercial de
Ecoterra BS.

2.4 Extraccién y purificacion del biosurfactante

El caldo crudo fue filtrado en embudo Blchner de porcelana de 9 cm de diametro
interno con papel filtro whatman No. 42, acoplado a un matraz kitasato conectado a
bomba de vacio. El caldo filtrado se centrifugé a 3000 rpm por 30 min. Posteriormente,
la extraccion del biosurfactante se llevd a cabo mediante la precipitacion con acetona
para eliminar la mayor parte de sustancias no tensioactivas, empleando una relacién
caldo/acetona 1:1.2 a 4 °C. La acetona se afiadi6 al caldo lentamente a flujo constante
manteniendo agitacién a 85 rpm durante 15 min, posteriormente se dejo reposar en
embudos de separacion de 500 mL hasta la precipitacion de los sélidos. Después, la
acetona fue eliminada en un rotavapor a 70 °C y 30 rpm (Almazan et al., 2000).

El caldo recuperado libre de acetona fue sometido a tres extracciones sucesivas, con
una mezcla de solventes cloroformo/metanol con una relacion de 2:1. La mezcla de
solventes se afiadié al caldo con una relacién 1:1, con agitacion a 85 rpm durante 15
min y se dejo reposar en embudos de separacion de 500 mL durante 30 min. El caldo
se separ6 del sobrenadante por diferencia de densidad y en un rotavapor se eliminé la
mezcla de caldo/solventes a 35 °C y 30 rpm (Almazan et al., 2000). Finalmente, el
sobrenadante fue purificado en un rotavapor a 30 °C y 30 rpm, hasta llegar a la
sequedad.

2.5 Propiedades fisicoquimicas del biosurfactante
2.5.1 Identificacion de lipidos polares asociados a accion surfactante y FT-IR

La presencia de lipidos polares se determin6 por medio de cromatografia en capa fina.
El biosurfactante fue analizado en placas de silica gel 60 F254 de 0.25 mm de 3.5 cm.
Un sistema de solventes de cloroformo/acetona/metano/acido acético/agua destilada
en proporcion de 6:8:2:2:1 v/v fue utilizado para indicar el lipido polar. Para la
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revelacion de las diferentes bandas se utilizaron diversas sustancias: difenilamina (2 g,
glucolipidos), ninhidrina al 2 % (lipopéptidos) y una solucién de 0.01 g de azul de
bromotimol en 100 mL de NaOH 0.01N (fosfolipidos). Las placas se calentaron a 100
°C de 5-10 min (Hamilton y Hamilton, 1992). Posteriormente las placas fueron
escaneadas para determinar las areas de las bandas y los factores de retardo (Rf).
Para este fin se hizo uso del programa FIJI de ImagenJ win-32 version 1.44°. El Rf se
calculé dividiendo la distancia recorrida por la surfactina u otro componente, en la placa
por la distancia recorrida por el frente del solvente y sirvio para identificar el
componente en la muestra (Dlamini et al., 2020)

Para soporte de los resultados obtenidos con la cromatografia en capa fina, se llevo a
cabo una identificacion de los principales grupos funcionales por Espectroscopia de
Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR). Las muestras se analizaron en un
espectrometro marca Shimadzu Modelo IRAffinity-1 FT-IR (Shimadzu Scientific
Instruments, Columbia, U.S.A.), en modo transmitancia en un rango de numero de
onda de 400-4000 cm, a una resoluciéon de 4 cm™ y 50 barridos. Los datos fueron
procesadas en el software IrsolutionTM (Parthipan et al., 2017; Ohadi et al., 2018;
Ashitha et al., 2020).

2.5.2 indice de refraccion

El indice de refraccion se determiné en un refractometro de mesa marca Abbe de
Atago. Una gota del tensioactivo puro fue colocado en el prisma del equipo, y de forma
manual se manipul6 el equipo regulando la luz hasta determinar la escala del indice de
refraccion. La medicion se realizé por triplicado reportando el promedio de 3
repeticiones.

2.5.3 Peso molecular

El peso molecular promedio del biosurfactante se calculé con base en el indice de
saponificacion de acuerdo con la norma NMX-F-174-S-1981. El indice de
saponificacion es la cantidad de KOH expresado en mg necesario para saponificar 1 g
de aceite o grasa.

2.6 Propiedades termodinamicas del biosurfactante
2.6.1 pHy densidad

La medicion del pH se llevé a cabo con un potenciometro marca HANNA HI 208. En
tanto que la densidad fue medida a través del método del micropicnémetro (Ec. 1),
tomando como referencia la densidad del agua.

