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RESUMEN

En resupesta al aumento de la contaminacién a nivel mundial se han buscado
alternativas mas favorables para el medio ambiente, una de estas es el uso de
biosurfactantes los cuales tienen propiedades anfifilicas que son usadas por diversas
industrias. La bacteria Bacillus subtilis tiene la capacidad de producir estos compuestos y
en especial surfactina, conocido como uno de los mejores biosurfactantes por su diversas
propiedades debido a su composicidon quimica. Se han buscado diversos métodos para
aumentar la produccién de este biosurfactante, que incluyen bacterias modificadas,
mejoramiento de medios, uso de diferentes fuentes de carbono, recoleccién de espuma,
etc. Por lo que en este trabajo se usaron diversas estrategias para aumentar la fase de
crecimiento exponencial de Bacillus subtilis AQ y ver su comportamiento con los medios
KSAH y Landy a relaciones de C:N de 11,15 y 20 y concentraciones de sélidos totales
(CST) de 33.3, 50 y 100 % a nivel matraz obteniendo que los mejores medios fueron los
medios KSAH C:N 11 CST 33.3% y Landy C:N 11 CST 100%. A partir de estos se hicieron
pruebas en el fermentador aumentado las CST a 150% obteniendo que el mejor medio fue
el KSAH C:N 11 CST 33.3% en un analisis de HPLC, sin embargo al realizar un experimento
alternativo con este medio sin peptona de soya ni extracto de levadura se encontré que se

mejoraba su produccion al realizar andlisis sobre la espuma obtenida.
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SUMMARY

In response to increased pollution worldwide, it was necessary to desing more favorable
alternatives for the environment, one of these is the use of biosurfactants which have
amphiphilic properties that are used by various industries. The bacterium Bacillus subtilis
has the capacity to produce these compounds and especially the one of surfactin that is
known like one of the best biosurfactantes by its diverse properties due to its structure.
Various methods have been sought to increase the production of this biosurfactant including
modified bacteria, media enhancement, use of different carbon sources, foam collection,
etc. Therefore, in this work we looked for several strategies to increase the exponential
growth phase of Bacillus subtilis strain AQ and to see its behavior with KSAH and Landy
media at C:N ratios of 11, 15 and 20 and total solids concentrations (CST) of 33.3, 50 and
100% at flask level. The best media were KSAH media C:N 11 CST 33.3% and Landy C: N
11 CST 100%. From these were tested in the fermented increased the CST to 150%
obtaining that the best medium was the KSAH C:N 11 CST 33.3% in an HPLC analysis,
however when performing an alternative experiment with this medium without soy peptone

and yeast extract, it was found that their production was improved.
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.  INTRODUCCION

Desde que el hombre apareci6é siempre se ha preguntado la forma de hacer su vida
mas facil, por lo que inici6 una busqueda incansable de informacion sobre cémo podria
emplear los recursos que le brindaba la naturaleza. Al principio so6lo se enfocé en el uso de
plantas, animales y minerales pero luego se encamino al estudio de los microorganismos,
debido a que conferian una nueva ventana de posibilidades en la creacién de productos

para su beneficio.

Gracias a esta busqueda, se encontré que existian sustancias que podian ser
utilizadas para diversos fines, tal es el caso de los surfactantes, palabra derivada de la
expresion surface active agents (agentes de superficie activa), los cuales son compuestos
anfipaticos con la capacidad de interaccionar con sustancias hidrofébicas e hidrofilicas
provocando una disminucion de su tension superficial e interfacial. Estas sustancias se
clasifican de diferentes formas, seglin su composicion quimica pueden ser anionicos,
catiénicos, anfotéricos y no idnicos; por su peso molecular de alto y bajo; y por su forma de
produccion en sintéticos y biosurfactantes. La diferencia entre estos ultimos radica en su
forma de obtencién, pues mientras los surfactantes sintéticos se producen a nivel
laboratorio, los biosurfactantes son sintetizados por procesos biolégicos de bacterias,
hongos, levaduras y plantas, causandoles a su vez importantes inconvenientes ya que
mientras algunos de los surfactantes sintéticos presentan toxicidad ambiental, los
biosurfactantes son mas amigables con el ambiente pero con rendimientos de produccion
bajos (Al-Araji et al. 2007, Pornsunthorntawee et al. 2008, Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal
2013).

De forma general, estos son constituidos de una porcion hidrofobica y otra hidrofilica
(Figura 1), donde la parte hidrofébica es una cadena lineal o ramificada de hidrocarburos o
fluorocarbonos de 8 a 18 atomos de carbono, mientras que la hidrofilica es una seccién
polar que puede ser idnica, no idnica o zwiteridnica. Debido a lo cual presentan la facilidad
de migrar hacia una interfase con diferentes grados de polaridad y/o puentes de hidrégeno
como es la interfase aire/agua o aceite/agua (Roongsawang et al. 2010, Tadros 2005).
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Hidrofilico

Hidrofdbico

Figura 1. Comparacion entre diferentes formas moleculares de surfactantes. (A) 1l-palmitoil-2-hidroxi-sn-
glicero-3-fosfocolina (lisopc), (B) rha-rha-c10-c10 (dirl) y (C) 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina
(PE) (Ramkrishna 2010).

En soluciones acuosas se auto-asocian en orden para reducir el contacto entre su
porcion hidrofobica y el agua, y maximizar el contacto con la porcion hidrofilica. Esta
autoasociaciébn es cooperativa y empieza a cierta concentracion, que es llamada
concentracion micelar critica (CMC), que es la caracteristica mas importante de un
surfactante ya que en esta comienza la formacién de micelas, las cuales son agregados
donde la misma porcion hidrofobica se encuentra en contacto formando un nicleo aceitoso,
cuya superficie esta cubierta por los grupos de cabezas polares. Las micelas presentan
diversas formas segun el medio y la concentracion en que se encuentren (Figura 2), asi
pues la forma tradicional o normal se basa en la union de la porcién hidrofébica en el centro
mientras la hidréfilica se localiza al exterior cuando se encuentran en un medio polar, en el
caso de que fuera apolar se formaria una micela reversa con su porcion hidrofilica en el
centro. (Holmberg et al. 2003, Mukherjee et al. 2008, Zana 2005).

