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RESUMEN

La extraccion y uso intensivo de hidrocarburos se ha incrementado a través de los
afios y con ello, la contaminacion del agua y suelo. Entre las alternativas de
remediacion ambiental se tiene la aplicacion de metabolitos biolégicos capaces de
solubilizar contaminantes haciéndolos biodisponibles como fuente de carbono para
ciertos microorganismos. En este sentido, el objetivo de la presente investigacion
fue aislar cepas bacterianas de la gruta Los Herrera (Querétaro, México) con
capacidad de sintetizar biotensoactivos que puedan emulsificar hidrocarburos. Se
aislaron once cepas bacterianas con capacidad emulsificante sobre cloroformo,
gueroseno o xileno (meta (m) para (p) y orto (0) o-xilenos y etilbenceno) La cepa
LM 08 fue seleccionada por presentar la mayor capacidad emulsificadora sobre el
xileno. La produccion de biotensoactivos fue optimizada ajustando las condiciones
de cultivo mediante la metodologia de superficie de respuesta. Los resultados
mostraron que el cultivo de LM 08 a 29 °C, pH 7.02 'y sin NaCl indujo la sintesis de
biotensoactivos cuyo indice de emulsificacion sobre Xxileno fue de 38 %; a partir de
estas condiciones y ajustando nuevamente el cultivo a 175 rpm, 3.29 % de tamafo
de inéculo e incubacién por 5 dias se logré mejorar la respuesta del indice de
emulsificacion (%) del xileno (m, p, o-xilenos y etilbenceno) hasta un 54 %.
Asimismo, el biotensoactivo producido por LM 08 fue capaz de remover
hidrocarburos presentes en suelo contaminado hasta un 43.5 % en 24 h; mientras
que en el agua de mar la remocion de hidrocarburos fue del 11.9 % entre los 18 y
27 dias, cuando se empled la cepa LM 08 combinada con el biotensoactivo.
Finalmente, la cepa LM 08 aislada y utlizada fue identificada como
Glutamicibacter endophyticus y mostr6 ser una opcion viable para sus
aplicaciones en-la remocion de HCs de sitios contaminados.

Palabras clave: Espeleotema, biotensoactivo, biorremediacién, hidrocarburo,
xileno.



SUMMARY

The extraction and intensive use of hydrocarbons has increased the contamination
of water and soil over the years. Among the alternatives for environmental
remediation is the application of biological metabolites capable of solubilizing
pollutants, making them bioavailable as a carbon source for. . certain
microorganisms. In this sense, the objective of the present investigation was to
isolate bacterial strains from the cave “Los Herrera” (Querétaro, Mexico) with the
capacity to synthesize biotensive agents that can emulsify hydrocarbons. Bacterial
strains with emulsifying capacity were isolated once on chloroform, kerosene or
xylene (m, p, o-xylenes, and ethylbenzene). The LM 08 strain showed the highest
emulsifying capacity over xylene. The production of bio-surfactants was optimized
by adjusting the culture conditions using the response surface methodology. The
cultivation of LM 08 at 29 °C, pH 7.02 and without NaCl induced the synthesis of
bio-surfactants whose emulsification index on xylene was 38 %; From these
conditions and adjusting the culture again to 175 rpm, 3.29 % of inoculum size and
incubation for 5 days, it was possible ‘to improve the response of the xylene
emulsification index (m, p, o-xylenes, and ethylbenzene) up to 54%. Likewise, the
biosurfactant produced by LM 08 was able to remove hydrocarbons present in
contaminated soil up to 43.5 % in 24 h; while in seawater the removal of
hydrocarbons was 11.9 % between 18 and 27 days, when the LM 08 strain was
used combined with the biosurfactant. Finally, the LM 08 strain isolated and used
was identified as Glutamicibacter endophyticus and it proved to be a viable option
for its applications in the elimination of HCs from contaminated sites.

Key words: Speleothem, biosurfactant, bioremediation, hydrocarbon, xylene.
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1.

INTRODUCCION

La demanda mundial de energia fésil se ha ido incrementando de la década del
2000 — 2020, enfocando la explotacién de hidrocarburos en aumentar la vida. util
de produccion de los yacimientos (Organizacién de paises exportadores de
petréleo, 2018), al mismo tiempo su liberacion accidental o intencionada en el
ambiente, ha provocado efectos adversos. Referente al uso energético intensivo
del petréleo, en los yacimientos se estéan utilizando tensoactives sintéticos para
su recuperacion, debido a las propiedades anfifilicas (Joy. et al., 2017). Estos
interactian con la superficie interfacial del petrdleo y el suelo, reduciendo su
viscosidad e incrementado su movilidad, facilitando su extraccion, pero los
tensoactivos quimicos son peligrosos, no biodegradables y afectan los
ecosistemas cercanos (Bezerra et al., .2018). Los biotensoactivos estan
teniendo trascendencia sobre los quimicos, su compatibilidad con el ambiente,
menor toxicidad, biodegradabilidad, aceptabilidad ecolégica los convierten en

una alternativa de aplicacién (Mukherjee et al. 2006; Thavasi et al., 2011).

Los hidrocarburos poseen una escasa 0 nula solubilidad en agua, lo que
dificulta su biodegradacion. En estas condiciones algunos microorganismos
pueden producir algin agente emulsionante para solubilizarlos y por ende
aumentar su biodisponibilidad (Saikia et al., 2012). El uso de tensoactivos
(biolégicos 'y sintéticos) disminuyen la viscosidad del petrleo, uno de los
mecanismos utilizados para la recuperacion mejorada de petroleo. Habitats
anicos en el mundo con presencia de espeletoemas albergan microbiota poco
estudiada y de interés cientifico debido a su endemismo e importantes

adaptaciones adquiridas durante su evolucion (Galan et al., 2020).

En el presente trabajo se evalud la capacidad del biotensoactivo de cepas
bacterianas aisladas de espeleotemas utilizando residuos de aceite de cocina
como fuente de carbono, valores de emulsificacion y su aplicacion en la

biorremediacion en suelos y agua de mar contaminados con hidrocarburos.



2. ANTECEDENTES
2.1. Demanda energética

A nivel mundial se ha usado de manera intensiva el petréleo como componente
clave para las diferentes actividades y acciones humanas. Esto como fuente de
energia y en la utilizacion como materia prima para la produccion de diversos
compuestos, lo que justifica su alta demanda creciente y sus inversiones en su
exploracion (Grid-Arendal, 2014).

La evolucién de la economia en el mundo entero en procesos de energia tiene
su base en el petroleo y sus derivados, ocasionando asi un rol importante en los
capitales econOmicos de los paises y una dependencia coligada con el
suministro energético, especialmente por los estados y paises del hemisferio
norte (Enerdata, 2013).

2.2. Caracteristicas del petréleo

En su etimologia la palabra petréleo deriva de las raices latinas petro, roca y
6leum, aceite, lo que gramaticamente significa aceite de roca. Es una mezcla de
hidrocarburos, compuesta por carbono (C) e hidrégeno (H). Su clasificacion
comprende: alifaticos, asfaltenos e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)
(Redman et al. 2012). Contiene en algunas de sus estructuras nitrégeno,
oxigeno, azufre y metales (niquel y vanadio, principalmente). El petréleo varia
su_composicién dependiendo del tipo de yacimiento de donde provenga, lo que
le otorga caracteristicas de viscosidad y densidad (ligero o pesado) (Yafez y
Wong, 2013). Mientras mayor sea el contenido de carbono en relacién con el
hidrogeno, mayor es la cantidad de productos pesados como: combustibles,
lubricantes, ceras o disolventes (Huirache-Acufia et al., 2014). Canada,
Venezuela, Medio Oriente y Rusia, albergan las mayores reservas de crudo y
basan su economia principal en su explotacién (Schlumberger, 2016). En

México se cuenta con un total de 7.2 miles de millones de barriles de petréleo,
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gue representa el 0.2 % de las reservas globales (British Petroleum, 2018),

teniendo en mayor cantidad petroleos pesados con un 58.8 % (SENER, 2017).
2.3. México y la contaminacion por petréleo

La polucién ambiental con petréleo y productos petroquimicos es reconocida
como uno de los problemas actuales de mayor relevancia (Jain et al. 2011). En
México existen espacios contaminados con hidrocarburos procesados del
petrdleo, debido a derrames, asi como a las actividades y acciones propias de
la explotacion petrolera. Esto ha ocasionado pérdidas por mas de 50 mil
millones de ddélares en los ultimos 20 afios, con mayor incidencia en dos
aspectos: ambiental y agricola (Cavazos et al., 2014). Estos se acumulan en
ecosistemas marinos y terrestres, siendo responsables del deterioro de suelos
contaminados como resultado de eventos no deseados en las tareas de
exploracion, refinacion, falta de mantenimiento y robo de combustible (Cavazos
et al., 2014).

De acuerdo con datos de Petréleos Mexicanos (PEMEX), al 2018, Puebla e
Hidalgo presentaron mas de 2000 fugas por cada Estado como tomas
clandestinas. Un ejemplo de contaminacién son los derrames petroleros en
suelo y agua. En el caso del suelo, se impide la realizacién del intercambio
gaseoso del suelo con la atmdsfera, e iniciando, procesos fisicoquimicos
simultaneos como evaporacion y penetracion. Ademas, en el suelo se
presentan fendmenos de adsorcién hacia la matriz que lo conforma y a su vez,
con su desplazamiento pueden alcanzar aguas subterraneas, no permitiendo su
uso para la agricultura y todas las actividades humanas (Asalde y Enriquez,
2015). Es asi como actividades ilicitas como el “huachicoleo” (robo) es un factor
que contribuye a la contaminacion de zonas agricolas y mantos hidricos, por
donde pasa el ducto de recoleccion del crudo, generando conflictos sociales y

ambientales (Pérez-Juarez, 2019).