Por = o (19 ) (Ec. 1)

Wya-Opy

En dicha ecuacion: oum = masa del micropicndmetro con muestra del biosurfactante (g),
ow = Masa del micropicnémetro vacio (g) y oua = masa del micropicnometro con agua

destilada (g).
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2.7 Determinacion de la capacidad y estabilidad de la emulsion agua-petréleo-
surfactante

La capacidad y estabilidad de la emulsién fue determinada a través de mediciones con
diferentes concentraciones de NaCl, mediante el método modificado de Cassidy &
Hudak (2001). En un tubo de ensayo (180 x 18 mL y sellado a 14.7 Ib/in?) se
adicionaron 2 mL de biosurfactante y 1 mL de agua destilada a diversas
concentraciones de NaCl (1, 3, 6, 9, 12 y 15 %). Se agregaron 0.2 mL de petrdleo hasta
observar una fraccidon del petroleo en la parte superior de la mezcla. El tubo de ensayo
se agitd a 500 rpm durante 20 s en un agitador vortex marca Barnstead International
modelo M16715. El volumen total de petréleo usado se dividié por el volumen de la
fase acuosa y esta fue multiplicada por 100, el procedimiento se hizo por triplicado. El
resultado se reportdé como porcentaje de la capacidad emulsionante. Por otra parte,
para determinar la estabilidad de la emulsién se midié el tiempo transcurrido hasta que
se observé la separacion completa de fases, este tiempo fue anotado y reportado como
estabilidad de la emulsion.

2.8 Identificacion de la cepa bacteriana: pruebas bioquimicas API 20 E, tincion de
Gram y tamafio de la célula

La identificacion la cepa bacteriana se realizd a través de una prueba bioquimica API
E20 marca bioMérieux. En esta prueba se evaluaron la reduccién de nitratos a nitritos,
formacion de indol, fermentacién de la glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa y por
ensayos de asimilacién de D-glucosa, L-arabinosa, D-manosa, D-manitol, D-ribosa, N-
acetil glucosamina, D-sorbitol y D-fructosa. El analisis morfologico de la bacteria se
realizé en un microscopio HRTEM JEOL JEM 2100 a 200 Kv en modo de campo claro
con pieza polar objetiva de alta resolucion con filamento de LaB6. Usando el software
GATA digital micrograph, calibrado con una muestra patrén de oro en el plano de 1.09
mm con un margen de error de + 0.1 %. De la misma manera, para llevar a cabo la
caracterizacion fenotipica de la bacteria se utilizé la prueba de tincion diferencial de
Gram (Aquiahuatl-Ramos y Pérez-Chabela, 2004; Madigan et al., 2017).

El andlisis morfologico de la bacteria se realizé en un microscopio HRTEM JEOL JEM
2100 a 200 Kv en modo de campo claro con pieza polar objetiva de alta resolucién con
filamento de LaB6. Usando el software GATA digital micrograph, calibrado con una
muestra patrén de oro en el plano de 1.09 mm con un margen de error de + 0.1 %. De
la misma manera, para llevar a cabo la caracterizacion fenotipica de la bacteria se
utilizé la prueba de tincién diferencial de Gram (Aquiahuatl-Ramos y Pérez-Chabela,
2004; Madigan et al., 2017). A los aislamientos bacterianos se les practico un estudio
taxondmico empleando la galeria del sistema API 20E, especificos para
Enterobacteriaceae (Logan y Berkeley, 1984), que incluyeron 21 test bioquimicos con
diversos sustratos deshidratados como: tincidon de gram, tamafio de la célula, tipo de
colonia , oxidasa, catalasa, reduccion de nitratos a nitritos, formacion de indol,
acidificacion de D-glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa, b-glucosidasa proteasa,
asimilacion de glucosa, asimilacion de arabinosa, asimilacion de manosa, asimilacion
de manitol, asimilacién de ribosa, asimilacion de sorbitol y asimilacion de fructuosa, de
los cuales cinco fueron metabolizados. Se obtuvo un perfil numérico que fue analizado
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en el software apiwebTM REF 40011 (bioMerieux, France). De la misma manera, en
condiciones in vitro se establecié en el laboratorio un experimento de acuerdo a Ojeda
et al. (2016) para determinar por densidad o6ptica (Cérdova-Bautista et al., 2020) el
intervalo de temperatura en el que se desarrollaba la poblacion bacteriana medido

2.9 Toxicidad y concentracion letal media del biosurfactante

La finalidad del bioensayo de toxicidad fue determinar la probabilidad de pérdida de
peso (%) e inhibicibn de crecimiento de la poblacibn de E. foetida ante una
concentracion conocida del biosurfactante producido por la cepa CC1. Esta prueba
consisti6 en dos fases: 1) Por contacto por papel filtro, para determinar las
concentraciones en suelo, y 2) Prueba con suelo artificial y muestras de suelo
contaminado, de acuerdo con la guia 207 de la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econdmicos para la evaluaciéon de las sustancias (OECD, 1984), y la
publicacién 96-327 del Departamento de Ecologia del Estado de Washington (WSDE,
1996).

Para calcular la dosis letal (CLso) se colocaron 10 individuos de E. foetida en matraces
de 500 mL con 250 g de suelo, cada tratamiento se realizé por triplicado. Se usaron
siete concentraciones del biosurfactante puro desde 10x10° ppm hasta 80x10% ppm. El
biosurfactante fue diluido en agua destilada hasta lograr un 80 % de humedad en el
suelo. El disefio experimental fue completamente aleatorizado unifactorial, y los
resultados obtenidos fueron analizados con el software Probit Analysis ProGram,
seguido de un ANOVA. El célculo de la CLso se evalu6 a los 14 dias de la exposicion.