Vesicula
Micela reversa

i
:{E}o——% & & —

Monomero Micela
normal

1~3.5nm

Micela cilindrica

Estructura laminar
formada por biLdpﬂS

ALelLe Agua
(©) W)

esférica Bicapa

Micela laminar

O/ \%%
Micela

Figura 2. Diferentes isoformas de los surfactantes.
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Por tal motivo la principal propiedad de los surfactantes es la alteracion de la
interfase y de las propiedades interfaciales de un liquido, mediante la disminucion de la
tension superficial (Figura 3), la cual es la cantidad de energia necesaria para aumentar la
superficie por unidad de area, o en otras palabras, la resistencia que tiene un liquido para
aumentar su superficie provocando un comportamiento parecido al de una finisima
membrana elastica. Esto es causado tanto por la manifestacion de las fuerzas
intermoleculares, de dentro como fuera de los liquidos, como por la interaccion con las
moléculas del recipiente que contiene al liquido provocando el efecto conocido como
capilaridad. Entre los diferentes valores experimentales que existen de tension superficial
se pueden mencionar las siguientes (din/cm): aceite de oliva 32, etanol 22.3, glicerina 63.1
y agua 72.8 a 20 ° C. Cabe mencionar que la temperatura tiene un efecto importante en los
valores de tension superficial pues a temperaturas de 0, 60 y 100 ° C el agua presenta
valores de 75.6, 66.2 y 58.9 din/cm respectivamente (Jiménez 2012, Torres-Papaqui 2010).

«» Fuerzas intermoleculares de
cohesion en el interior del
— agua.
@ capilaridad @
- 7 <€—> Fuerzas intermoleculares

de cohesion en la
P % e . ( superficie del agua.
@ “@ &7 f > Fuerzas intermoleculares

Pared del capilar

Az,
é
&
6

de adhesion entre el agua

> & /' N@z \ f 'S@ > u y la pared capilar.

Moléculas de agua.

Figura 3. Efecto de la tensién superficial sobre la capilaridad.

Gracias a la capacidad de disminuir la tension superficial, la industria ha utilizado a
los surfactantes como emulsionantes, espumantes, detergentes, humectantes,

solubilizantes, etc. lo cual dependera del balance que exista entre las porciones lipofilicas
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e hidrofilicas, es decir segun su intervalo de HLB (Balance hidrofilico-lipofilico por sus siglas

en inglés) el cual se puede observar en la Figura 4 (Tadros 2005).

i8 —
4 Solubilizantes

Q
[ 15 —
2 i } Detergentes
o
E -4
I 1z - > Emulsionantes o/w
9 —
4 7 } Humectantes

Emulsionantes w/o

3 —
- } Mayoria antiespumantes

<« LIPOFILO

Figura 4. Intervalos de diferentes valores de HLB y sus aplicaciones (Tadros 2005).

En cuanto a la clasificacion de los surfactantes esta es segun el origen de
produccién, composicién quimica, y su peso molecular pudiendo ser de alto y bajo peso.
Los biosurfactantes de alto peso molecular son mayores a 1 MDa y se subdividen a su vez
en lipopolisacaridos, lipoproteinas, proteinas y poliméricos. Los surfactantes de bajo peso
molecular estdn en el rango de 1-2 KDa y se pueden subclasificar en acidos grasos,
glicolipidos vy lipopéptidos los cuales son mas efectivos para bajar la tensién interfacial y

superficial de liquidos (Ramkrishna 2010, Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal 2013).

Los surfactantes tienen una posicién Unica entre los compuestos quimicos pues
presentan un amplio espectro de aplicaciones como es en el medio ambiente, la produccién
y procesamiento de alimentos, los productos de salud, la agricultura, el cuidado personal,
la farmacéutica, la recuperacion del petroleo, entre otras. Asi pues, segun el instituto de
investigaciones de mercado Ceresana, las ventas de surfactantes en 2014 llegaron a 33.2
millones de ddlares y se estima que existira un incremento anual del 2.5% llegando en 2022
a los 40.4 mil millones de ddlares, de los cuales la principal produccion seré de surfactantes
sintéticos derivados del petroleo, sin embargo debido a los diversos problemas que ha
causado el cambio climéatico las nuevas legislaciones ambientales estan buscando
incrementar la produccidon de los biosurfactantes donde los resultados de las

investigaciones parecen prometedoras (Cavalcante et al. 2007, Ceresana 2015).
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Por lo tanto a causa del aumento de la conciencia ambiental y a las diferentes
aplicaciones industriales que se les pueden dar a los surfactantes se han acrecentado las
investigaciones para mejorar la produccion de los biosurfactantes para que puedan ser mas
comerciables industrialmente (Al-Araji et al. 2007, Ramkrishna 2010, Yafiez-Ocampo y
Wong-Villarreal 2013).
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.  ANTECEDENTES

II. 1. BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes o tensoactivos son sustancias producidas que pueden ser
encontrados de forma intra y extracelular. Generalmente se componen en su parte
hidrofilica de carbohidratos como ramnosa, trealosa, manosa, etc. o0 grupos de
aminodacidos, mientras que en la parte hidrofébica se observa una cadena hidrocarbonada
de longitud variable de acidos grasos saturados e insaturados (Cavalcante et al. 2007,

Ramkrishna 2010, Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal 2013).

Segun Ron y Rosenberg (2001) los biosurfactantes cumplen diferentes roles
fisiolégicos que ayudan a sus cepas productoras a adaptarse a ambientes hostiles y
principalmente cuando existen compuestos organicos hidrofébicos. Entre algunas de estas

funciones se encuentran:

e Incrementar del area superficial de substratos insolubles en agua para su
emulsificacion.

¢ Incrementar de la biodisponibilidad de substratos hidrofobicos.

e Enlazarse con metales pesados.

e Actuar en la patogénesis.

e Poseer actividad antimicrobiana.

e Regular la conexién/desconexion de los microorganismos hacia y desde las
superficies.

e Producir biofilms.
Algunos ejemplos de estos microorganismos y de sus correspondientes

biosurfactantes se pueden observar en la Tabla 1 (Cavalcante et al. 2007, Ramkrishna
2010, Yafez-Ocampo y Wong-Villarreal 2013).
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Tabla 1. Principales microorganismos productores de biosurfactantes de aislamientos

ambientales Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal 2013.

Microorganismos

Biosurfactantes

Alcanivorax borkumensis, Tsukamurella spp.

Glicolipidos

Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea

Ramnolipidos

Torulopsis bombicola, Candida apicola

Soforolipidos

Rhodococcus erythropolis, Mycobacterium spp.

Trehalolipidos

Bacillus licheniformis, Myroides spp.

Péptido-lipidico

Pseudomonas fluorescens

Viscosina

Serratia marcescens

Serrawetina

Bacillus subtilis Surfactina
Bacillus subtilis Subtilisina
Bacillus brevis Gramicidina
Bacillus polymyxa Polimixina
Acinetobacter radioresistens Alasan
Acinetobacter calcoaceticus Emulsan
Candida lipolytica Liposan

Candida tropicalis

Lipoproteina

Arthrobacter spp.