En concordancia con el reporte de la Comision Nacional de Hidrocarburos, de
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2006 hasta 2012, Puebla es el cuarto estado con mayor cifra de derrames de
petréleo a nivel nacional, con un total de 6.91 de billones de barriles
derramados como registro historico (Comision Nacional de Hidrocarburos,
2013). Segun Peschard et al., (2020) se puede observar en el Cuadro 2.1, el
robo de combustible se ha convertido en un negocio redondo debido al'aumento
del nimero total de tomas clandestinas desde 2000 hasta el 2018, siendo
Puebla, Guanajuato, y Tamaulipas; los estados con mayores indices. Los ocho
estados donde las cifras del robo pasaron en 18 afios de uno o dos digitos a

cuatro, concentran 79.25 % del total de tomas del pais.

Cuadro 2.1. Numero de tomas clandestinas en las entidades federativas con

mayor incidencia

Entidad Numero de tomas | Numero de tomas | NUmero total
clandestinas: 2000 clandestinas: 2018 tomas  clandestinas
(Periodo 2000-2018)
Estado de México 10 1507 4272
Guanajuato 13 1915 6748
Hidalgo 30 2111 4180
Jalisco 7 1549 3570
Puebla 15 2072 6653
Sinaloa 3 425 2174
Tamaulipas 9 1301 5828
Veracruz 27 1538 5275

Fuente: elaboracion propia con base a lo publicado por Peschard et al., (2020)

2.4.E| Golfo de México

El petroleo puede integrarse al ambiente de modo natural a través de
afloramientos 0 emanaciones naturales mejor conocidos como chapopoteras o
por derrames y accidentes ocasionados por el hombre, lo cual es tal vez, una
de las procedencias mas importantes (Scholz-Boéttcher et al., 2008). El Golfo de

México es una cuenca marina, limitada al norte por los Estados Unidos (EE.



UU.) y en el oeste por los mexicanos: costa de Tamaulipas, Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan y al norte de Quintana Roo. Importantes sistemas fluviales
y cuencas hidrograficas drenan en el area desde 25° 57'15"N y 97° 08'00"O a
21° 36"17"N y 87-06'15"W (INEGI, 2015). En 2010, en aguas profundas del
norte del Golfo de México en la plataforma petrolera “Deepwater ‘Horizon”
ocurrid una gran explosion y el posterior hundimiento de la plataforma de
perforacion DWH, ubicada a 60 km de la costa de sureste de Louisiana. El
hecho ocasiond la liberacién de un estimado 3.19 millones de barriles (134
millones de galones) de petrdleo crudo y 1,84 millones de galones de
dispersantes en el norte del Golfo de México durante un periodo de tres meses,
datos emitidos por DWH-NRDA (Deepwater Horizon - Natural Resource
Damage Assessment, 2016; Lane et al., 2015). Un suceso anterior al 2010,
también en el Golfo de México, en la sonda de Campeche (area maritima) se
vertieron 560 millones de litros de crudo en el afio de 1979, contaminando la
costa de Campeche, Veracruz y otros estados. Ya han transcurrido mas de 30
aflos del accidente, y aun se pueden encontrar en las costas de Campeche
restos del petréleo derramado, lo que causan mortandad en peces y en otros

organismos (Schrope, 2010).

Segun Michel et al. (2013) mencionan que el derrame condujo a la
contaminacion directa de 1,600 km al norte de humedales, costas e islas de
barrera, desde el oeste de Louisiana hasta el Panhandle de Florida e impactos
desconocidos de aguas profundas y ecosistemas bentdnicos. Varios afos
después de estos hechos, existen restos del derrame y sus efectos aln eran
evidentes (Smith et al., 2017).

En el 2011 se realizaron evaluaciones de salud de delfines nariz de botella, en
dos lugares dentro del norte del Golfo de México - Barataria Bahia, LA (BB), un
area que recibié derrame de crudo en sus aguas, y una zona sin impacto - sitio
de referencia Sarasota Bahia, FL (SB) donde no se observé la presencia de
petréleo (Schwacke et al., 2014). Examenes veterinarios de delfines en BB,



reportaron una grave enfermedad pulmonar, bajos niveles de hormonas
suprarrenales, cuerpos con mala apariencia fisica, presentando diferentes
inflamaciones que eran inexistentes o0 menos prevalentes en delfines de SB y
otras ubicaciones del Atlantico occidental no afectadas por el petroleo
(Schwacke et al., 2014). Evaluaciones de salud posteriores de delfines nariz-de
botella en la BB en 2013 y 2014 descubrieron que la enfermedad pulmonar y la
respuesta al estrés deteriorada persistio durante al menos 4 afios después del
derrame (Smith et al., 2017). Por razones como la contaminacion derivada de
actividades con hidrocarburos, se han buscado técnicas enfocadas al

favorecimiento de extraccion y degradacion del petroleo.

Por consiguiente, es importante aumentar la movilidad y solubilidad de éste en

medio acuoso, lo permitira su uso en procesos asociados a biorremediacion.
2.5. Métodos de tratamiento de hidrocarburos en aguay suelo

Las tecnologias actuales para tratamiento de aguas y suelos contaminados con
hidrocarburos han sido fundamentales en estos procesos. La seleccion de éstas
evalla la efectividad, el tiempo de proceso y la posterior rehabilitacion del lugar
contaminado (Gavrilescu et al., 2009). La Figura 2.1 esquematiza de manera
simple algunos de las tecnologias de tratamiento de hidrocarburos en agua y

suelo.

Para el agua contaminada con hidrocarburos existen tratamientos quimicos,
fisicosy biologicos. Este ultimo, permite la utilizacion de microrganismos

especificos para la biodegradacion in situ (Befkadu y Chen, 2018).

Estos métodos biolégicos actian positivamente para tratar y degradar
compuestos de hidrocarburos (Dzionek et al., 2016). Por eso es de gran interés
el uso de microrganismos en numerosos lugares con sitios que aun requieren

tratamiento (Mosa et al., 2016).



Para la recuperacion de suelos contaminados, existen algunas técnicas in situ,
gue actuan sobre los contaminantes: bioventilacion, inyeccion de aire en zona
no saturada, mientras que bioestimulacion se trabaja en la zona saturada al
igual que la fitorremediacion, lo anterior para evitar el costo de excavacion y
transporte (Balba et al., 1998; Malina et al., 1999; Osterreicher-Cunha et al.,
2004). Por otro lado, los tratamientos ex situ, biopilas y biorreactor (Plaza et al.,
2005), o mixto como el lavado de suelos (Hejazi, 2002; Thorn y Kennedy, 2002)
y lodos biologicos (Zhang et al., 2001) requieren de costos-adicionales por el
transporte del material contaminado. A diferencia de otras técnicas ya
establecidas convencionales in situ como la aplicacion y adicion de productos
quimicos de manera directa, ademas de conseguir una recuperacion mas
completa de la zona afectada no requiere costo asociado al transporte. Todo
ello estara en funcién de los objetivos que se quieren alcanzar a la hora de

recuperar un suelo contaminado (Kaifer et al., 2004).
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Figura 2.1. Métodos de tratamiento de hidrocarburos en agua y suelo
(Osterreicher-Cunha et al., 2004).




2.5.1. Lavado de suelos

Es un tratamiento caracteristico porque su aplicacion puede ser in situ 0 ex
situ, promoviendo la remocion del contaminante (hidrocarburos) presentes en
suelos utilizando una solucion que facilite su disponibilidad para su retiro
(Souza et al., 2014; EPA, 2006). In situ consiste en la inyeccion de soluciones
de lavado (TA y BT) siendo su finalidad la remocién del contaminante
hidréfobo, es decir hacerlo disponible para su eliminacion (Ndimele et al.,
2018). Mientras que Ex situ refleja el traslado del material contaminado hacia
un punto de lavado exterior a donde ocurrio el accidente ambiental, aplicando
tensoactivos que permiten el arrastre por gravedad del contaminante.
(Befkadu y Chen, 2018).

2.6. Tensoactivos

Son moléculas anfipaticas con una fraccion hidrofilica y otra hidrofobica; cuando
se alnan con otras sustancias, se localizan preferentemente en las interfaces.
Por ejemplo, en fluidos con diferentes grados de polaridad como son la de
aceite—agua o0 aire—agua (Jiménez et al., 2010). Estos compuestos poseen
propiedades tensoactivas, emulsificantes y dispersantes. Reducen la tension
superficial y la tension interfacial, lo que aumenta la solubilidad y movilidad de
compuestos hidrofobos e insolubles (Vijayakuma y Saravanan, 2015) Siendo
ésta una de sus principales propiedades para su aplicacién en el area de la
biotecnologia ambiental para la remocion y biodegradacion de contaminantes
(Rocha y Silva et al., 2018b; Silva et al., 2014b). Debido a la presencia de un
tensoactivo, se requiere menos energia para llevar una molécula a la superficie
y la tension superficial se reduce. Por ejemplo, un buen tensoactivo puede
reducir la tension superficial del agua de 72 a 35 mN/m, y la tension interfacial

para agua contra n-hexadecano de 40 a 1 mN/m (Muthusamy et al., 2008).

La concentracion de tensoactivos en la que se consigue la minima tensién

superficial es nombrada concentracion micelar critica (CMC); y ahi se forma la



primera micela. De acuerdo con Jiménez et al. (2010), la CMC es un parametro
caracteristico para cada tensoactivo. En la Figura 2.2 muestra una
representacion esquematica del tensoactivo (I), alineacion de monémeros (ll),
ordenacion de la estructura micelar (Ill) y la disposicion cilindrica de micelas (1V)
de las moléculas de tensoactivo alrededor de la concentracion micelar. critica
(CMC) (Jiménez et al., 2010).
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Figura 2.2. Representacion esquematica en el arreglo de las moléculas de
tensoactivo alrededor de la concentracion micelar critica (Jiménez
et al., 2010).

2.7.Biotensoactivos (BT)

Son biomoléculas complejas producidas y secretadas o como parte de la
membrana celular por bacterias, levaduras, hongos y algunas plantas, siendo
las bacterias las que producen mas y en mayor cantidad (Mulligan, 2005).

Poseen propiedades Unicas: baja toxicidad, valores bajos de concentracion



micelar critica (CMC), mayor selectividad y bajos costos de produccion
(Chandankere et al., 2013). Son un grupo diverso de moléculas de superficie
activa, consisten principalmente de: lipopéptidos y lipoproteinas, glicolipidos,
acidos grasos, fosfolipidos, lipidos naturales, poliméricos y particulados (Kiran
et al., 2010).