2.10 Tension superficial y concentracion micelar critica

En un tensibmetro digital Kris modelo K 10 ST se llevaron a cabo las mediciones de la
tensién superficial y la concentracion micelar critica del biosurfactante puro producido
por la cepa Acinetobacter baumannii (CC1). El equipo permite la medicion de la tensién
superficial e interfacial entre dos liquidos inmiscibles. EI método empleado fue el del
plato de Wilhelmy a una temperatura de 30 °C.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del crecimiento microbiano

Las condiciones ambientales para el crecimiento son importantes, de manera que el
medio también es esencial porque cada microorganismo tiene sus propios
requerimientos. En la figura 1 se muestra la cinética de crecimiento. En la grafica se
observa el inicio de la cinética a una OD600nm = 0.3. El biorreactor con medio de Kim
fue inoculado con 10 % de in6culo bacteriano que previamente crecidé en caldo nutritivo
a 0.3 de absorbancia. Esto asegura que el in6culo se encuentre en la fase exponencial
del crecimiento microbiano, lo cual permite una densidad microbiana de 1x10% UFC/mL
a 1x10” UFC/mL. De este modo, la fase lag serd mas corta, lo que permitié alcanzar la
fase estacionaria en menor tiempo. La fase estacionaria de la cepa CC1 se alcanzé a
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las 72 h, durando hasta las 120 h, de acuerdo a los parametros del experimento. El
promedio de la densidad Optica maxima fue de 1.9.

2.0 1

1.6 A

1.2 A

0.8 A

Absorbancia

0.4 -

0-0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120
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Fig. 1. Cinética de crecimiento de Acinetobacter baumannii (CC1) en medio de Kim.
Fig. 1. Growth kinetics of Acinetobacter baumannii (CC1) in Kim’s medium.

3.2 Perfil del potencial de produccion de biosurfactantes (métodos indirectos)

La actividad, rendimiento y composicion de un biosurfactante depende de la
composicién y las condiciones de cultivo. Por otro lado, la velocidad de crecimiento del
microorganismo es también importante para determinar el tiempo indicado para la
extraccion (Montoya-Vallejo et al., 2021). Para determinarlo se tiene que recurrir a una
bateria de ensayos especificos: prueba de ensayo hemolitico, gota colapsada,
dispersion de aceite e indice de emulsificacion. La prueba de ensayo hemolitico resultd
positiva al formarse una zona blanco-amarillenta alrededor de la estria en la placa de
Petri. En la tabla 1 se indican los resultados de las mediciones para determinar el
tiempo de produccion maxima de biosurfactante. También se determiné el indice de
emulsificacion a las 24 h, el cual resulté ser mayor de 90 %, pero con una clara
tendencia hacia las 72 y 96 h.
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Tabla 1. Ensayos para estimar el tiempo de produccibn maxima de biosurfactante
producido por Acinetobacter baumannii (CC1) en medio de Kim, a diferentes tiempos
de cultivo.

Table 1. Tests to estimate the maximum production time of biosurfactant produced by
Acinetobacter baumannii (CC1) in Kim’s medium, at different culture times.

Tiempo Gota colapsada Dispersion de aceite  Indice de emulsion
(h) (tamafo de gota, (zona de (IE24, %)
cm) aclaramiento, cm)

0 1.97+£0.01 0.97 £ 0.03 0+0

24 3.58 £ 0.02 5.98 + 0.01 94 +4.6

48 4.18 £ 0.01 6.39 + 0.03 94 +35

72 4.54 £ 0.02 12.04 £ 0.04 96 + 3.5

96 4.04 +0.03 10.05 £ 0.04 96 + 4.5
120 4.28 £ 0.02 6.40 £ 0.20 92+6

3.3 Propiedades fisicoquimicas del biosurfactante
3.3.1 Identificacion de lipidos polares y FT-IR

La identificacion de lipopéptidos en el caldo de cultivo se realizé6 mediante pruebas de
cromatografia de capa fina. El resultado del Rf fue de 0.511, la presencia de
lipopéptidos se corrobord por analisis de infrarrojo. Las figuras 2a y 2b muestran los
resultados de ambas pruebas.