Arthrofactina

Streptomyces tendae

Streptofactina

lI. 1. 1. Aplicaciones potenciales de los biosurfactantes

Al igual que los surfactantes sintéticos, los biosurfactantes se usan en diversas

aplicaciones como en la agricultura donde son usados para facilitar la aplicacién,

formulacidn y biodegradacion de fertilizantes y pesticidas. En la industria farmacéutica para

la inhibicion de la formacién de fibrina, lisis de eritrocitos y de esferoblastos bacterianos. En

cuanto a la industria de extraccion y transformacion del petroleo se emplean en la limpieza

de los tanques de almacenamiento para incrementar la solubilidad de hidrocarburos no

miscibles en fases acuosas, tales como pentano, hexano, ciclohexano, octano, dodecano,

hexadecano, tolueno y naftaleno principalmente a continuacion en la Tabla 2 se muestra
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un resumen de las diversas aplicaciones industriales que se les ha dado a los

biosurfactantes (Jiménez et al. 2010, Mejia 2008).

Tabla 2. Aplicaciones industriales potenciales de los biosurfactantes.

INDUSTRIA

APLICACION Y FUNCION DEL BIOSURFACTANTE

Mineria

Agentes secuestrantes, espumantes y flotantes de metales.

Alimenticia

Emulsionantes, solubilizantes, desemulsionantes.
Agentes humectantes espumosos, lubricantes y espesantes.

Ingredientes funcionales, agentes protectores que interacttian con lipidos,
proteinas y carbohidratos.

Petrolera

Agricola

Recuperacion mejorada del petréleo.

Mejoran el drenaje de aceite en pozo.
Estimulacion la liberacién de petréleo atrapado.
Reduccion de la viscosidad del aceite.

Biocontrol de parasitos, plagas.

Cosmética

Productos de salud y belleza.

Emulsionantes, agentes espumosos, solubilizantes, humectantes,
antimicrobianos y productos de limpieza.

Ambiental

Biorremediacion. Emulsificacién de hidrocarburos; disminucién de la tension
interfacial; dispersantes y espumantes; proceso de lavado de suelo.

Tratamiento de lodos de aguas residuales con residuos aceitosos.

Farmacéutica

Bioprocesamiento

Antibacteriales, antiflingicos, antivirales.
Agentes adhesivos; moléculas inmunomoduladoras; vacunas.

Elaboracion secundaria. Biocatalisis en sistemas acuosos de dos fases y
microemulsiones, biotransformaciones, recuperacion de productos
intracelulares.

Mayor produccién de enzimas extracelulares y productos de fermentacién.

ll. 1. 2. Ventajas y desventajas de los biosurfactantes

Las principales ventajas de los biosurfactantes sobre los surfactantes sintéticos son

su baja toxicidad e irritabilidad, alta biodegradabilidad, mejor compatibilidad con el medio

ambiente y con la piel humana, excelente capacidad emulsificante, detergente, espumante

y dispersante; estabilidad bajo condiciones extremas de salinidad, temperatura (40-70 ° C)

y pH (7-12) reteniendo el 100% de su actividad; ademas de que agregan una interfase entre

fluidos con diferentes polaridades. Sin embargo a pesar de todos estos beneficios no ha
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sido posible realizar su comercializacion a nivel industrial para disminuir a los surfactantes
sintéticos del mercado, debido principalmente a una escasa compresion de la regulacion
de sintesis en los microorganismos, bajos rendimientos producidos por estos
microorganismos y a una laboriosa y costosa purificacion. Por este motivo se han
incrementado las investigaciones de los biosurfactantes principalmente de los glicolipidos
y lipopéptidos (Gong et al. 2009, Pornsunthorntawee et al. 2008, Ramnani et al. 2005,
Yafiez-Ocampo y Wong-Villarreal 2013).

Il. 1. 3. Lipopéptidos

Los lipopéptidos son unos de los biosurfactantes mas estudiados debido a que
ademas de bajar la tension superficial pueden ser usados como antimicrobianos,
anticelulares, antivirales, antienzimaticos, etc. Por lo general son sintetizados de una
manera independiente de ribosomas con megaenzimas llamados péptido sintasas
noribosomales (NRPSs). La mayoria se compone de un heptapéptido ciclico unido a una
cadena de acido graso hidroxilada mediante un enlace entre la parte B-hidroxi del acido
graso con el C-terminal o el grupo hidroxilo del péptido. Por lo general contienen en su
porcién polar aminoacidos y sus derivados junto con &cidos carboxilicos o alcoholes,
mientras que en la no polar se observan hidroxil acidos grasos y a-alquil-B-hidroxil acidos
grasos (Roongsawang et al.2010, Tadros 2005, Pornsunthorntawee et al. 200, Ramkrishna
2010).

Su produccién se realizo por primera vez en la bacteria Bacillus subtilis IAM1213 en
1968 por Arima et al. Desde entonces, se han aislado varios tipos de lipopéptidos con
actividad de superficial y/o actividad antimicrobiana como son surfactina, iturina, fengicina
y liquenisina que son producidas por la misma bacteria. Actualmente, a causa de diversas
investigaciones se han podido emplear otros microorganismos para la produccion de
biosurfactantes como lo son hongos filamentosos y bacterias del género Bacillus y

Pseudomonas (Roongsawang et al. 2010).
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[1.2. Género Bacillus

Taxondmicamente, de acuerdo al Manual Bergey’s, el género Bacillus pertenece a
la familia | Bacilliaceae, del orden | Bacilares de clase tres Bacilo, del fillum BXIII firmicutes
del Dominio bacteria. Esta formado por microorganismos bacilares Gram positivos,
formadores de endosporas, quimiheterotrofos, moviles por flagelos peritricos, anaerobios o
aerobios facultativos, catalasa, xilosa, hemdlisis y citrato positivos, lecitinasa negativo, de
1.2-10 ym, comunmente encontrados en suelos y plantas donde ejercen un papel
importante en el ciclo del carbono y nitrogeno (Cuervo 2010, Hernandez 2003,

Roongsawang et al. 2010).

Las especies pertenecientes a este dominio son diversos desde el punto de vista
fenotipico y genotipico, por lo que la diferenciacién entre las especies del género se basa
en los resultados de la fermentacion de lactosa, sorbitol, manitol, melobiosis, hidrélisis de
la urea y descarboxilacion de la lisina. Recientemente, se han usado secuencias de RNA
para dividir el género en al menos cinco lineas diferentes, que se subdividen en mas de 60
especies siendo las mas representativas B. alkalophilus, B. anthracis, B. azotoformans, B.
brevis, B. cereus, B. subtillis, B. coagulans, B. firmus, B. insolitus, B. licheniformis, B.

polimyxa y B. turingiensis (Cuervo 2010).

La mayoria de los lipopéptidos producidos por este género se clasifican en tres
familias: surfactina, fengicina e iturina, las cuales también pueden ser obtenidos en una sola
especie, como es el caso de Bacillus subtilis. Entre los lipopéptidos mas comunes que
produce este género estan los representados en la Tabla 3 (Cuervo 2010, Roongsawang
etal. 2010).
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Tabla 3. Estructura primaria de lipopéptidos del género Bacillus (Roongsawang 2010).