Para determinar la produccion de BT dada por un microrganismo se lleva a
cabo la cuantificacion de la actividad de emulsion (indice de emulsificacién o
también conocida como Ez2s), reduccion de la tensién superficial (método del
anillo de Du Nouy), ensayo hemolitico, dispersion de aceite'y el colapso de gota
(Jadhav et al., 2013; Pandey y psttsnsyek, 2013; Dhasayan et al., 2015).

2.8. Bioproduccion de tensoactivos

Diversos microrganismos por su ubicuidad manifiestan una capacidad de estar
en diferentes ecosistemas para la produccién de tensoactivos asociados a
diferentes intervalos de pH, temperaturas, porcentajes de salinidad y utilizan
diversas fuentes de carbono que incluyen azlcares simples, aceites vegetales y
alcanos entre otros (Sobrinho et al., 2014). Se han aislado varios
microorganismos productores de tensoactivos en lugares muy distintos entre si:
campos petroliferos, yacimientos de petréleo, aguas subterraneas vy

superficiales, ademas de suelos contaminados, etc.
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Cuadro 2.2. Principales biotensoactivos y microorganismos productores

respectivos

Biotensoactivo

Microrganismo

Referencia

Ramnolipidos

Soforolipidos

Trehalolipidos

Péptido-lipidico
Serrawetina
Viscosina
Surfactina
Emulsan
Mannan-lipido-
proteina

Liposan

Carbohidrato-
proteina-lipidos
Lipidos de celobiosa
Liquenina
Glicolipopéptido
Emulsan
Glicolipopéptido -
Microbactan

Pseudomomas aeruginosa
Torulopsis bombicola
Candida bombicola
Rhodococcus sp.

Rhodococcus erythropolis

Bacillus licheniformis
Serratia marcescens
Pseudomonas fluorescens
Bacillus subtilis
Acinetobacter calcoaceticus

Candida tropicalis

Candida lipolytica

Microbacterium sp.

Ustilago maydis

Bacillus licheniformis

Acinetobacter calcoaceticus

Microbacterium

Amani et al., 2013
Imura et al., 2014
Solaiman et al., 2007
Kuyukina et al.,2015

Urum 'y Pekdemir,
2004

Yakimov et al., 1995
Amani et al., 2013
Bach et al., 2003

Liu et al., 2015
Goldman et al., 1982
Chen et al.,, 2011

Anaukwu et al., 2015

Camacho-Chab et al.,
2013

Morita et al., 2007
Qiu et al., 2014
Goldman et al., 1982

Camacho-Chab et al.,
2013
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Estos biotensoactivos son efectivos, con algunas ventajas distintas sobre los de
origen sintético, incluidos la especificidad, biodegradabilidad y biocompatibilidad
(Rufino et al., 2014). Pueden mejorar la biodisponibilidad o la accesibilidad a los
HAPs (hidrocarburos aromaticos policiclicos). Abalos et al. (2004) mencionan la
existencia de poblaciones microbianas degradadoras de hidrocarburos pueden
mejorar la biodisponibilidad de estos compuestos insolubles (HAPS) a través de
la biosintesis (Kanga et al., 1997; Ron y Rosenberg 2001; Ron y Rosenberg
2002). Un grupo de biotensoactivos que se ha estudiado ampliamente, son los
ramnolipidos (Maier et al., 2000). Pseudomonas aeruginosa 'y otras bacterias
pueden producirlos a partir de diferentes sustratos carbonados: alcanos,
succinato, piruvato, citrato, fructosa, glicerol, aceite de oliva, glucosa y manitol
por citar algunos (Santa Anna et al., 2002).

Valores de tension superficial de hasta 29 mN/m se han registrado en los
medios de cultivo con estos compuestos. Pueden ser de dos tipos,
monoramnolipidos (Ver Figura 2.3) con una molécula de ramnosa unidas a
acido b-hidroxidecanoico; los diramnolipidos con dos moléculas de ramnosa
(Ver Figura 2.4). Estudios buscan su aplicacion en el mejoramiento de la

biorremediacion en general (De Sousa et al., 2011).
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Figura 2.4. Estructura de BT: mono-diramnolipidos
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2.9. Biorremediacién por microorganismos

Esta es una técnica de recuperacion de éareas impactadas que utiliza
tecnologias que estimulan la biodegradacion del contaminante por bioprocesos.
El uso de microorganismos especificos en la biorremediacién, muestran su
importancia prometedora en la biodegradacion de hidrocarburos (Lnawniczak et
al., 2013). El objetivo es minimizar las consecuencias de un derrame. Estos
procesos de biodegradacién pueden ser llevados a cabo por-el microbiota
autoctono o por microorganismos sumados con capacidades degradativas
(Sharma et al.,, 2018). En ambos casos, lo que se obtiene es una
biotransformacion de sustancias peligrosas en sustancias menos toxicas o

inocuas.

Se han reportado numerosas cepas bacterianas de origen marino en la
produccion de biotensoactivos con alta capacidad emulsificante y reducciéon de
la tension superficial que utilizan hidrocarburos como fuente de carbono y estan

sujetos a la degradacion aerébica 'y anaerobica (Deng et al., 2016).

Las bacterias comUnmente halladas en é&reas de contaminacion por
hidrocarburos son de los géneros: Pseudomonas, Achromobacter, Arthrobacter,
Micrococcus, Vibrio, Acinetobacter, Brevibacterium, Corynebacterium,
Flavobacterium, Mycobacterium y Nocardia. Géneros similares se han logrado
aislar de ambientes acuéticos, tanto de agua dulce como de agua salada
(Darvishi et al., 2011). Géneros analogos como Pseudomonas es uno de los
mas proclives para la degradacion de compuestos organicos, especialmente
cepas de la especie aeruginosa, son los més ubicuos del planeta y el mas

adaptable a los diferentes contaminantes (Gonzales et al., 2011).
2.10.Espeleotemas
Los espeleotemas, son depdsitos de mineral formado en cuevas, dentro puede

haber estalactitas (estructuras que descienden del techo de las cuevas) y
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estalagmitas (que crecen del suelo hacia arriba). El origen va ligado al
escurrimiento de agua, y su capacidad de fijar capacidad movilizar metales,
secuestrando CO:2 y logrando precipitar (mineralizacion) compuestos como el
carbonato de calcio (Dhami et al., 2013). Los roles ecoldgicos vy fisioldgicos de
la diversidad bacteriana en la produccion de BT asociada a la biomineralizacién
en la formacién de depdsitos de carbonato de calcio, aln no se conocen en su
totalidad (Kaur et al.,, 2013). Se han aislado diferentes cepas bacterianas de
cuevas: Bacillus (pasteurii, subtilis, amyloliquefaciens y cereus), Myxococcus
xanthus, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp., Rhodococus sp., y

Arthrobacter sp., entre otros (Rusznyak et al, 2012).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente existe una gran diversidad de microorganismos en diferentes
escenarios. En ese sentido existen nichos donde pudieran existir actividades
biolégicas no conocidas o estudiadas. Los espeleotemas representan uno de ellos
debido a la ecologia existente de dinamica lenta y de baja energia acentuada en la

formacion de estructuras carbonatadas y la participacion de microorganismos.

En ese sentido, es de suma relevancia destacar el papel fundamental de los
microrganismos en la produccién de BT, esenciales para prevenir y controlar los
dafios que puedan ocasionar derrames de hidrocarburos en ecosistemas
vulnerables. Ademas de que existen microrganismos que estan asociados en la
biodegradacion de hidrocarburos presentes en ecosistemas. Por esta razon, los
microorganismos pueden ofrecer esta posibilidad para ser usados en tecnologias
basadas en multiples procesos de biorremediacion, para ello es necesario conocer
su comportamiento en los distintos parametros fisicoquimicos (pH, temperatura,

salinidad, y otros) para lograr éxito enlos bioprocesos.

En estudios recientes se ha logrado identificar a multiples bacterias del género
Bacillus, prometedores en-la produccién de éstos, y postulantes necesarios para

ser usados con fines biotecnoldgicos.

Evaluar la capacidad de produccion del BT conllevan a un aislamiento del
microbiota nativo de lugares poco estudiados, en este caso los espeleotemas
(depdsitos calcareos) desempefian un nicho ecologico particular para el
aislamiento de microrganismos con alto potencial en la produccion de BT y su
capacidad e implicancia en la biorremediacibn de aguas contaminadas con

hidrocarburos.
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4. OBJETIVOS
4.1. General

- Evaluar las cepas bacterianas aisladas de espeleotemas con capacidad en
la biorremediacion mejorada por contaminacioén de hidrocarburos enagua y
suelo.

4.2. Especificos

- Aislar e identificar cepas bacterianas con potencial en la produccion de
biotensoactivos.

- Evaluar el efecto de pH, temperatura, porcentaje de salinidad sobre la
biosintesis de tensoactivos de la cepa bacteriana seleccionada.

- Determinar la efectividad de la cepa bacteriana seleccionada y el

biotensoactivo producido como agentes en procesos de biorremediacion.
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5. HIPOTESIS

La existencia de una cepa bacteriana aislada de espeleotemas de la gruta Los
Herrera — San Joaquin, Querétaro, tiene la capacidad de producir
biotensoactivos y al modificar las condiciones del medio de cultivo (pH,
temperatura y salinidad), su produccion puede incrementarse permitiendo su

uso en el lavado de suelo y en la biodegradacion de hidrocarburos en agua.
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6. METODOLOGIA
6.1. Colecta de muestras de espeleotemas

Las muestras de espeleotemas fueron colectadas de la gruta Los Herrera (20°
54" 53" N, 99° 33' 44" 0O) en Querétaro-México. Se seleccionaron. tres
espeleotemas distantes del sendero turistico y con accesibilidad nula. Siguiendo
la técnica de Garcia et al. (2016) y con la ayuda de un cincel y un martillo
geoldgico, previamente esterilizados, se rasparon y colectaron muestras de ~1
g, a una altura entre 3 y 5 m del suelo. Estas muestras fueron conservadas en
500 mL de solucién isoténica estéril de NaCl (0.8 % p/v) a 4 °C.