En el espectro de FTIR se distingue una fuerte banda alrededor de 3281 cm-? atribuida
al estiramiento N-H (tensién del enlace N-H) y es una caracteristica tipica de los
compuestos que contienen carbono con grupos amino (Ohadi et al., 2018; Nayak et al.,
2020). Las bandas de menor intensidad del entre 2964 cm y 2925 cm corresponden
a vibraciones del grupo -C-H (tension asimétrica de los enlaces -CHs, -CH2) y
confirmaron la presencia de cadenas alifaticas en la estructura del biosurfactante (Bao
et al., 2014; Ohadi et al., 2018; Ashitha et al., 2020; Nayak et al., 2020; Aiman et al.,
2021). Las fuertes bandas de absorcion en 1627 cm™ (tensién del enlace C=0) y a
1530 cm? (flexion del enlace N-H) confirman la presencia de grupos peptidicos, debido
a que corresponden a vibraciones de amida | y amida Il en péptidos, respectivamente
(Ohadi et al., 2018; Bao et al., 2014). La banda alrededor de 1441 cm esta
relacionada con la presencia de cadenas alifaticas del grupo C-H (flexion del enlace
CHs) (Parthipan et al., 2017; Nayak et al., 2020). La banda en 1228 cm corresponde a
la vibracion del enlace C-O de los ésteres (Parthipan et al., 2017). La banda de
absorciéon que se encuentra a 1047 cm™ es caracteristica del resto polisacarido (Nayak
et al., 2020). A partir de estos resultados, se puede decir que la naturaleza quimica del
biosurfactante es de tipo lipopéptido.
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Fig. 2. Identificacion de lipidos polares. a) Por capa fina, el resultado fue positivo para
lipopéptidos. b) Grupos funcionales por FT-IR del biosurfactante producido por la cepa
A. baumannii (CC1).

Fig. 2. Polar lipid identification. a) Thin layer chromatography was positive for
lipopeptides. b) FT-IR functional groups of the biosurfactant produced by the A.
baumannii strain (CC1).

3.3.2 Indice de refraccidn, pH, densidad y peso molecular promedio

El indice de refraccion del biosurfactante puro fue de 1.349 a una temperatura de 27
°C. El pH del biosurfactante producido por la cepa bacteriana CC1 fue de 6.5, mientras
que su densidad fue de 0.925 g/cm3. Ojeda et al. (2016) reportaron un pH entre 6.0 y
6.5, adicionalmente, Ohadi et al. (2017) encontraron un pH entre 5 y 8.5 para el
crecimiento Optimo, lo cual maximiza la produccion del biosurfactante. Su peso
molecular se determiné mediante el indice de saponificacion, que tuvo un valor de 173
mg/L, y se obtuvo un peso molecular promedio de 972.8 g/mol, que corresponde a un
peso molecular bajo (<1500 g/mol). Los biosurfactantes de bajo peso molecular, como
los lipopéptidos, se consideran buenos reductores de la tension superficial del agua
(Citarasu et al., 2021).

3.4 Determinacién de la capacidad emulsionante y estabilidad del biosurfactante

La capacidad emulsionante disminuyé conforme aumenté la concentracion de NacCl.
Para 1 % de NaCl la capacidad emulsionante fue del 90 %, para el 3 % de NacCl la
capacidad emulsionante fue del 70 %. La variacion de la estabilidad de la emulsién esta
determinada por la concentracion de NaCl (Ojeda-Morales et al., 2016). La capacidad
emulsionante fue de 60 % vy la estabilidad de la emulsién fue de 65 minutos.

3.5 Identificacién de la cepa bacteriana: pruebas bioquimicas API 20 E, tincién de
Gram y tamafio de la célula
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Para el estudio taxonomico de la cepa bacteriana se utilizé el analisis fenotipico del
sistema API 20E (Logan & Berkeley, 1984) como se muestra en la figura 3.

owes aon tocAopc lami mzsAume Toa ino Alves GEL) _APA
. Identificacion por pruebas bioquimicas APl E20 de la cepa bacteriana CC1.
. Identification by API E20 biochemical tests of the bacterial strain CCL1.

ig.
ig.

T T
w w

La galeria APl 20E const6 de 20 microtubos que contenian los sustratos deshidratados
de las pruebas bioquimicas tradicionales. Los resultados positivos fueron: utilizacién del
citrato (+) acetoina (+), fermentacién de la glucosa (+), oxidacién de melobiosa (+) y L-
arabinosa (+). Estos datos fueron procesados en el software VCGD para la
identificacion del microorganismo, de ello se obtuvo que con un 92.8 % de posibilidad
se trata de Acinetobacter baumannii/calcoaceticus. De acuerdo con la tincion de Gram
es una bacteria Gram negativa, lo que coincidié con lo reportado por Ohadi et al.
(2017). Las micrografias electronicas revelaron gque la cepa tiene forma de bacilo con
un tamafno promedio de 1.2+1um, lo cual concuerda con lo reportado por Salazar de
Vegasa & Nieves (2005) y por Almasaudi (2018). Ademas, el crecimiento de cepa en
un rango de temperatura de 40-50 °C fue positivo en un biorreactor con medio Kim y
OD600 nm = 0.3, el ensayo arrojé un crecimiento (tih4occ-t72h40°c, UFC/mL) de 1.23
x108-1.87x108, (tihasec- trehascc, UFC/mL) de 1.75 x108-1.1x108 y (tinso°c- t72hso°c,
UFC/mL) 1.32 x10%-1.87x108, y de acuerdo Nemec et al. (2011) A. baumannii es la
Unica

Acetobacter que crece en este intervalo de temperatura. Con base a lo anterior, se
confirma la capacidad de la bacteria de fermentar el carbono de los carbohidratos
presentes en el citrato, la acetoina y azucares, como fuentes principales de energia
(Madigan et al., 2017). La importancia de realizar las pruebas de API 20 E, fue el
estudio de la actividad metabdlica del género de la Acinetobacter.