NOMBRE ESTRUCTURA
Familia surfactina
Surfactina FA-B-OH-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu
Liquenisina A/D FA-B-OH-L-GIn-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-lle

(Liquenisina B)

FA-B-OH-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu

(Ligquenisina C)

FA-B-OH-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-lle

Liquenisina G

FA-B-OH-L-GIn-L-[Az]-D-Leu-L-[A4]-L-Asp-D-Leu-L-[A7]
Ax=Leu/lle, A;=Valllle, A-=lle/Val

Surfactante BL86

FA-B-OH-L-GIx-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-[A7]

Az=lle/Val
Pumilacidina FA-B-OH-L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Leu-L-Asp-D-Leu-L-[A7]
Az=lle/Val
Familia fengicina
Fengicina FA-B-OH-L-Glu-D-Orn-D-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-[Ag]-L-Pro-L-GIn-L-Tyr-L-lle
As= Ala/Val
Plipastatina FA-B-OH-L-Glu-D-Orn-L-Tyr-D-aThr-L-Glu-D-[Ae]-L-Pro-L-GIn-D-Tyr-L-lle
As= Ala/Val
Familia Iturina
lturina A FA-B-NH2-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser
lturina C FA-B-NH,-L-Asp-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser

Bacilomicina L

Bacilomicina D

FA-B-NH,-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Ser-L-Glu-D-Ser-L-Thr

FA-B-NH,-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-Pro-L-Glu-D-Ser-L-Thr

Bacilomicina F

FA-B-NH2-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Thr

Micosubtilina

FA-B-NH,-L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Ser-L-Asn

Otros

Antiadhesina

FA-B-OH-L-Asp-L-Leu-L-Leu-L-Val-L-Val-L-Glu-L-Leu

Bamilocina A FA-B-OH-X-Glu-X-Leu-X-Met-X-Leu-X-Pro-X-Leu-X-Leu
Circulocina 1 gFA-B-OH-X-Thr-X-Phe-X-lle-X-Dba-X-Asp

Circulocina 3 gFA-B-OH-X-Thr-X-Leu-X-lle-X-Thr-X-Asn-X-Ala
Fusaricidina gFA-B-OH-L-Thr-D-Val-L-Tyr-D-aThr-D-Asn-D-Ala

Kurstaquinas

FA-X-Thr-X-Gly-X-Ala-X-Ser-X-His-X-GIn-X-GlIn
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[1.2.1 Bacillus subtilis

Esta especie bacteriana crece en un amplio intervalo de temperatura (15a55°C)y
diversos factores perjudiciales como la desecacion, la radiacion, los éacidos y los
desinfectantes quimico. Es capaz de fermentar la caseina y el almidon para producir
antibioticos como bacitracina, polimixina, gramicidina y circulina, tiene altas velocidades de
crecimiento y sobrevive a concentraciones salinas (NaCl) de hasta 7%. Su identificacion es
de forma sencilla pues es catalasa y Voges-Proskauer positivo, reduce nitratos a nitritos,
en medios complejos con glucosa o nitrato, produce un crecimiento anaerébico restringido
y forma esporas termoresistentes, ademas de que es buena productora de biosurfactantes

como la surfactina, iturina, fengicina y micosubtilina (Figura 5) (Cuervo 2010, Mejia 2008).

SURFACTINA
Antifungico, antiviral, antibiético y detergente.

ITURINA
Antifungico y antibiotico

FENGICINA

Antifungico y antibiético.

MICOSUBTILINA
Antifungico y antibiotico.

Figura 5. Biosurfactantes producidos por Bacillus subtilis. (Kempe 2016)

Estos biosurfactantes presentan diferentes propiedades dependiendo de la fuente
de carbono y de los nutrientes disponibles en el medio en que se encuentren, debido a que
causan diferentes isoformas, longitudes de cadena, uniones al acido graso y diversidad en
los aminoacidos que componen al biosurfactante. De los distintos biosurfactantes
producidos por Bacillus subtilis la surfactina es considerada como la mas importante debido
a su estructura que le brinda multiples propiedades que se mencionaran mas adelante
(Espinosa 2005, Mercado-Flores et al. 2014, Ramnani et al. 2005, Mejia 2008)
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II. 2. 2. SURFACTINA

La surfactina es producida por Bacillus subtilis cuando las células presentan
crecimiento activo por la progresion a la fase post exponencial. Debido a su excepcional
actividad superficial es considerado uno de los mas efectivos surfactantes lipopéptidicos,
incluso al ser comparado con otros biosurfactantes como iturina, liquenisina o fengicina, o
con surfactantes sintéticos como el dodecil sulfato de sodio (SDS) o el bromuro de trimetil
amonio (BTA), a causa de que reduce tanto la tension superficial del agua, a 20 °C a 27
din/cm, como la tension interfacial de otros sistemas como el de agua/hexadecano de 43 a
1 din/cm. En cuanto a su actividad biolégica, tiene actividad sobre la membrana celular
mediante diferentes mecanismos segun la concentracion en que se encuentren pudiendo
hacer una solubilizacién por perturbacién heterogénea o formando poros en la membrana
celular mediante interaccion electrostatica con los fosfolipidos y esteroles de membrana o
como parte del movimiento flip-flop con estos, ademas presenta antifingica, antibacterial,
antiviral, antitumoral y anti VIH, inhibe la formacion de fibrina, presenta valores de
concentracion micelar critica (CMC) de 25-220 mg/L (dependiendo de la concentracion y
temperatura en la que se encuentren) e inhibe la formacion de biofilms de otras bacterias.
Ademas de que mantiene un efecto inhibitorio contra patbgenos como Listeria
monocytogenes a temperaturas extremas en tratamientos de 10 min en ebullicion y
autoclaveado a 121 ° C por 15 min sin que el surfactante se vea afectado (Cavalcante et al.
2007, Ghribi y Ellouze-Chaabouni 2011, Gong et al. 2009, Kragh-Hansen et al. 1998,
Mutaz et al. 2007, Ostroumova et al. 2010, Sabaté y Audisio 2013, Sen y Swaminathan
2005).

Tiene en su estructura un péptido ciclico de 7 aminoacidos (Acido glutamico,
Leucina, D- Leucina, Valina, Acido aspartico, D-Leucina y Leucina) ligados en la parte B-
hidroxi a un &cido graso que tiene una cadena variable de 13 a 15 atomos de carbono
(Figura 6), que por lo general es un 3 hidroxi-13-metil-tetradecanoico (Cavalcante et al.
2007).
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Figura 6. Estructura de la principal isoforma de la surfactina (Mejia 2008).