6.2. Aislamiento de microorganismos

En condiciones de laboratorio, las muestras fueron puestas en agitacion por 24
h a fin de homogenizarlas. Se tomaron alicuotas proporcionales de 1 mL y se
colocaron en placas Petri con agar nutritivo por 72 h a 28 °C. Posterior a ello se
tomaron alicuotas para la siembra en placas con agar nutritivo por 5 dias de
incubacion a 28 °C hasta la aparicion de las primeras colonias bacterianas y se
registraron las caracteristicas morfolégicas diferentes una de otras, las cuales

se aislaron para su posterior estudio.
6.3. Evaluacion de cepas bacterianas productoras de biotensoactivos
6.3.1.Cultivo de cepas aisladas

Las cepas aisladas fueron cultivadas en medio Marino Zobell (MZ) y en medio
Bushnell Hass (BH). La composicion del medio MZ fue (g/L): NaCl (19.4),
MgCl2 (8.8), peptona de caseina (5), Na2SOa4 (3.24), CaClz (1.8), extracto de
levadura (1.0), NaHCOs (0.16), CeéH11FeNO~7 (0.1), KBr (0.08), SrCl2 (0.034),
H3BO3s (0.022), Naz2SiOs (0.004), NH4NOs (0.0016), KCI (0.55), NaF (0.0024),
NaH2PO4 (0.008). La composicion del medio BH fue (g/L): CaClz (0.02),
MgSOa (0.2), K2HPO4 (1.0), KH2PO4 (1.0), NH4NOs (1.0), FeCls (0.05). El pH
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final fue ajustado a 7.0 + 0.2 con NaOH (0.1 M) y HCI (1.0 M). Ambos medios
de cultivo fueron suplementados con aceite vegetal residual de cocina (2 %
v/v) como fuente de carbono. Se emplearon indculos del 2 % con 0.7 de
densidad optica. Las condiciones de incubacion fueron 170 rpm, 28 °C durante
72 h (Prendo INO 650V-9, México) (Elazzazy et al.,2015; Senthil et al.,2017;
Ugalde-Sanchez, 2018). Culminado el tiempo de incubacion y a fin de tener
los sobrenadantes libres de células, éstos fueron centrifugados a 4,400 rpm
por 15 minutos.

6.3.2.Evaluacién del indice de emulsificacion (Ez2s4) de cepas aisladas

A fin de verificar la presencia del BT en el sobrenadante procedente de los
cultivos bacterianos se emple6 la técnica descrita por Nagwa et al. (2014).
Para ello, en tubos de ensayo (13x100 mm) se afiadieron 2 mL de un solvente
organico (cloroformo, xileno o queroseno) y 2 mL del sobrenadante libre de
células, luego se agité vigorosamente en un voértex por 2 minutos. La mezcla
fue dejada en reposo por 24 h y para determinar la estabilidad de la emulsién
el tubo de ensayo fue girado verticalmente. El porcentaje de emulsion (Ez4) fue

calculada segun la Ecuacion 1:

Donde:
% E24: Indice de emulsificacion
Ef: altura de la emulsién formada

Ht: altura total

La cepa bacteriana que generé un sobrenadante con el mayor indice de
emulsificacién sobre las sustancias organicas indicadas fue seleccionada para

las pruebas posteriores.
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6.4. Evaluacion de sustratos inductores de biotensoactivos

La cepa bacteriana seleccionada fue cultivada en 15 medios de cultivos
diferentes. En 50 mL del agua de la llave se afadieron aceite vegetal residual (2
% v/v) y uno de los siguientes sustratos como inductor del proceso: glucosa (G),
sacarosa (S), peptona (P), extracto de levadura (L) y las combinaciones
posibles (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Los escenarios
de incubacion fueron: 170 rpm y 28 °C durante 72 h. El sustrato inductor que
promueve el inicio de la biosintesis representa un menor consumo de nutrientes
y mayor consumo del aceite vegetal residual como fuente de carbono principal

para la produccién del BT de la cepa seleccionada.

Los resultados de Abouseoud et al. (2008) sefiala que el uso de glucosa (0.1 %)
como suplemento inductor permite un aumento significativo del ndmero de
células microbianas de Pseudomonas fluorescens y que al ser incorporado en

el medio de cultivo formulado permite una mayor produccion de BT.

Pruthi y Cameotra (1997) incluyeron en el medio de cultivo el 0.1 % de sacarosa
para Serratia marcescens. El sobrenadante mostr6 propiedades de

emulsificacion.

Durval et al. (2018) trabajé en la bioproduccion de tensoactivos con Bacillus
cereus, el cual dosificé 0.12 % de peptona como sustrato inductor y con el 2%

de aceite vegetal residual como fuente de carbono.

En el trabajo de Martinez y Rodriguez (2010), establecieron una formulacion de
medio de cultivo utilizando un diseiio experimental de Box-Behnken destinado a
mejorar la produccién de BT por Pseudomonas putida CB-100. Siendo las
variables independientes evaluadas los porcentajes (%) de extracto de
levadura: 0,005, 0,0075 y 0,01 a 37 ° C, agitado a 150 rpm, a pH 7, durante 5

dias.
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Cuadro 6.1. Sustratos inductores de biotensoactivos para cada medio de

cultivo.

N° Sustrato inductor (% p/v)
cultivo Glucosa Sacarosa Peptona Extracto de levadura
0.1 0.1 0.12 0.005
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6.5. Efecto de pH, temperatura y porcentaje de salinidad en la biosintesis

de tensoactivos de la cepa bacteriana seleccionada
6.5.1.0ptimizacion de la temperatura, pHy NacCl

La optima combinacion de la temperatura, el pH y la concentracion de cloruro
de sodio (NaCl) que permita una mayor produccion de biomasa bacteriana de
la cepa seleccionada y una mayor emulsificacion del xileno fue determinada
mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR). Se siguio lo
propuesto por Patowary et al. (2018) para elaborar el disefio central
compuesto, el cual estuvo conformado por tres factores con dos niveles
(Cuadro 6.2) aumentado con seis puntos centrales codificados como ‘0’, los
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puntos axiales fueron también codificados (
Cuadro 6.3).

Cuadro 6.2. Variables (temperatura, pH y NaCl) y niveles (minimo y maximo)

del disefio experimental central compuesto

Cdbdigo del factor  Nombre  Minimo Maximo

A Temperatura 31 37
B pH 4 7
C NaCl 0 4

Cuadro 6.3. Factores (temperatura, pH y NaCl), corridas experimentales y
repeticiones del disefio central compuesto usado para produccion
de biomasa y emulsificacion del xileno (m, p, o-xilenos y

etilbenceno).

Corrida  Nivel Factor 1 Factor 2 Factor 3 Repeticiones

codificado A: Temperatura B: pH C: NaCl

(°C) (%)
1 -1 34 55 5.36 3
2 -1 34 8.02 2 3
3 -1 34 5.5 0 3
4 -1 29 5.5 2 3
5 -1 39 5.5 2 3
6 -1 34 2.98 2 3
7 0 34 5.5 2 3
8 0 34 5.5 2 3
9 0 34 5.5 2 3
10 0 34 5.5 2 3
11 0 34 55 2 3
12 0 34 55 2 3
13 1 37 7 4 3
14 1 31 7 0 3
15 1 31 4 0 3
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Corrida  Nivel Factor 1 Factor 2 Factor 3 Repeticiones
codificado A: Temperatura B: pH C: NaCl

(°C) (%)
16 1 37 4 0 3
17 1 37 7 0 3
18 1 31 7 4 3
19 1 31 4 4 3
20 1 37 4 4 3

6.5.1.Optimizacion del tamafio de inoculo, velocidad de agitacion y

tiempo de incubacion

La éptima combinacion de la agitacion, la cantidad de inéculo y el tiempo de
incubacién que permita una mayor produccion de biomasa bacteriana de LM
08 y una mayor emulsificacion del xileno (m, p, o-xilenos y etilbenceno). Fue
determinada mediante la metodologia de superficie de respuesta (MSR). Se
sigui6 lo propuesto por Patowary et al. (2018) para elaborar el disefio central
compuesto, el cual estuvo conformado por tres factores con dos niveles
(Cuadro 6.4) aumentado con seis puntos centrales, codificados como ‘0’, los

puntos axiales fueron también codificados (Cuadro 6.5).

Cuadro 6.4. Variables (agitacion, inoculo y tiempo) y niveles (minimo y

maximo) del disefio experimental central compuesto.

Cadigo del factor Nombre Minimo Maximo
A Agitacién (rpm) 150 200
B Cantidad de in6culo (% v/v) 2 4
C Tiempo de incubacion (dias) 3 6
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Cuadro 6.5. Factores (agitacion, inéculo y tiempo), corridas experimentales y
repeticiones del disefio central compuesto usado para produccion
de biomasa y emulsificacion del xileno (m, p, o-xilenos y

etilbenceno).

Corrida  Nivel Factor 1 Factor 2 Factor 3 Repeticiones
codificado A: Agitacion B: Inéculo C: Dias
(rpm) (%)
1 -1 175 3 7.02 3
2 -1 133 3 4.5 3
3 -1 175 1.32 4.5 3
4 -1 175 3 1.98 3
5 -1 217 3 4.5 3
6 -1 175 4.68 4.5 3
7 0 175 3 4.5 3
8 0 175 3 4.5 3
9 0 175 3 4.5 3
10 0 175 3 4.5 3
11 0 175 3 4.5 3
12 0 175 3 4.5 3
13 1 200 2 6 3
14 1 150 4 3 3
15 1 150 4 6 3
16 1 200 4 3 3
17 1 150 2 3 3
18 1 150 2 6 3
19 1 200 2 3 3
20 1 200 4 6 3
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6.6. Métodos analiticos para evaluar la produccién de biotensoactivos
6.6.1.Evaluacion de la dispersion en aceite

En una placa Petri se colocaron 40 mL de agua de mar y se afadieron 20 pL
de petrdleo y se aplicaron 10 pL del caldo libre de células de sobrenadante a
la superficie del petréleo. ElI area de dispersion formada -determind la
presencia del BT (Qiao y Shao, 2010).