3.6 Toxicidad y concentracién letal media del biosurfactante

El impacto del biosurfactante sobre la lombriz roja californiana E. foetida se establecio
en el laboratorio. Cuando las lombrices se expusieron a concentraciones del
biosurfactante entre 10000 y 70000 ppm, el peso de los especimenes se mantuvo
practicamente constante, pero entre 70000 y 80000 ppm se registrd6 una caida
acelerada del peso de las lombrices (figura 4). Se realiz6 el analisis Probit para evaluar
la probabilidad de pérdida de peso de acuerdo a la concentracion del biotensioactivo
(x%; 0>0.05) y se encontré que en el bioensayo establecido no existe probabilidad de
pérdida de peso en el intervalo de 10000 a 40000 ppm.

En cuanto al valor de la concentracion letal media (CLso), éste fue calculado con una
confiabilidad del 95 %, equivalente a 89702 ppm de biosurfactante. La estimacion de
este valor, proporcioné datos de la funcién de probabilidad (r>=0.99) y una determinada
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carga de exposicion. En la figura 5 se muestra la correlacibn entre la variable
independiente (concentracion de biosurfactante) y la variable dependiente (mortandad
de la poblacion de E. foetida).
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Fig. 4. Estimacion de pérdida de peso de E. foetida como una funcién de la
concentracion del biosurfactante producido por A. baumannii CC1. () Probabilidad
estimada y ( @) probabilidad observada.

Fig. 4. Estimated weight loss of E. foetida as a function of concentration of the
biosurfactant produced by A. baumannii CC1. ( ) Estimated probability and ( @)
observed probability.
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Fig. 5. Concentracion letal media (CLso) del biosurfactante producido por A. baumannii
CC1 mediante analisis Probit en E. foetida. Ecuacion de prediccion y=20.276x-100.02,
r’=0.9999.

Fig. 5. Median lethal concentration (LCso) of the biosurfactant produce by A. baumannii
CC1 by Probit analysis on E. foetida. Prediction equation y=20.276x-100.02, r=0.9999.

Las lombrices de tierra son importantes en el microambiente suelo, son adaptables y
resistentes. Su actividad mejora la aireacion del suelo y mejora el transporte y
distribucion de los microorganismos, potenciando el contacto entre estos y sustratos
como los hidrocarburos, eliminando los contaminantes (Lin et al., 2018). Mulligan et al.
(2021) describieron el efecto de biosurfactantes ramnolipidos y lipopéptidos en el
crecimiento de la lombriz de tierra con el fin de degradar metales pesado e
hidrocarburos, sin embargo, la determinacion de la dosis letal media es importante
porque los biosurfactantes en la actualidad son caros e producir (Mohanty et al., 2021)
por lo que el uso excesivo generara pérdidas econdmicas y efectos toxicos sobre la
lombriz roja. De acuerdo con Varjania y Gnansounou (2017) la produccion de
biosurfactantes depende del tipo de aceite y del microorganismo que lo use como
fuente de carbono, por lo que la determinacion de la toxicidad del biosurfactante debe
ser considerada y calculada de acuerdo a las condiciones experimentales que se
tengan.

3.7 Tension superficial y concentracion micelar critica
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La medicion de la tension superficial permite visualizar aplicaciones potenciales de los
biosurfactantes. El biosurfactante sintetizado por la cepa A. baumannii resultd efectivo
para disminuir la tension superficial del agua grado HPLC desde 72 mN/m hasta 40
mN/m. La figura 6 muestra la reduccion de la tension superficial de la cepa A.
baumannii (CC1). Por otro lado, la Concentraciéon Micelar Critica (CMC) del
biosurfactante producido por A. baumannii fue de 0.0518 mM.
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Fig. 6. Efecto de la concentracidon del biosurfactante sintetizado por A. baumannii (CC1)
sobre la tension superficial del agua, en mN/m.
Fig. 6. Effect of the concentration of the biosurfactant synthesized by A. baumannii
(CC1) on the surface tension of water, in mN/m.

4. DISCUSION

Los microorganismos del suelo son de gran importancia. Intervienen en la fertilidad del
suelo, modifican caracteristicas quimicas como pH, conductividad, salinidad, lo mismo
que en el ciclo de nutrientes. Las bacterias fijadoras de nitrégeno juegan un rol
importante en el crecimiento de las plantas, asi como en diferentes actividades
metabdlicas. Fijan el nitrdgeno atmosférico en formas asimilables como el NHs y NHa.
Cuando son de vida libre son consideradas no simbiéticas, y cuando co-existen en
asociacion con fabaceas y otras plantas vasculares de diferente familia se les conocen
como simbidticas; a este Ultimo grupo pertenece la cepa CC1, la cual fue aislada de la
rizosfera de plantaciones de T. cacao. Esta clase de microorganismos han sido
ampliamente reportados, incluyendo los géneros Frankia, Rhizobium, Cyanobacteria,
Azospirillum, Pseudomonas, Azotobacter, Acetobacter y Nostoc (Girigiri et al., 2020;
Umar et al., 2020; Saeed et al., 2021).