Dependiendo del tipo de cepa, de sus condiciones nutricionales y ambientales, es
posible encontrar diferentes compuestos homologos e isomeros de la surfactina (Tabla 4 y
Figura 7). Estos presentan diferentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas debido a las
variaciones existentes en el tamarfio de la cadena, los aminoacidos que componen su anillo,
la conexion de sus sustitutos grasos, la secuencia de los péptidos, la naturaleza de la parte
lipidica, las distribuciones polar/apolar de los aminoacidos y a la accesibilidad de sus

cationes y grupos carboxilicos (Cavalcante et al. 2007).

o
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Figura 7. Estructura de surfactina A, B, C y D de Bacillus subtilis (Dae et al. 2006)

Varios experimentos han demostrado que la surfactina es estable cuando es
sometida a diversas condiciones; por ejemplo, la producida por la cepa Bacillus subtilis C9,

mostré una amplia perdurabilidad de sus propiedades emulsionantes a diferentes intervalos
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de temperatura de 20 a 100 °C durante 1 h, pH de 5.0 a 9.5 y concentraciones de sal de 1
mM de NaCl y 10 mM de CaClz. También al hacer un comparativo de surfactinas de cepas
diferentes con distintos pH (1-6), enzimas proteoliticas (bromelina, ficina, papaina y
tripsina), temperaturas y tiempos (100 °C por 2 h, 121 °C por 0.5 h, 135°C por 1 h) y
concentracion salina de 15% NaCl se observé que aun mantenian estas propiedades en

aceites vegetales e hidrocarburos (Cavalcante et al. 2007, Moran et al. 2002).

En otro experimento al colocar surfactina en una solucion acida de pH 2 con HCI
concentrado, se observd una variacion de la tension superficial a 62 din/cm que luego
regresd a 27 din/cm en un pH neutro, con lo que se demostré que las propiedades
tensoactivas de la surfactina dependen del pH al que se encuentren. Con lo que se puede
concluir que a condiciones extremas de pH la surfactina sigue manteniendo su estructura,

lo cual le confiriere una ventaja muy importante a nivel industrial (Cavalcante et al. 2007).

Il. 2. 2. 1. Propiedades funcionales y toxicoldgicas de la surfactina

Aungue el modo de accion de la surfactina no se ha aclarado en detalle, se presume
gue es debido a las fuertes interacciones de esta con los fosfolipidos de la membrana
celular, causando una alteracion en la bicapa y por lo tanto un cambio en su integridad

celular (Cavalcante et al. 2007).

Estudios sobre los mecanismos moleculares de permeabilizaciéon de la membrana,
a través de la incorporacion de la surfactina, demostraron que la pérdida del contenido
vesicular a través de la desestabilizacion lipidica da lugar a la formacion de poros
intramembranales y sistemas tubulares en los lipidos de membrana, lo que explica las
diversas propiedades que tiene contra células bacterianas y animales (Cavalcante et al.
2007).

Para comprobar la actividad antitumoral, antiproliferativa, citostatica y citotdxica se
usaron diferentes lineas celulares cancerigenas y se encontré que surfactina actia en el
interior de la célula causando una ruptura en la membrana plasmatica. En cuanto a la
actividad antiviral, se demostré que inactiva eficazmente el virus del herpes, retrovirus y
otros virus de ARN y ADN comprimidos por la interaccion fisico-quimica del biosurfactante

con la membrana viral lipidica, con lo cual, surfactina puede ayudar a aumentar la seguridad
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de productos biotecnoldgicos y farmacéuticos, tales como los derivados de sangre y los
obtenidos de cultivos de celulares, que corren el riesgo de transmitir enfermedades como
el virus de la hepatitis B, el VIH o herpes simplex (Cavalcante et al. 2007).

ll. 2. 2. 2. Control genético en la sintesis de surfactina

Para la sintesis de surfactina se ven involucrados diferentes genes que son activados
en presencia del quorum sensing, el cual es una respuesta a la densidad celular mediante
la deteccion y secrecion de moléculas de sefializacion con el propésito de cooperar con la

poblacién bacteriana y asi poder explotar el medio ambiente circundante (Rojas 2011).

En el caso de Bacillus subtilis, esto ocurre por medio de dos péptido sefiales
extracelulares ComX y CSF (factor estimulante de la competencia por sus siglas en inglés),
qgue regulan la actividad del factor ComA (Figura 8). ComX es secretada en el medio e
interactta en la membrana celular con un sistema de transduccién de sefial activando a la
proteina de sensor de membrana histidina quinasa ComP, que luego dona un fosfato a
ComA provocando que se enlace al promotor de srfA inicie la transcripcion (Bassler 1999,
Desaiy Banat 1997, Lazazzera 2000, Sullivan 1998).

Cuando el CSF alcanza concentraciones criticas se transporta dentro de la célula a
través de una permeasa oligopeptidica (spoOK) e interactiia con dos diferentes receptores
intracelulares para modular la actividad de ComA. A densidades celulares bajas, el CSF
estimula la expresion de srfA controlando el nivel de fosforilacién de ComA, probablemente
por inhibicion de su actividad con una fosfatasa codificada por RapC, mientras que a
densidades celulares altas, CSF inhibe la expresion de la srfA y estimula la esporulacién
por un mecanismo Rap-C independiente (Bassler 1999, Desai y Banat 1997, Lazazzera
2000, Sullivan 1998).
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Figura 8. Activacion de los genes en la produccién de surfactina (Mejia 2008).

También para la produccion de surfactina es necesario que se active al operén SrfA
gue codifica para cuatro marcos de lectura abiertos (ORF’s por sus siglas en inglés), los
cuales son srfAA que contiene los dominios de activacién para adicionar al 4cido glutamico,
leucina y D- leucina; srfAB que contiene los dominios para valina, asparagina, y D-leucina;
srfAC que adiciona a leucina y codifica la tioesterasa | (TE-1); y srfAD que no es requerido
para la produccion del biosurfactante pero que tiene una secuencia homologa con un motivo
tioesterasa tipo Il (TE-II) (Figura 9) (Sullivan 1998).

Operon

ORFs
Modulo

Dominio
A.a.

Figura 9. Organizacion general de los NRPS. Mecanismo de la produccion de surfactina.
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Estos marcos de lectura son parte del sistema péptido sintetasa no ribosomal (NRPS
por sus siglas en inglés), el cual es un mecanismo de tiotemplado multimodular con el que
se reconocen, activan, modifican y ligan a los aminoacidos necesarios para la produccion
de surfactina (Figura 9). A su vez estos mddulos se componen de los dominios C
(condensacién), A (adenilacion), T (tiolacion), E (epimerizacién) y TE (tioesterizacion) que
sirven como bloques de construccion para el lipopéptido final (Ramkrishna 2010,

Roongsawang et al. 2010).

El dominio A (Figura 10) se encarga de reconocer y activar a los diversos
aminoacidos que participaran en la sintesis de surfactina, mediante el uso de ATP
realizando una transformacion a un amino-acil-adenilato. Este aminoacido activo se une
covalentemente a una péptido sintetasa a través de un enlace tioéster al dominio T que
formara un enlace amida catalizado por el dominio C. También, si el aminoéacido lo requiere,

es utilizado el dominio E que transforma L- aminoacidos a D- aminoacidos (Farnet et al.
2003).