6.6.2.Test del colapso de gota

Para esta evaluacion se siguié el protocolo de Kuiper et al. (2004), con
modificaciones. Para ello, se distribuyeron 12 gotas de agua destilada (15 pL)
sobre una superficie plastica (Parafilm M, Laboratory Film), luego se
agregaron 1, 3, 5y 7 uL, de cada sobrenadante de la cepa seleccionada.
Como control se utilizaron tres gotas de agua destilada. Posteriormente, se
agregé 1 pul de azul de metileno, teniendo como registros los cambios
observados. La observacion del aplanamiento de la gota se realizé durante
tres a cinco segundos y fue considerada positivo para la produccién de BT. El
sobrenadante de cada cepa bacteriana fue evaluado por triplicado.

6.7. Identificacion de cepa aislada
6.7.1.Extraccién de ADN total

La cepa LM 08 fue sometida a identificacidon molecular a través de un analisis
filogenético basado en la amplificacion del gen de rRNA 16S. Para lo cual, se
realizaron extracciones de ADN por medio de digestion utlizando un
amortiguador con los siguientes reactivos: Tris-HCI (50 mM), &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (1 mM), dodecilsulfato de sodio (0.5 % v/v) y
10 pL de proteinasa K. Esta mezcla de extraccion se dejo incubar por 3 h a 55
°C (Coen et al.,2003). Para calcular la pureza del ADN se manejo un

espectrofotometro donde se tomd la absorcion a longitudes de onda de 260,

26



280y 230 nm.
6.7.2. Amplificacion del gen rRNA 16S

La amplificacion del gen de rRNA 16S se realizé a través de PCR o Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (RCP), bajo las condiciones descritas por Coen et
al. (2003) utilizando los iniciadores universales 533f-
GTGCCAGCAGCCGCGGTAA  (Turner et al., 1999) 'y  1391r-
GACGGGCGGTGTGTRCA (Weisburg et al.,, 1991). Los productos de PCR
fueron purificados y secuenciados en el Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnolégica (IPICYT). El andlisis de los productos de
secuenciacion se realizo con el programa

https://designer.genomecompiler.com, en el cual las secuencias fueron

editadas.
6.7.3. Analisis filogenético

Para determinar la identidad del aislado, las secuencias de los productos de
PCR fueron contrastados en las bases de datos GeneBank de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) y Ribosomal Database Project (Cole
et al., 2014). La reconstruccién filogenética fue hecha usando 13 secuencias
reportadas del gen rRNA 16S en las bases de datos. Las secuencias fueron
alineadas usando el método de CLUSTAL_X (Larkin et al., 2013). El analisis
flogenético fue hecho a través del algoritmo de Méxima Verosimilitud
(Bootstrap: 2500 réplicas) con Kimura 2-parameter model, implementado en
MEGA version 6 (Tamura et al., 2013).

6.8. Experimentos de biorremediacion
6.8.1. Remocién de HCs

La eficiencia de remocion de hidrocarburos (HCs) se evalué por analisis

gravimétrico. Los controles y los bioensayos tanto en suelo arenoso como en

27


https://designer.genomecompiler.com/

agua de mar se determinaron utilizando hexano como liquido solvente en el

proceso de extraccion de hidrocarburos.
6.8.2. Intemperizacion de suelo arenoso

Se recolectd suelo arenoso de Ixtapa Zihuatanejo, Gro., México (17°38'12"N
101°33'05"0). El suelo se secd en un horno a 105 °C durante 24 h (horno de
conveccion forzada AP120) y se homogeneiz6 en tamiz de 2 mm.
Posteriormente el suelo pas6 por un proceso de intemperizacién artificial, el
primer paso fue contaminarlo con petréleo crudo @ (PEMEX-Tula) a
concentraciones de 3,200 ppm de acuerdo con la NOM-138-SEMARNAT-
2012. Como segundo paso, los suelos se homogeneizaron durante 3 semanas
y se colocaron en dos ciclos de 12 h a una temperatura de 4.0 °C refrigerador
vertical imbera Vr08) y 12 h a 40.0 °C (horno de conveccién forzada AP120).

6.8.3. Lavado de suelos

La remocion del contaminante se realizO de acuerdo con los métodos
descritos por Luna et al. (2011) y Lai et al. (2009). En los experimentos se
utiliz6 25 g de suelo: arenoso contaminado y se transfiri6 a matraces
Erlenmeyer de 250 mL, a los que se adicioné 10 mL de sobrenadante libre de
células y 50 mL de agua destilada. Para los controles se utilizd suelo arenoso
contaminado y agua destilada, sin adicion del BT. Los matraces se agitaron a
150 rpm durante 5, 10 y 20 min, asimismo como en los tiempos de 1, 8, 16 y
24 ha 28 °C.

6.8.4. Bioensayo en agua de mar

Esta parte de la experimentacidén se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 250
mL que contenian 100 mL de agua de mar y 1 % de petrdleo (v/v). Los medios
fueron esterilizados y se adicioné el 5 % v/v de inoculo de la bacteria

seleccionada LM 08 como productora de BT (conteniendo 107 UFC/mL) y
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densidad Optica de 0.7 a 600 nm. Los experimentos se realizaron bajo tres
diferentes condiciones y posterior analisis gravimétrico a los 9, 18 y 27 dias, la
cual consisti6 en agua de mar, petrdleo, 5 % de in6culo y 10 mL de
sobrenadante.

Las pruebas se realizaron por triplicado incluyendo un control. Los matraces
se incubaron en un agitador orbital a 150 rpm durante 27 dias (tres muestras).
En Figura 6.1 se observa los diferentes bioensayos: experimentales
desarrollados en agua de mar

Figura 6.1. Bioensayos en agua de mar y tiempo de cultivo.
C: control,1: 9 dias, 2: 18 dias y 3: 27 dias.
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6.8.5. Calculo de la remocién de petréleo en suelo arenoso y agua de

mar

Las cantidades iniciales y finales del contaminante hidr6fobo se determinaron
en el suelo arenoso tratado. Se afiadieron 100 mL de n-hexano al suelo
arenoso y se colocé en un agitador a 200 rpm durante dos horas. El extracto
final de hexano y aceite se coloc6 en un horno entre 68 y 70 °C. El porcentaje
de remocion (suelo) y/o degradacion (agua) fueron evaluados por analisis
gravimétrico después de lavar el suelo arenoso que contiene el contaminante
restante con hexano. De la misma manera se usé hexano como liquido
extractante para determinar la cantidad de petroleo. existente luego de las
experimentaciones. Se usaron promedios de los triplicados tanto del control
como de los bioensayos.

El porcentaje de degradacion se calcul6 con la Ecuacion 2:

Cantidad de aceite degradado

% Degradacion =
% 9 Cantidad de aceite agregado al medio
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES
7.1. Colecta de la muestra

El sitio de muestreo fue la gruta de Los Herrera, localizada en el Municipio de
San Joaquin, Querétaro, México (20° 54' 53" N 99° 33' 44" O) y una elevacion
de 2360 m.s.n.m. El microclima en su interior es templado-humedo, con una
temperatura minima anual de 2 °C y maxima de 17 °C, y en el exterior con
precipitaciones promedio de 126 mm en épocas de lluvia y de 8-mm en estiaje
(Weather Spark).

Figura 7.1. Colecta de la muestra
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7.2. Caracterizacion macroscoépica de los microorganismos

Para el aislamiento de microorganismos productores de biotensoactivos a partir
de espeleotemas es de especial interés debido a su capacidad de subsistir en
ambientes de poca iluminacion, aguas de goteo y formacion de espeleotemas.
Condiciones gue permiten producir metabolitos de naturaleza tensoactiva.
En condiciones de laboratorio se logro el aislamiento de 11 cepas bacterianas
siendo LM 08 la que mostr6 mayor porcentaje de actividad emulsificante sobre

solventes organicos.

Figura 7.2. Caracterizacion macroscoépica de los aislados
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LM 08 de acuerdo con la tincibn Gram es una bacteria Grampositiva, y su

morfologia colonial tiene las siguientes caracteristicas morfoldgicas:

Morfologia colonial (LM 08)
Tamafio 2-3 mm
Forma Circular
Elevacion plana
Borde Entero
Color blanco
Superficie Lisa
Aspecto Humedo
Consistencia Viscosa
Luz reflejada Tornasol

Cuadro 6.6. Morfologia colonial de LM 08
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Figura 7.3. Cepa bacteriana LM 08 aislada.

7.3. Aislamiento e identificacion de cepas bacterianas productoras de

biotensoactivos

Se aislaron 11 cepas bacterianas, las mismas que fueron cultivadas en medio
MZ.y BH, con el 2 % de aceite vegetal residual como fuente de carbono,
seleccionado los mayores indices de emulsificacion (E24) con un solvente
orgéanico (cloroformo, xileno o queroseno). En la Figura 7.4 se observa que la
cepa bacteriana LM 08 fue la que mostré el mayor indice de emulsificacién

sobre los compuestos organicos empleados.
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Figura 7.4. indice de emulsificacion de las cepas bacterianas aisladas sobre
hidrocarburos. Los valores son promedios de tres repeticiones *
DS. Promedios con la misma letra no son significativamente

diferentes.

De acuerdo con los resultados de seleccion de la cepa productora de BT se
tuvieron valores de emulsificaciéon (xileno): MZ por encima del 40 %, mientras que
en BH sélo del 12 %. Ambos medios de cultivo: MZ y BH tuvieron en su
composicién 16 y 6 compuestos respectivamente. Lo que indica que el nimero de
compuestos de un medio de cultivo no determina la eficiencia del desarrollo del

microrganismo aislado.

Para la seleccion de Paenibacillus sp., Jimoh and Lin (2020) utilizaron medios de
produccion de bajo costo, lo que incluia menor nimero de compuestos tan solo
usando aceites residuales de coco y girasol, ambos al 5 %. Vijaya et al. (2013)

mencionaron que el uso de sustratos hidrofébicos tales como aceites vegetales
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incluyendo hidrocarburos como fuente de carbono, induce a la produccion de

tensoactivos biologicos de origen microbiano.