Por otro lado, el fésforo es el segundo nutriente de mayor importancia en el
metabolismo bacteriano, y solamente el 0.1 % del fosforo total est4 disponible en el
medio ambiente para su asimilacion. Cuando un suelo es alcalino, el fosforo es
inmovilizado por cationes de Ca?*y Mg?*, el mismo efecto sucede con el Fe3* y el Al*
cuando el suelo es acido (Alaylar et al.,, 2020). Ciertas cepas bacterianas como
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Rhizobium, Pseudomonas y Bacillus se consideran como solubilizadoras de fésforo, lo
cual hacen por mineralizacion del fésforo organico; sin embargo, aproximadamente el
50 % de las bacterias conocidas son solubilizadoras de fosforo, entre las que destacan
Azotobacter, Burkholderia, Enterobacter, Microbacterium, Serratia y Beijerinckia. Estos
microorganismos modifican el pH del ambiente produciendo un numero variable de
acidos organicos e inorganicos a través del mecanismo conocido como mineralizacion
de la rizosfera (Kalayu, 2019; Younas et al., 2021). La cepa A. baumannii fue capaz de
fijar nitrogeno y solubilizar fésforo. Esta capacidad realza su importancia a nivel
ecoldgico.

Las condiciones de crecimiento microbiano son especialmente importantes en cepas
productoras de biosurfactantes debido a los costos de produccion. Por ejemplo,
Gutsohn, (2017) y Sari et al. (2019) estudiaron el crecimiento de Bacillus subtilis con
diferentes fuentes de carbono, donde la glucosa gener6 el mejor rendimiento, 15 g/L y
420 mg de biosurfactante, en comparacion con fuentes como el almidén, sacarosa y
glicerol. Sin embargo, el uso de glucosa puede ser contraproducente desde el punto de
vista econémico, ademas de que es una fuente de carbono que no se encuentra en
estado puro en la naturaleza, como la sacarosa, que puede encontrarse en otros
sustratos como los residuos agroindustriales (Gutsohn, 2017; Sari et al., 2019). Por otro
lado, Heryani & Putra (2017) hicieron mencion del uso de la sacarosa para optimizar la
produccion de surfactina con Bacillus sp.

La cepa A. baumannii también uso6 glucosa como fuente de carbono. De acuerdo con la
composicién del medio Kim, la cantidad de glucosa fue menor: 2 g/L; sin embargo, este
medio contiene otras fuentes de carbono como el extracto de carne (0.2 g/L) y el
extracto de levadura (5 g/L). Las fuentes de carbono y nitrdgeno son esenciales para
promover una maxima produccién de biosurfactantes, y el efecto de la proporcion entre
ambos elementos modifica la produccién de biosurfactantes, como ocurrié con Bacillus
subtilis a una proporcién de C:N entre 3y 9. Pero también con una C:N de 11y 12.3 los
resultados han sido notables (Fonseca et al., 2007; Abas et al., 2013). Incluso con una
C:N de 12 se obtuvieron rendimientos de 0.72 g/L empleando 30 g/L de glucosa en
Bacillus pumilus 21R (Heryani & Putra, 2017).

La fuente de N mas usada es el nitrato de amonio (NH4NQO3) y es de origen inorgénico,
pero el medio Kim ocupa fuentes organicas de nitrégeno. El extracto de levadura ha
sido reportado como uno de los sustratos mas recomendados para estimular la
extraccién de biosurfactantes; cada 100 g de extracto de levadura tiene 35.17 g de
carbono y 25.69 g de nitrégeno, y otros elementos (% masa): O (30.7), P (1.81), S
(0.89) y K (6.669) (Martinez-Trujillo et al., 2015). En tanto el extracto de carne tiene
37.48 g de carbono y 25.01 g de nitrégeno por cada 100 g, y una proporcion adicional
de (% masa): O (31.1), Na (2.1), P (0.77), S (0.62), CI (1.28) y K (2.44). Ademas, otros
oligoelementos presentes en el medio Kim estimulan el crecimiento de los
microorganismos. La peptona caseina (que forma parte del medio caldo nutritivo) es
una fuente alternativa de aminoacidos como el triptofano mientras que el extracto de
levadura contiene azucares y aminoacidos como &cido glutdmico y vitamina B (biotina).
Y en lo que respecta al extracto de carne, éste es especialmente rico en vitamina B
(Cheng et al., 2018). Esta composicién le permite al medio Kim tener una relacién C:N
= 2.1, lo cual lo capacita para ser un medio apto para la produccion de biosurfactantes.
Los biosurfactantes son biodegradables y de toxicidad baja (Safdel et al., 2017; Varjani,
2017). Por lo tanto, es importante estimar el tiempo promedio donde la produccion del
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biosurfactante es mas alta, debido al costo de los materiales empleados en su sintesis
y purificacion (Jahan et al., 2020).

El resultado positivo de la prueba de hemdlisis indicé una (B-hemdlisis. No obstante,
esta prueba no es concluyente, porque otras sustancias como bioacidos y enzimas
proteoliticas pueden provocar lisis celular y dar un falso positivo. El ensayo hemolitico
sugiere la probable presencia de sustancias surfactantes (Joy et al., 2017; Datta et al.,
2018).