Figura 10. Disefio modular del sistema NRPS. Vista esquematica del sistema de la sintesis de surfactina que
comprende las tres subunidades srfAA, srfAB, srfAC y sfrD que codifica para la Tioesterasa lll. Se indican los
modulos I-VIl de las subunidades srf. Cada médulo consiste en los dominios de C (Condensacién), A
(Adenilacién), T (Tiolacion), E (Epimerizacion) y TE (Tioesterizacion). Solo los moédulos 11l 'y VI contienen el
dominio E (Epimerizacion). EI médulo VII contiene el dominio de terminal de Tioesterasa Tipo | (TEI) que
termina el lipopéptido final. Se muestra como ocurre el crecimiento del lipopéptido surfactina mediante los
modulos individuales. La enzima Tioesterasa Tipo Il (TEIl) regenera los dominios T misacelitados
(Ramkrishna 2010).
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Todos los intermediarios del crecimiento del péptido son covalentemente unidos a
los NRPS mediante translocaciones en una serie de alargamientos con enzimas acil-S.
Para realizar la terminacion de la cadena, el dominio TE cataliza la ruptura del enlace de la

enzima acil-S (Farnet et al. 2003).

Para la formacién del 4cido graso que sera parte del lipopéptido, es necesario que
una Coenzima A (CoA), proveniente de un grupo metabdlico primario, se una a los
precursores del acil-graso para ser atacada por un complejo enzimatico formado de

oxidoreductasas, epoxidasas, desaturasas, entre otras (Figura 11).

hictabolismo primario de precursores de dcidas grasos
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AMFE  + PP, [+ CoA-SH)
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VN

Acido grazo activado
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Figura 11. Mecanismo de activacién de un &cido graso (Mejia 2008).

El intermediario acil-graso-CoA es reconocido por una enzima adenilante afin para
transferirse al brazo prostético fosfopanteteinil del holo-ACP libre, liberando CoA-SH y
utilizando ATP en el proceso. Una vez que el grupo acil-graso esta unido al holo-ACP libre,

el dominio C de srfAA lleva a cabo una reaccion en la que le grupo carbonilo del acil-graso
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activado se condensa con el grupo amigo del sustrato del aminoacido que habia sido
previamente activado y unido al primer médulo del NRPS. Por lo tanto, el inicio de la cadena
peptidica y la N-acilacion estan estrechamente acoplados. Posteriormente los pasos de
alargamiento y terminacion del péptido pueden proceder como son los médulos NRPS
tipicos (Figura 12) (Farnet et al. 2003, Mejia 2008).

MMddulo 1 MMédulo 2

Acido H;M
praso
activado

MMédulo 1 Mddulo 2

Elongacitn de la
- cadena de péptido ¥

terminacion

Lipopéptido maduro products natural |

Figura 12. Integracién de la cadena de acido graso al sistema NRPS (Mejia 2008).

[l1. 2. 2. 3. Produccion de surfactina a nivel industrial

Desde que se encontr6 surfactina en 1968 por Arima et al. con rendimientos de 50-
100 mg/L en 24 horas de cultivo, se han buscado diferentes estrategias para aumentar la
produccion de este biosurfactante, las cuales van desde usar cepas mejoradas, optimizar
medios de cultivo, disefio de bioreactores e incluso el empleo de residuos agroindustriales
para reducir los costos de fermentacién (Shaligram y Singhal 2010). Entre algunos de estos

trabajos podemos mencionar a los de Cooper et al. (1981) donde se usé un medio con
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sales minerales y se obtuvo una produccion de 780 mg/L de surfactina. Swaminahathan
optimizo un medio de fermentacion y logré 760 mg/L. Wei and Chu mediante un medio
enriquecido con sales organicas acompafiado de un control de pH alcanzaron un
rendimiento de 3500 mg/L. Yeh et al. (2005) lograron una produccion de 3600 mg/L
mediante la adicion sélidos. Coutte et al. (2010) con un reactor sin produccién de espuma
y una membrana de fibra hueca como contactor de aire comprimido obtuvo rendimientos
de surfactina por glucosa consumida (Ysurfactina/glucosa) de 13.3, 12.8, 12,1 y 11.7 (mg/g)
(2013)

utilizaron a B. subtilis LAMIOO5 con un medio suplementado con jugo de manzana y

mediante el uso de tres configuraciones diferentes. Freitas de Oliveira et al.

obtuvieron una concentracion maxima de 319.3 mg/L de surfactina y tensiones superficiales
de 53-54 din/cm a 29-30 din/cm. Una de las investigaciones mas prometedoras hasta ahora
es la de Gong et al. (2009) donde mediante la cepa mutante B. subtilis E8, un reactor
modificado con recolector de espuma y el medio Landy, usado en este trabajo, se pudo
obtener un rendimiento de 10.26 g/L de surfactina siendo uno de los mas prometedores

rendimiento hasta ahora al compararse con otros, como puede observarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Produccién industrial de surfactina por Bacillus subtilis.

MODIFIIBC.ZQS&:\IIBSOB RE PRO[()gU/I(_Z)CION REEERENCIA
BS5 1.12 Adbel-Mawgoud et al. 2008
LB5a 24 Calvante Barros et al. 2008
ES8 10.26 Gong et al. 2009
LAMIO08 0.0035 Ponte Rocha et al. 2009
Aislada 25 Amani et al. 2010
ATCC 21332 0.32 Chtioui et al. 2010

168 sobreexpresora srfA

1.47 (g/g) de biomasa

Coutte et al. 2010

Aislada LSFM-05 0.23 De Faria et al. 2011
1012WT sobreexpresora de comXy phrC 0.1402 Jung et al. 2012
TD4 2.65 Saimmai et al. 2012
LAMIOO05 0.3193 Freitas de Oliveira et al. (2013)