7.4. Efecto del sustrato inductor sobre el indice de emulsificacion de

xileno

En la Figura 7.5 se presenta el efecto de los diversos sustratos inductores en la
densidad o6ptica del crecimiento de la bacteria LM 08. La comparacion mdultiple
de medias mediante la prueba de Tukey (a=0.05) indica que la combinacién de
peptona con extracto de levadura generd la mayor densidad o6ptica (8.69)

seguida de la sacarosa-peptona (7.25).

Glu-Sac-. ] The
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Figura 7.5. Efecto del sustrato inductor en la densidad optica del crecimiento
de LM 08. Los valores son promedios de tres repeticiones + DS.
Promedios con la misma letra no son significativamente
diferentes (a <0.05).

36



La capacidad emulsificadora del medo de cultivo de la cepa LM 08 sobre
hidrocarburos  (Figura 7.6), cuando se usé la combinacion
glucosa/peptonal/extracto de levadura indujo la mayor emulsificacion del xileno,
seguida de la combinacion de glucosa/sacarosa/peptona. En tanto que la mayor
emulsificacion  del cloroformo  fue  suscitada cuando se. usoO
glucosal/peptonal/extracto de levadura, seguida del extracto de levadura. La
emulsificacion del queroseno y diésel fueron menores comparados con el xileno
y cloroformo. En su mayoria, se observa que los medios enriquecidos con
extracto de levadura favorecen el crecimiento bacteriano'y al indice de
emulsificacion, generando espuma, esto se explicaria dado que el extracto de
levadura al ser una fuente de nitrdgeno (aminoacidos y otras vitaminas) resulta
esencial para la sintesis de biomoléculas (proteinas y ADN) durante el
crecimiento celular (Bibra et al., 2018). La eleccion de peptona como Unico
sustrato inductor fue considerado debido a qué presentd valores de

emulsificacion en los 4 solventes organicos evaluados.
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Figura 7.6. Efecto del sustrato inductor en el indice de emulsificacion (%) de
xileno, queroseno, diésel y cloroformo por parte de LM 08. Los
valores son promedios de tres repeticiones = DS. Promedios con la

misma letra no son significativamente diferentes (a <0.05).

Ram et al. (2019) en su estudio uso6 tres diferentes cultivos: medio TY, caldo
nutritivo y caldo Marino Zobell, siendo el primero un medio sencillo y de bajo costo
teniendo como sustrato inductor el extracto de levadura al 1 % en agua del grifo.
Para LM 08 se utiliz6 unicamente la peptona de caseina (0.12 %) como sustrato
inductor lo que permiti6 a LM 08 un crecimiento, desarrollo y capacidad de
producir el BT.
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El uso de sustratos inductores como iniciadores del proceso de la biosintesis
de tensoactivos juegan un papel importante debido a que favorece su
produccién. Lee et al. (2018) usaron como fuentes de energia (2 % p/v):
manitol, glucosa, glicerol, almidon y aceite.

7.5. Efecto de pH, temperatura y porcentaje de salinidad en la produccion

del biotensoactivo
7.5.1. Efecto sobre la produccion de biomasa

La formulacién y seleccién del medio de cultivo basado sélo en peptona (0.12
%) y agua de la llave mostro los valores de la produccién de biomasa en UFC
(Unidades formuladoras de Colonias) con una D.O. de 0.7 a 600 nm y
emulsificacion del xileno observados experimentalmente y se muestran en el
Cuadro 7.1.

Cuadro 7.1. Efecto de la temperatura, pH y NaCl sobre la densidad oOptica e

indice de emulsificacion del xileno

Corrida Temperatura pH NacCl Biomasa Xileno
(°C) (%) (UFC/mL) (%)
1 34 55 5.36 3.630 3.000
2 34 8.02 2 3.147 4.333
3 34 55 0 2.599 17.333
4 28.95 55 2 5.753 26.333
5 39.05 5.5 2 2.042 8.667
6 34 2.98 2 0.068 0.000
7 34 5.5 2 13.757 26.333
8 34 55 2 13.837 26.667
9 34 5.5 2 13.943 23.667
10 34 55 2 13.620 26.667
11 34 5.5 2 13.863 27.667
12 34 5.5 2 13.720 25.667
13 37 7 4 2.686 13.333
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Corrida Temperatura pH NacCl Biomasa Xileno

(°C) (%)  (UFC/mL) (%)
14 31 7 0 5.957 43.333
15 31 4 0 5.709 3.333
16 37 4 0 0.089 0.000
17 37 7 0 2.719 26.000
18 31 7 4 4.891 13,333
19 31 4 4 0.127 0.000
20 37 4 4 0.082 0.000

El ANOVA del modelo cuadratico indica que el modelo es significativo con
base en el valor de F (9.32) y el valor de a < 0.05. Los valores a son usados
como una herramienta para verificar la significancia de cada uno de los
coeficientes, que a su vez son necesarios para comprender el patron de las
interacciones mutuas entre las variables de prueba. El valor F y los valores a
correspondientes, junto con las estimaciones de los coeficientes se presentan
en la Cuadro 7.2. Cuanto menor es la magnitud de a, mas significativo es el
coeficiente correspondiente. Los factores A%, B2 y C? fueron considerados
significativos dado que los a valores fueron <0.05, mientras que los factores A,
B y Cy las interacciones AxB, BxC y AxC no fueron significativos. El ajuste del
modelo también se expresé mediante el coeficiente de regresion R?, que
resultd ser 0.8935, lo que indica que el modelo podria explicar el 89.35 % de la
variabilidad en la respuesta (biomasa). A partir de las respuestas del disefo
central compuesto se construyd una ecuacion cuadréatica polinémica para la

produccion de la biomasa:

Y =-4089+22.16 xA+18.94xB—-1.78xC-0.3366 x A2-1.706 x B2
-0.958xC2+0.006 xAxB+0.138xAxC+0.187xBxC

Donde Y es la biomasa, A es la temperatura, B es el pH y C es la

concentracion de NacCl.
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Cuadro 7.2. Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo de respuesta de

superficie cuadréatica de la produccion de biomasa de la cepa

LM 08.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor a
Modelo 9 507.216  56.357 9.32 0.001
Lineal 3 39.872 13.291 220 0.151
A: Temperatura 1 22.047 22.047 3.65 0.085
B: pH 1 17.417 17.417 288 0.121
C: NaCl 1 0.408 0.408 0.07  0.800
Cuadrado 3 455,195 151.732 - 25.09 0.000
A? 1 133.369 . 133.369 22.06 0.001
B2 1 214183  214.183 35.42 0.000
C? 1 133.025 133.025 22.00 0.001
Interaccion de 2 factores 3 7.985 2.662 0.44 0.729
AxB 1 0.006 0.006 0.00 0.975
AxC 1 5.458 5.458 0.90 0.364
BxC 1 2.521 2.521 0.42  0.533
Error 10 60.468 6.047
Falta de ajuste 5 60.402 12.080 915.49 0.000
Error puro 5 0.066 0.013
Total 19 567.684

R?: 0.8935, R? ajustado: 0.7976, GL=grados de libertad, SC=suma de
cuadrados; MC=cuadratico medio; significativo, a < 0.05; no significativo,
a = 0.05.

Los graficos de superficie de respuesta en funcion de dos factores a la vez,
manteniendo todos los demas factores en niveles fijos, son mas Uutiles para
comprender los efectos principales y de interaccion de estos dos factores. Los
graficos de superficie de respuesta 3D y los diagramas de contorno se

muestran en la Figura 7.7.
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Figura 7.7. Gréficas de contorno y superficies de respuesta 3D que muestran
la interaccion entre (A-B) la temperatura y pH, (C-D) temperatura y
NaCl, y (E-F) pH y NaCl en la produccién de biomasa de LM 08.

42



7.5.2.Efecto sobre el indice de emulsificacion del xileno

El ANOVA del modelo cuadratico indica que el modelo es significativo con
base en el valor de F (5.64) y el valor de a <0.05. El valor F y los valores a
correspondientes junto con las estimaciones de los coeficientes se presentan
en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Los factores B, C y
B2 fueron considerados significativos dado que los a valores fueron <0.05,
mientras que los factores A, A%> y C? y las interacciones AxB, BxC y AxC no
fueron significativos. El ajuste del modelo expresado en el coeficiente de
regresion R? resultd ser de 0.8355, lo que indica que el modelo podria explicar
el 83.55 % de la variabilidad en la respuesta (emulsificacién del xileno). A
partir de las respuestas del disefio central compuesto se construyé una

ecuacion cuadratica polindmica para la emulsificacién del xileno:

Y =-381+154xA+57.8xB-3.5xNaCl-0.225 x A% - 3.310 x B? -
1.143 xC?-0.389 XAxB +0.431xAXxC-1.639xBxC

Donde Y es el indice de emulsificacion, A es la temperatura, Bes el pHy C es
la concentracion de NaCl.
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Cuadro 7.3. Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo de respuesta de

superficie cuadratica del indice de emulsificacion (E24) del Xileno

por LM 08.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor a
Modelo 9 2619.27 291.031 5.64 0.006
Lineal 3 1175.60 391.868 7.60 0.006
A: Temperatura 1 185.84 185.839 3.60 0.087
B: pH 1 731.57 731.566 14.19 0.004
C: NaCl 1 258.20 258.198 5.01 0.049
Cuadrado 3 1026.72 .342.241 6.64 0.010
A2 1 59.68 59.682 1.16 0.307
B2 1 806.09 806.089 15.63 0.003
c? 1 189.35  189.350 3.67 0.084
Interaccion de 2 factores 3 271.28 90.426 1.75 0.219
AxB 1 24.50 24.500 0.48 0.506
AxC 1 53.39 53.389 1.04 0.333
BxC 1 193.39 193.389 3.75 0.082
Error 10 515.68 51.568
Falta de ajuste 5 506.42 101.283 54.69  0.000
Error puro 5 9.26 1.852
Total 19 3134.95

R? 0.8355, R? ajustado: 0.6875, GL=grados de libertad, SC=suma de
cuadrados; MC=cuadréatico medio; significativo, a < 0.05; no significativo, a =
0.05.