Otra prueba que apoya la hemolisis es la de la gota colapsada. Este método se baso6
en la pérdida de la tensién superficial del agua que colapsa sobre una superficie
hidrofébica como el parafilm, se consideré una prueba confiable (Ray et al., 2021) y el
tamafio de la gota es funcion de la actividad del biosurfactante. En este experimento, la
cepa CC1 mostré un diametro de gota mayor hacia las 72 h de cultivo. Esta prueba se
complemento6 con la de dispersion de aceite, que tiene el mismo principio que la gota
colapsada (Ray et al., 2021; Montoya Vallejo et al., 2021). La tensién interfacial entre el
caldo crudo libre de células y la pelicula de petréleo se rompe por la presencia de
sustancias surfactantes. La zona de aclaramiento ocurrié entre las 72 y 96 h, cuyo
diametro fue mayor a los 5 mm.

Los biosurfactantes son sintetizados por una amplia diversidad de organismos. Tienen
estructuras Unicas, asi como una funcionalidad especializada, 1o que significa que se
producen cuando se tienen necesidades metabdlicas altamente especificas. Koim-
Puchowska et al. (2021) realizaron un estudio donde comprobaron que el uso de
glucosa es muy eficiente en el rendimiento de biosurfactantes. EI medio Kim también
usa glucosa, enriquecido con otras fuentes de carbono como extracto de levadura y de
carne. El hecho de que un microorganismo prefiera una u otra fuente de nutrientes
depende de su necesidad por alguna vitamina o aminoacido especifico. Y aunque estos
investigadores encontraron que el extracto de carne no influye mucho en una cepa de
Bacillus subtilis natto BS19, los requerimientos suelen variar. En un estudio sobre
produccion de surfactina, Bacillus subtilis prefirid dos fuentes distintas de nitrdgeno:
NH4NOs3 y triptona. Esto puede deberse a los requerimientos de la cepa en el momento
de su asimilacién (Das & Mukherjee, 2007).

La extraccion del biosurfactante suele ser un proceso de alto costo por los materiales
gue emplea. El proceso de extraccion por solvente se basa en mezclar, transferir y
separar dos fases inmiscibles y de diferente densidad. La precipitacion con acetona se
fundamenta en el cambio de polaridad. Son utilizados como agentes precipitantes
mezclas de solventes organicos o los compuestos independientes, en los cuales el
biosurfactante es poco soluble o no soluble. Sin embargo, requiere un elevado tiempo
de permanencia debido a que la separacion es lenta, generando un aumento de
existencia, lo que implica un aumento de costo (Almazan, 2000).

El metabolismo bacteriano es muy importante en la produccion de un biosurfactante, de
modo que los valores de rendimiento suelen ser variables. Por ejemplo, Durval et al.
(2020) obtuvieron hasta 4.7 mg/L usando medio mineral salino a partir de una cepa de
Bacillus subtilis. Sin embargo, un rendimiento menor se obtuvo con Bacillus safensis J2
en un medio mineral salino, pero adicionado con NH4NOs y NaNOs, tan solo se extrajo
0.92 mg/L (Das y Kumar, 2019). Con Bacillus tequilensis MK 729017 en medio Luria-
Bertani, el rendimiento fue de 7.4 mg/L, lo que puede deberse a que este medio es
altamente rico en extracto de levadura y peptona (Datta et al., 2018). En esta
investigacion, con la cepa CC1 cultivada en medio Kim se obtuvo un rendimiento de
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2.21 g/L. La optimizacion del rendimiento puede llevarse a cabo con otras fuentes de
nutrientes de mas bajo costo.

Pérez Vargas et al. (2010) y Pérez Vargas et al. (2017) reportaron la produccion de
ramnolipidos sintetizados por Pseudomonas. Algunos Bacillus y Pseudomonas tienen
la capacidad de colonizar las raices de plantas y protegerlas en contra de patdgenos.
Como consecuencia, estas bacterias pueden clasificarse como rizobacterias
promotoras del crecimiento. Sus metabolitos causan este efecto de biocontrol y
promueven el crecimiento de las plantas. Esos metabolitos secundarios han sido
identificados como lipopéptidos ciclicos que tienen la capacidad de mostrar actividad
surfactante (Bombeke, 2021).

Zhou et al. (2020) obtuvieron la produccion de biosurfactantes a partir de la cepa
Acinetobacter junii. El andlisis de FT-IR y cromatografia en capa fina indican la
presencia de un biosurfactante con base en lipopéptidos, coincidente con Acinetobacter
baumannii CC1, quien también es productora de biosurfactantes lipopéptidos. Ohadi et
al. (2018) identificaron también a Acinetobacter como productora de biosurfactante y
degradadora de petréleo. Del mismo modo, también identificaron lipopéptidos a partir
de A. baumannii con el objetivo de degradar diferentes fracciones de petréleo. El
petréleo crudo contiene aproximadamente 35 % de n-alcanos, 35 % de hidrocarburos
aromaticos y 30 % de alcanos ramificados, cuya ecotoxicidad es la principal amenaza
al ambiente, por lo que resulta de importancia que existan microorganismos como A.
baumannii (CC1) que son capaces de utilizar petrdleo como fuente de energia. En este
sentido Zhang et al. (2021) reportaron a Acinetobacter baumannii como cepa
hidrocarbonoclasta y productora de biosurfactantes, siendo capaz de remover hasta el
70 % de las tres fracciones mencionadas.