Por otro lado, estudios sobre la capacidad de asimilacion de nutrientes de B. subtilis

han arrojado que esta bacteria tiene la capacidad de asimilar diversas fuentes de carbon,
tales como efluentes procesados de papa, aguas residuales de yuca, almidon, aceite de

palma, melaza, glucosa, sacarosa, etc. con los cuales es posible obtener diferentes tipos y
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rendimientos de biosurfactantes. Ademas, Dulmage et al. (1990) reportaron que el balance
entre las fuentes de carbono y nitrégeno es necesario para evitar que los valores de pH del
medio bajen a menos de 5.6, y esto pueda afectar al crecimiento y la cantidad de esporas
de la bacteria, o en otras palabras, que un medio balanceado es posible obtener mejores
rendimientos en el coeficiente de crecimiento en comparacion con uno no balanceado. Otro
trabajo similar realizado por Farrera et al. (1998) mostré que ciertas variaciones en la
relacion de carbono: nitrégeno (C:N) y en la concentraciéon de sélidos totales (CST) afectan
la produccién de esporas y de proteina Cry en Bacillus thuringiensis var kurstaki HD-73
(ATTC 35866). Mejia (2008) también realiz6 estudios sobre el efecto de la relacion C:N y la
concentracion de oxigeno disuelto sobre la produccién de biosurfactantes en cultivos en
matraz y a nivel fermentador encontrando que el medio KSAH a C:N de 8 y 11.6 producia
una mejor actividad superficial debida a la sintesis de biosurfactantes. Por lo que el objetivo
de este trabajo es utilizar diferentes estrategias experimentales para aumentar la fase de
crecimiento exponencial mediante la variacion en la relacion de C:N y elaumento en la CST

para asi obtener buenos rendimientos en la produccion de surfactina.
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. JUSTIFICACION

Actualmente se ha incrementado la busqueda de sustancias menos agresivas al
ambiente, como es en el caso de los biosurfactantes. Los cuales tienen la capacidad de
disminuir la tension superficial e interfacial de diferentes sustancias, brindandoles diferentes
propiedades que son muy utilizadas en la industria. Uno de los mejores biosurfactantes
conocidos a nivel mundial es la surfactina, la cual es producida por la bacteria Bacillus
subtilis, y que por sus caracteristicas estructurales puede actuar como antibiético, antiviral,
agente antitumoral, inmunomodulador, inhibir la formacion de coagulos fibrosos, ser
antimicoplasmatico y vehiculo para la administracion de drogas entre muchas otras
aplicaciones. Para aumentar su produccion se han buscado diversas estrategias, una
posible es aumentar la fase exponencial de la bacteria mediante diferentes medios de
cultivo usando relaciones altas de C:N y de concentracion de sélidos totales (CST). Por
este motivo, el objetivo de este trabajo es aplicar variaciones elevadas de C:N y de
concentracion de solidos totales para incrementar la produccion de surfactina y poder asi

disminuir sus costos de produccién industrial.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Extender la fase de crecimiento exponencial de Bacillus subtilis mediante
diferentes estrategias para obtener mejores rendimiento de surfactina en

cultivos por lote.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el crecimiento de B. subtilis y produccién de surfactina en cultivos por
lote a diferentes relaciones C:N.
e Evaluar el efecto de la concentracion de sélidos totales en el medio con mayor

rendimiento de surfactina en cultivos en lote a nivel reactor.
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V. MATERIALES Y METODOS

V. 1. MICROORGANISMOS

Se utilizaron diferentes cepas de Bacillus subtilis. Dos fueron provenientes del
CINVESTAYV (CDBB39 y CDBB555), una de origen industrial (AQ), otra del cepario de CIBA
(161212) y dos aisladas de muestras de suelo contaminado con hidrocarburos (TA 'y TB)
(Tabla 5).

Tabla 5. Cepas utilizadas de Bacillus subtilis

CEPA ORIGEN
CDBB39 CINVESTAV
CDBB555 CINVESTAV

AQ INDUSTRIAL

161212 CIBA

TA AISLADO DE SUELO
B AISLADO DE SUELO

Las cepas se sembraron en placas de agar nutritivo a pH 7.2 por 30 £ 1 °C durante
24 h. Se realizaron pruebas de caracterizacion: morfologia colonial, tincion Gram, formacién
de esporas, catalasa, xilosa, citrato, movilidad, lecitinasa y hemdlisis en placas de agar
sangre carnero (Asesores Especializados en Laboratorio del Estado de Puebla) y fueron
verificadas, por la misma empresa, con las cepas S. pneumoniae ATCC 49619, S. aureus

ATCC 25923y E. coli ATCC 25922 para comprobar la hemalisis a, B y y respectivamente.

Las cepas se resembraron en Caldo Nutritivo (BD Bioxon) a 30 £1 °C por 24 h a 200
rom a valores de pH de 6.86 y 7.2. La conservacion se realizé mediante la suspension de
cultivos en fase exponencial en agua estéril a la que luego se le tom6 10 pL para colocarla
en discos de papel filtro Whatman No. 1 estériles que se secaron y mantuvieron en

refrigeracion a 4 + 2 °C.

V. 1. 1. INOCULO
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Se prepararon los indculos con Caldo Nutritivo en matraces de 1 L con volumen de

200 mL a pH 7.2. Se les adiciono un disco con esporas de la cepa usada para luego

incubarlos a 30 £ 2 °C y 200 rpm de agitaciéon por 11 h. Se comprobd el crecimiento

exponencial mediante el conteo en la cAmara de Neubauer y se ajustaron los datos del

crecimiento al modelo exponencial.

V. 2. MEDIOS DE CULTIVO

En este estudio se usaron los medios de cultivo KSAH del estudio de Mejia (2008) a
relacion C:N 11.6 y CST de 78.65 (Tabla 6), y medio Landy descrito por Gong en 2009
(Tabla 7). Los medios se ajustaron para tener una relacion de C:N de 11, 15y 20, y CST

de 100, 50 y 33.3 % (9 tratamientos por cada medio, para posterior seleccion).

Tabla 6. Medio KSAH

Tabla 7. Medio Landy

Componentes Concentracion (g/L) Componentes Concentracién (g/L)
Glucosa 40 Almidén soluble 80
NH4HCO3 13.5 NaNO; 15
K2HPO4 10.5 Mg SOs. 7H20 1.025
NaH.P0O4.H,O 1.75 KCI 0.5
MgS0O,.7H>0 0.5 KH.PO4 1
MnS0O4.H.O 0.0378 FeS04.7H,O 0.15
FeS04.7H.0 0.00135 MnS0,.H.0 0.00692
CuSO4 0.00479 Extracto de levadura 1
ZnS04-7H,0 0.0058 CuSO4-5H20 0.16
CoCl,. 6H,0 0.0117 RN
E.chzztsrse
Harina de soya 12
CST=78.65
C:N=11.6
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Los medios en matraz fueron de 200 mL en matraces de 1 L, incubados a pH de 7.2,
temperatura de 30 °C y 200 rpm de agitacion (Vortex-Genie 2 Modelo No. G650). Fueron
inoculados con un 5 % del volumen total del medio con el inéculo previamente hecho. Se
realizaron las pruebas de hemodlisis, actividad antimicrobiana, prueba de emulsion Ezas,
colapso por gota y tension superficial por capilaridad para comparar los resultados de las

diferentes cinéticas y seleccionar los mejores medios para emplearse en fermentador.

V. 3. FERMENTACIONES

Los medios seleccionados para fermentador se prepararon en un biorreactor de 7 L
con un volumen de 4 L de medio, un control de pH a 7.2, temperatura de 30 °C, aireacion
de 1 vvm, agitacion de 600 rpm e inoculados con un 5% del volumen total del medio con el
indculo previamente realizado. A estos medios se les evalud la actividad superficial por
colapso por gota, la tensién superficial por capilaridad y tensiometro de DuNouy y HPLC.