Los gréaficos de superficie de respuesta 3D y los diagramas de contorno se

muestran en la Figura 7.8.
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Figura 7.8. Gréficas de contorno y superficies de respuesta 3D que muestran
la interaccion entre (A-B) la temperatura y pH, (C-D) temperatura y
NaCl, y (E-F) pH y NaCl en el indice de emulsificacion del xileno

por la cepa LM 08.
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La Figura 7.9 muestra que la maxima emulsificacion del xileno (ICes% 17.54 —
58.51) se lograria con una temperatura de 28.95 °C, un pH de 7.02 y una

concentracion de NaCl de 0 % p/v.

Optima Temperatura (°C) pH NaCl (%p/v)

D: 08775 Alto 39.0454 8.0227 5.3636
e AC_t [28.9546] [7.0187] [0.0]

Predecir Bajo 28.9546 2.9773 00

Xileno (Ez2a)
Méximo
y = 38.0253
d = 0.87751

Figura 7.9. Condiciones de temperatura, pH y NaCl para la optimizacién del

indice de emulsificacién del xileno (E24

7.6. Efecto de la agitacion, tamafo de inéculo y tiempo de fermentacién en
la biomasa y la biosintesis de tensoactivos de la cepa bacteriana

seleccionada
7.6.1. Efecto sobre la biomasa

Los valores de la produccion de biomasa y emulsificacion del xileno (%)

observados experimentalmente se muestran en el Cuadro 7.3.
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Cuadro 7.3. Efecto de la agitacion, inoculo y tiempo sobre la biomasa y

emulsificacion del xileno.

Corrida Factorl  Factor 2 Factor 3 Respuesta Respuesta
A: agitacion B:in6culo C:dias biomasa xileno

(°C) (%) (UFC/mL) (%)
1 175 3 7.02 21.84 44.67
2 132.96 3 4.5 25.03 30.00
3 175 1.32 4.5 14.13 19.00
4 175 3 1.98 3.96 26.67
5 217.04 3 4.5 5.23 22.33
6 175 4.68 4.5 22.38 42.00
7 175 3 4.5 26.04 53.67
8 175 3 45 25.77 52.67
9 175 3 4.5 26.01 53.00
10 175 3 4.5 25.77 52.67
11 175 3 4.5 25.77 53.67
12 175 3 4.5 25.54 53.33
13 200 2 6 14.70 29.10
14 150 4 3 12.24 28.67
15 150 4 6 29.66 36.33
16 200 4 3 14.68 44.12
17 150 2 3 7.52 39.67
18 150 2 6 14.48 31.00
19 200 2 3 5.28 34.05
20 200 4 6 14.47 37.23

El ANOVA del modelo cuadratico indica que el modelo es significativo con
base en el valor de F (11.59) y el valor de a < 0.05. El valor F y los valores a
correspondientes, junto con las estimaciones de los coeficientes se presentan
en el Cuadro 7.4. Cuanto menor es la magnitud de a, mas significativo es el
coeficiente correspondiente. Los factores A, B, C, A?, B% y C2? fueron

considerados significativos dado que los a valores fueron <0.05, mientras que
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la interaccion entre los factores AxB, AXC y BxC no fueron significativos. El
ajuste del modelo también se expresé mediante el coeficiente de regresion R?,
que resultd ser 0.8338, lo que indica que el modelo podria explicar el 83,38 %
de la variabilidad en la respuesta (biomasa). A partir de las respuestas del
disefio central compuesto se construyé una ecuacion cuadratica polinomica

para la produccién de la biomasa:

Y =-299.8 +2.443 x A+29.1xB +30.59 x C - 0.00627 x A>- 2.816 x B? -
2.092 x C?-0.0536 x AxB-0.0506 x Ax C +0.069xBxC

Donde Y es la biomasa, A es la agitacion, B es la cantidad de in6culo y C el

tiempo de incubacion.

Cuadro 7.4. Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo de respuesta de
superficie cuadrética de la produccion de biomasa de LM 08.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Modelo 9 119799 133.110 11.59 0.000
Lineal 3 600.88 200.294 17.44 0.000
A: Agitacion 1 169.07 169.074 14.72 0.003
B: In6culo 1 135.00 134996 11.75 0.006
C: Dias 1 296.81 296.813 25.84 0.000
Cuadrado 3 553.82 184.607 16.07 0.000
A2 1 221.47 221.467 19.28 0.001
B2 1 114.28 114.280 9.95 0.010
C? 1 319.44 319.445 27.81 0.000
Interaccion de 2 factores 3 43.29 14.429 126 0.341
AxB 1 14.39 14.386 1.25 0.289
AxC 1 28.81 28.814 251 0.144
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BxC 1 0.09 0.085 0.01 0.933

Error 10 114.85 11.485

Falta de ajuste 5 114.68 22.937 686.65 0.000
Error puro 5 0.17 0.033

Total 19 1312.84

R?: 0.9125, R? ajustado: 0.8338, GL=grados de libertad, SC=suma de
cuadrados; MC=cuadratico medio; significativo, a < 0.05; no significativo,
a = 0.05.

La Figura 7.10 A-B muestra que cuando la agitacién se encuentra cercana a
159.8 rpm y la cantidad de indculo es ~3.8 % la produccion de biomasa
(UFC/mL) es mayor (27.9). De manera similar, en la Figura 7.7 C-D una mayor
produccion de biomasa (28.3) se da cuando el tiempo de incubacién es ~5.4
dias con una agitacién de 158 rpm. Cuando el tiempo de incubacion es ~5.2
dias y la cantidad de in6culo es ~3.5 % la biomasa alcanza el maximo (27.9)
(Figura 7.7 E-F).
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Figura 7.10. Graficas de contorno y superficies de respuesta 3D que muestran
la interaccién entre (A-B) la agitacion e inéculo, (C-D) agitaciéon y
tiempo y (E-F) in6culo y tiempo en la produccion de biomasa de
la cepa LM 08.
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7.6.2.Efecto sobre la emulsificacion del xileno

El ANOVA del modelo cuadratico indica que el modelo es significativo con
base en el valor de F (5.27) y el valor de a <0.05. El valor F y los valores a
correspondientes junto con las estimaciones de los coeficientes se presentan
en el Cuadro 7.5. Los factores B, A2, B2, C? fueron considerados significativos
dado que los a valores fueron <0.05, mientras que los factores Ay C vy las
interacciones AxB, AXC y BxC no fueron significativos. El ajuste del modelo
expresado en el coeficiente de regresion R? resulté ser de 0.8258, lo que
indica que el modelo podria explicar el 82.58 % de la variabilidad en la
respuesta (emulsificacion del Xileno). A partir de las respuestas del disefio
central compuesto se construyd una ecuacién cuadratica polindmica para la

emulsificaciéon del xileno:

Y =-426 +4.48 x A+ 185xB +23.6 x C-0.01338 x A% - 6.83 x B?
-2.225xC?+0.1193x AxB-0.0361 xAxC+1.20xBxC

Donde Y es la emulsificacién del xileno, A es la agitacién, B es la cantidad de
in6culo y C el tiempo de incubacién.
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Cuadro 7.5. Andlisis de varianza (ANOVA) para el modelo de respuesta de

superficie cuadratica del indice de emulsificacion del Xileno por la

cepa LM 08.
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor a
Modelo 9 2053.34 228.15 5.27 0.008
Lineal 3 21554 71.85 1.66 0.238
A 1 1.21 1.21 0.03 0.871
B 1 192.06 192.06 4.43 0.062
C 1 22.27 22.27 0.51 0.490
Cuadrado 3 1726.02 57534 13.28 0.001
A? 1 1008.15  1008.15 23.27 0.001
B2 1 672.64 672.64 15.52 0.003
c? 1 361.03 361.03 8.33 0.016
Interaccion de 2 factores 3 111.79 37.26 0.86 0.493
AxB 1 71.20 71.20 1.64 0.229
AxC 1 14.67 14.67 0.34 0.574
BxC 1 25.92 25.92 0.60 0.457
Error 10 433.29 43.33
Falta de ajuste 5 43224 86.45  409.49 0.000
Error puro 5 1.06 0.21
Total 19 2486.63

R?: 0.8258, R? ajustado: 0.6689, GL=grados de libertad, SC=suma de cuadrados;

MC=cuadréatico medio; significativo, a < 0.05; no significativo, a = 0.05
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Figura 7.11. Graficas de contorno y superficies de respuesta 3D que muestran
la interaccion entre (A-B) la agitacion e indculo, (C-D) agitacion y
tiempo y (E-F) in6culo y el indice de emulsificacion (%) del xileno
por la cepa LM 08.

La Figura 7.12 A-B muestra que cuando la agitacion se encuentra cercana a
176.3 rpm y la cantidad de in6culo es ~3.3 % la emulsificacion del xileno es
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mayor (53.50). De manera similar, la Figura 7.12 C-D muestra una mayor
emulsificacion del xileno (53.07) cuando el tiempo de incubacién es cercano a
los 4.75 dias con una agitacion de ~173.99 rpm. Cuando el tiempo de
incubacion es cercano a los 4.84 dias y la cantidad de indculo es ~3.33 % la

emulsificacion del xileno alcanza el maximo (53.65) (Figura 7.8 E-F).

La Figura 7.12 muestra que la maxima emulsificacion del xileno (ICgs% 47.05 —
58.82) se conseguiria con una agitaciéon de 175.42 rpm, una cantidad de
in6culo de 3.29 % v/v con un tiempo de incubacion de 4.78 dias.