La identificacion de la especie, de acuerdo con los andlisis API 20, corresponde con lo
reportado por Gupta et al. (2020), que determinaron la produccion de un biosurfactante
glicolipido producido por Acinetobacter baumannii BJ5 con la capacidad de degradar
hidrocarburos complejos como el pireno. En otra investigacion, Constantiniu et al.
(2004) identificaron A. baumannii y A. lwoffii siendo positiva a la formacion de catalasa,
fermentacion de la glucosa y utilizacion de citratos, y ha sido identificada como un
cocobacilo, lo cual coincide con los resultados de las micrografias electrénicas,
catalasa positiva, fermentacion de la glucosa y utilizacién de citratos también por Raut
et al. (2020). Restrepo-Correa et al. (2017) reconocieron al género Acinetobacter como
bacteria fijadora de nitrégeno y solubilizadora de fésforo, en especial a Acinetobacter
calcoaceticus. Adicionalmente, Al-Hadithi et al. (2017) aislaron cepas de Acinetobacter
(Iwoffii y calocoaceticus) a partir de suelos contaminados con hidrocarburos, ambas
cepas mostraron capacidad para producir surfactante y degradar hidrocarburos
policiclicos aromaticos. Estos microorganismos con capacidades metabdlicas
apropiadas son fundamentales en los procesos de biorremediacion, respondiendo a la
presencia de hidrocarburos contaminantes dentro de las primeras horas de contacto,
exhibiendo tasas de degradacion mas altas que aquellos microorganismos que no
tuvieron contacto previo con petroleo, utilizando las largas cadenas de hidrocarburos
como fuentes de energia o degradandolas a través de procesos de co-metabolismo.

La probabilidad de pérdida de peso de las lombrices de tierra fue mas pronunciada
para concentraciones mayores. La probabilidad de que la poblacion pierda peso a
80000 ppm es del 60 %. Los biotensioactivos pueden tener actividad antimicrobiana y
es probable que los microorganismos produzcan moléculas tales como agentes
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antagonistas para ganar ventaja con el sustrato en las comunidades microbianas,
proceso conocido como amensalismo. El biosurfactante obtenido, ademas de tener
actividad superficial podria tener aplicaciones farmacolégicas como en la inhibicién de
la formacion de fibrina, lisis de eritrocitos, antitromboticos e hipocolesterolémico y
propiedades antivirales. Los lipopéptidos pueden ser toxicos cuando tienen la habilidad
de solubilizar la bicapa lipidica de la membrana celular (Citarasu et al., 2021).

Los biosurfactantes producidos por la especie A. baumannii producen emulsiones
aceite en agua, por lo que se facilita la transferencia de petréleo desde la superficie del
sistema hasta el seno del mismo. De esta manera, se incrementa la biodisponibilidad
de la fuente de carbono, por lo que un proceso de biorremediacion puede requerir
menor tiempo. La determinacion de la formacion de micelas en el seno de una solucion
en donde el disolvente es de origen polar, es una propiedad importante que puede
determinar la concentracion minima requerida de un surfactante, lo que puede ayudar a
minimizar costos y tiempo en la realizacion de un proceso biotecnolégico. Los
lipopéptidos al ser compuestos anfifilicos y tener una doble afinidad, tienen la
capacidad de producir micelas, lo que incrementa la solubilidad de compuestos
hidr6fobos. La importancia de la determinacion de la CMC radica en no utilizar una
concentracion del biosurfactante mas alta que la necesaria, esto a su vez permite que
la microflora y microfauna no se vean afectadas negativamente debido a las
caracteristicas antimicrobianas que presentan los biotensioactivos (Ojeda-Morales et
al., 2016). La CMC representa un intervalo de concentraciones, ya que no es un valor
absoluto debido a que en realidad es una fase de transicién que ocurre gradualmente.
A modo de conclusiones, los biosurfactantes son moléculas anfifilicas producidos por
bacterias como Bacillus, Pseudomonas, Azospirilum, Nitrobacter, entre otros
microorganismos. La cepa bacteriana CC1 es una bacteria petrofilica, productora de
biosurfactante, gram negativa, fijadora de nitrdgeno y solubilizadora de fésforo. De
acuerdo a las pruebas de cromatografia en capa fina y FT-IR es productora de un
biosurfactante lipopéptido. Con base en los resultados obtenidos en el analisis de
toxicidad se observo que E. foetida presenté una pérdida de peso a partir de 50000
ppm de concentracion del biosurfactante. Se requieren méas estudios sobre bacterias
nitrificantes productoras de biosurfactantes dada su importancia en la fertilidad del
suelo y como parte de reciclaje de nutrientes del mismo.
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