Optima Agitacién (rpm) Inéculo (%VIv)

D: 09999 Alto 217.0448 4.6818
7777 Act [175.4247] (3.2888]

Predecir Bajo 132.9552 1.3182

Xileno (Ez2a)
Méximo

y = 53.6629

d = 0.99989

Figura 7.12. Condiciones de agitacion, cantidad de inéculo y tiempo de
incubacion para la optimizacion del indice de emulsificacién del

xileno

El estudio de Sharma et al. (2019) con Agrobacterium fabrum SLAJ731 y la
produccion de BT se dio entre las 48 — 120 h, metabolito secundario producido
durante la fase estacionaria. Thavasi et al. (2011) mencionan que la
produccion y liberacion extracelular de BT durante la fase estacionaria permite
que la actividad de E24 se incremente con el aumento en la produccion de BT y
el maximo E24 que se encontro es de 65 + 0,2 % a las 144 h. De manera
similar y en funcién a los resultados obtenidos con E24 (Fig. 7.12) demuestra
gue la maxima produccion del BT fue a las 114 h (4.78 dias) con indices del
53.6 %.
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7.7. Efecto de biotensoactivo sobre petréleo crudo
7.7.1.Desplazamiento en petréleo crudo

En la Figura 7.13.se observa que la adicion del sobrenadante libre de células

desplaza el petréleo y genera un halo con un diametro superior a 8 cm.

Figura 7.13. Desplazamiento de petroleo por accion del BT

7.7.2.Test del colapso de la gota

La adicion del sobrenadante libre de células en diferentes dosis (1 pL, 3 pL, 5
ML y 7 pL) sobre la gota de agua de mar que contiene petroleo genera un
aplanamiento de esta a medida que la dosis aumenta, algo que no se observa
con el control. Esto confirma la presencia del BT en el sobrenadante (Figura

7.14).
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7.7.3. Tension superficial b
En la Figura 7.15 obse%-‘@ medicion de la tension superficial del

sobrenadante producido % valor de 40 mN / m.

Figura 7.15. Medicion de la tension superficial del sobrenadante
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El estudio de Durval et al. (2018) con Bacillus cereus BCS1, mostré que la
tension superficial del sobrenadante fue = 44,4 mN m~ cuando se utilizd
aceite vegetal usado en comparacion con el agua destilada que fue = 71.63
mN m~ para calibrar el sistema de medicién y menciona que es la fuente de
carbono mas adecuada para la produccion de BT. El aceite de freir-de
desecho condujo a una mayor reduccion de la TS siendo una fuente de
carbono de bajo costo y de facil acceso. De hecho, la eleccion de un sustrato
es uno de los principales factores limitantes con respecto a la produccion de

BT a gran escala, y a sus aplicaciones ambientales.

Segun los aportes de Abbasi et al. (2012) resaltan el uso de fuentes de
carbono residuales como el aceite vegetal de cocina, lo cual amplia el
panorama para la produccion de BT, ya que es una fuente alternativa viable
para la produccién de éstos. Al ser un residual contaminante, se elimina un
problema ambiental como la disminucion de la contaminacion por desechos de

diversas industrias, con un beneficio técnico, ecoldgico y econémico.

7.8. Efectividad de la cepa bacteriana seleccionada y el biotensoactivo

producido en procesos de biorremediacion
7.8.1.Remocién de hidrocarburo de suelo contaminado

En la Figura 7.16 se presentan los porcentajes de remocién de hidrocarburos
segun el tiempo de tratamiento. Se observa que la remocién causada por
Tween 20 y el BT de la cepa LM 08 es mucho mayor que el control (agua) y
gue se va incrementando conforme aumenta el tiempo de tratamiento. La
comparacién multiple de medias mediante el estadistico de Tukey (a=0.05)
indica que el mayor porcentaje de remocion (43.6 = 0.37 %) de hidrocarburos
tanto por la accion del Tween 20 y el BT de la cepa LM 08 ocurre a las 24
horas. Asimismo, se aprecia que a partir de los 10 minutos de tratamiento y
para cada momento de evaluacion la remocion por Tween 20 y el BT de LM 08

son similares.
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Figura 7.16. Remocion (%) del hidrocarburo del suelo contaminado durante 24 h
usando agua, Tween 20y BT de la cepa LM 08

7.8.2.Degradacion de hidrocarburos en agua de mar

En la Figura 7.17 se presentan los porcentajes de degradacion de
hidrocarburos presentes en el agua de mar segun el tiempo de tratamiento. La
comparacion multiple de medias mediante el estadistico de Tukey (a=0.05)
indica que: (1) los controles negativos (ausencia del microrganismo — LM 08)
presentaron una menor degradacion comparados con los tratamientos, (2) el
grado de degradacién causada por la bacteria LM 08 es similar a los 9, 18 y 27
dias y (3) la degradacion provocada por la accion combinada entre la bacteria
LM 08 y el BT fue mayor comparada cuando se empled Unicamente la bacteria
LM 08, siendo mas evidente a los 18 dias y se mantuvo de manera similar

hasta los 27 dias.
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Figura 7.17. Degradacion del hidrocarburo del.agua marina

De acuerdo con los resultados el uso. de hidrocarburo como sustrato y su
degradacion registra valores por debajo del 15 %. La baja sintesis de BT y
posterior degradacién de este-puede explicarse por el hecho de que estos
compuestos son menos biodegradables debido a sus estructuras complejas, o
gue conduce a un crecimiento bacteriano débil y posteriormente porcentajes
bajos de biodegradaciéon (Chebbi et al., 2017).

7.8.3.ldentificacién molecular

Se realizo la identificacion molecular del aislado LM 08 mediante el analisis del
gen de rRNA 16S basado en una reconstruccion filogenética. Los resultados
muestran que la similitud de la secuencia del gen de rRNA 16S entre el
aislado LM 08 y otras cepas del género Glutamicibacter relacionadas
filogenéticamente fue de 97.30 a 99.40 %. Los valores obtenidos en este
estudio cumplen con los criterios ampliamente aceptados de delimitacién de
especies actual en bacteriologia (Stackebrandt et al., 1994). Tal analisis revel6
proximidad de LM 08 con Glutamicibacter endophyticus, agrupandose ambas
cepas en un mismo lado con un nivel de confianza de 79 % (Figura 7.15).
Arbol filogenético construido a partir del método de Maxima Verosimilitud y
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derivado del analisis de secuencias del gen de rRNA 16S de la cepa LM 08 y

otras cepas de Glutamicibacter. Los numeros representan los valores de

Bootstrap expresados como porcentajes de 2500 réplicas. Los numeros de

acceso a GeneBank de las secuencias se muestran en paréntesis. Bar, 0.02

sustituciones por posicion de nucleaotido.

8

5

Glutamicibacter mishrai S5-52 (NR 169398.1)
Glutamicibacter nicotianae DSM 20123 (NR 026190.1)
Glutamicibacter mysorens LMG 16219 (NR 114924.1)
Glutamicibacter halophytocola KLBMP 5180 (NR 156872.1)

pumiry
1

B

9L Glutamicibacter arilaitensis Re117 (NR 074608.1)

79

b1

LM.08

fii'— Glutamicibacter endophyticus 6500322 (NR 136480.2)

{Glutamicibacter bergerei Ca106 (NR 025612.1)

[ 7193 L Glutamicibacter ardleyensis An25 (NR 114909.1)

Glutamicibacter creatinolyticus GIFU 12498 (NR 036769.1)
Glutamicibacter protophormiae DSM 20168 (NR 026195.1)
93 I Glutamicibacter soli SYB2 (NR 044338.1)

— Glutamicibacter uratoxydans DSM 20647 (NR 026238.1)

Bacillus subtilis PY79 (ASM49748\1)

—
002

Figura 7.18. Arbol filogenético construido para la cepa LM 08.

Las bacterias del género Glutamicibacter debido a su ubicuidad se han aislado

de diferentes habitats, incluidos diferentes tipos de suelo (Shen et al., 2013),
muestras clinicas (Hou et al., 1998; Yamamoto et al., 2017), quesos (Monnet

et al., 2010), plantas (Feng et al., 2017) y en el tracto urinario de una yegua

(Gongalves et al., 2013).
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En relacion con el estudio de Yao et al. (2015) consideran que la prevalencia
ambiental de las cepas de Glutamicibacter sp. en diversos escenarios se debe
a su versatilidad y adaptabilidad nutricional teniendo la capacidad para
responder a las tensiones ambientales o condiciones poco favorables.

Segun Yamamoto et al. (2017) este género juega un papel importante en
muchos ecosistemas y realiza diversos procesos biotecnologicos, sin
embargo, como patégeno se asocia con diferentes afectaciones al bienestar

humano.

Lu et al. (2019) mencionan que la biodisponibilidad y degradabilidad de los
HAP presentes en el compostaje de lodos deshidratados es atribuida
principalmente a las bacterias pertenecientes a los géneros: Luteimonas,
Glutamicibacter, Alcanivorax entre otras.

Ghorbannezhada et al. (2018).investigaron las capacidades mixtas (hongo -
bacteria) de Aspergillus calidoustus y Glutamicibacter sp. en el proceso de
degradacion de hidrocarburos de petréleo concluyendo que el uso de un
cultivo mixta y no individual seria un enfoque prometedor en la

biorremediacién de la contaminacién del petrdleo en escenarios perturbados.
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8. CONCLUSIONES

La cepa bacteriana aislada denominada LM 08 fue la que mostré mayor capacidad

emulsificadora sobre solventes orgénicos.

Fue posible a través de la metodologia de superficie de respuesta la
emulsificacion del xileno fue registrando una maxima de 38.03 cuando se
manejaron condiciones de cultivo de la cepa bacteriana LM 08 a 28.95 °C, 7.02 de
pH y 0 % p/v de NaCl. Las condiciones de agitacion fueron de 175.42 rpm, un
tamafio de in6culo de 3.29 % v/v y un tiempo de incubacion de 4.78 dias se

registré un indice maximo de emulsificacion en xileno hasta 53.66 %.

Los metabolitos producidos por la cepa LM 08 logré la remocién de HCs presentes
en suelo por la acciéon del BT con el 43.5 % promedio en un tiempo de 16 h muy
similar al Tween20. Mientras que la biorremediacion mejorada en el ensayo en

agua de mar fue = 11 %.

Fue posible la identificacion bacteriana y la construccién del arbol filogenético del
aislado LM 08, mediante la secuenciacion del gen RNAr 16S, como herramienta
aplicada en la caracterizacion molecular, cuya similitud fue de 97.30 a 99.40 %

con el género y especie Glutamicibacter endophyticus.

El aislamiento y el uso de la cepa bacteriana Glutamicibacter endophyticus mostro
ser una opcion viable para sus aplicaciones en la remocion de HCs de sitios

contaminados.
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