Todos los medios se esterilizaron durante 20 min a 121 ° C.

V. 4. METODOS ANALITICOS

V. 4. 1. Conteo celular

Las cuentas celulares se realizaron microscopicamente mediante la camara de
Neubauer con muestras de diferentes tiempos realizando diluciones. Posteriormente se
usaron alicuotas de 10 pL de para agregarlas en la cAmara y observar al microscopio a 40X
el cambio en el comportamiento de la bacteria. El nimero total de células fue estimado por

duplicado mediante la formula:

Células

—— = (Numero de células)X(10*)X(Factor de dilucién de la muestra)

V. 4. 2. Velocidad especifica de crecimiento (M)
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Después de realizar el conteo celular, se realizaron graficas de los diferentes medios

en funcion del tiempo y con un ajuste de un modelo exponencial con la siguiente ecuacion:
— t
X = X, et

Donde:
u = velocidad especifica de crecimiento, y es constante
X = concentracion de células en un tiempo t
Xo = concentracion de células en un tiempo inicial to

t =tiempo

V. 4. 3. Prueba de actividad biolégica y surfactante

Para las pruebas de actividad bioldgica se tomaron muestras de 2 mL en el caso de
matraces y 25 mL para fermentador que luego se centrifugaron a 10,000 rpm, durante 10
min a 4° C. Se tomaron alicuotas del sobrenadante para las pruebas de actividad

antimicrobiana, actividad hemolitica, actividad superficial y tension superficial.

Para las pruebas de actividad antimicrobiana se usaron 10 pL de sobrenadante que
se colocaron en discos de papel filtro estéril para después ser distribuidas sobre placas de
agar nutritivo previamente inoculadas con Saccharomyces cerevisiae y Pythium sp.; y sobre
placas de agar papa dextrosa a pH de 5.5 inoculadas con Fusarium sp. Una vez realizado
se incubaron las placas de agar papa dextrosa a 25 £ 2 °C durante 72 h y las placas de
agar nutritivo a 37 + 1 °C durante 24 h buscando halos de inhibicion para medirles su

diametro.
Para la evaluacion de hemdlisis, se tomaron 10 uL del sobrenadante que se
colocaron en placas con agar sangre carnero mediante perforacion del medio con punta

estéril. Se consideraron como negativas las muestras que presentaban Y hemolisis y como

positivas las a 0 3. Todas estas placas se incubaron durante 48 ha 30 ° C.

V. 4. 4. Actividad superficial (Colapso por gota)
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La actividad superficial se determino por el método de colapso de gota reportado por
Jain et al. (1991). Se usaron 10 uL de sobrenadante libre de células (10,000 rpm, 4 °C, 20
min) que se colocaron sobre una placa con circulos de 40 mm de diametro los cuales
estaban cubiertos previamente con 10 uL aceite, para luego ser observados por 60
segundos y apreciar el tamafio de la gota de sobrenadante. Estos resultados ser
compararon con el esquema de la Figura 13. Como control negativo se us6 agua destilada

y como control positivo una solucién de lauril sulfato de sodio al 5%.

10 uL de aceite
10 uL de muestra

©OO00000

Escala | 0 1 2 3 4 5 6 7 8

60 60 60 60 60 45-55 | 20-44 5-19 0-5
seg seg seg | seg seg seg | seg seg | seg

Tiempo

Figura 13. Asignacion arbitraria de actividad superficial ajustando valores por tiempos de colapso en
segundos.

V. 4. 5. Tension superficial

Para determinar la tension superficial por el método de capilaridad se utilizan las
férmulas de la Figura 14, las cuales difieren en el angulo de contacto existente entre el
liquido y la pared del capilar debido a la relacién que existe entre las fuerzas de cohesién y
de adherencia. En el caso de la interaccion entre agua y vidrio este angulo de contacto se

considera cero, por lo que la formula usada para calcular la tension fue la nimero dos.
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(1) o={h.g.r.p}/2cos8

(2) o=(h.grp)/2

o-es la tensién superficial {dyn/cm)

h-altura de la columna dentro del capilar (cm)
g- gravedad (m/s?)

r- radio del capilar {cm)

p- densidad del liquido {Kg/cm?3)

8- el angulo que forma el menisco

Figura 14. Técnica de capilaridad para calcular la tension superficial (Tipler 1995).

Para la medicién con el tensiémetro de DuNouy, se utilizaron 5 mL del sobrenadante
libre de células de los medio del fermentador a los que luego se les introdujo el anillo de
DuNouy. Se tomaron las lecturas de la resistencia ejercida por los medios al ir retirando el

anillo. El tensiometro utilizado fue de precision (CSC scientific).

V. 4. 6. Determinacion del indice de emulsificaciéon (E 24)

Para evaluar esta caracteristica se utilizd una relacion 1:1 de aceite de soya con el
sobrenadante de las muestras libres de células. Esta mezcla se agité durante 2 min en
vortex (Vortex-Gene 2 Modelo No. G560) para luego dejarla reposar durante 24 h en un
lugar sin perturbaciones. Pasado este tiempo se mide la altura de la emulsion estable

mediante la expresion (Ramkrishna 2010).

i dice E.. — Altura de la capa de emulsién ¥ 100
HEIEE B2e = Altura total de la columna del liquido

V. 4. 7. Extraccion y determinacion de surfactina por HPLC

Para la preparacion de las muestras para HPLC se les ajusté a los sobrenadantes el

pH a 2 con HCI 3N, se mantuvieron durante 12 h a 4 ° C. Pasado este tiempo se volvio a
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centrifugaron a 9,000 rpm, 4 ° C durante 30 min, pero conservando la pastilla, la cual se
resuspendié en metanol (1:50 con respecto al volumen original de la muestra). Se trasladé
a tubos y reposo 4 h. Después se centrifugd a 11000 rpm durante 15 min, el sobrenadante
se transfirié a otro tubo y se conservo en refrigeracion, el pellet se resuspendié en el mismo
volumen de metanol y se repitié el proceso, las muestras se conservaron en congelaciéon

hasta su analisis (Soriano 2013).

Los lipopéptidos extraidos se analizaron por HPLC, con el método de Effendy et al.
(2015), [columna Chromolith RP-18 (100 X 4.6 mm, 5 um) de alto rendimiento] operada y
mantenida a 25 ° C. La mezcla de fase movil fue una solucion con ACN y 3.8 mM de TFA
en relacion 80:20 (modo isocrético, flujo de 2.2 mL/min). El volumen de inyeccion fue de 30

ML y fue determinado a través de un detector VWD a 205 nm.

V. 4. 8. Analisis estadistico

Se utilizo el software SAS 9.4 para realizar el analisis de varianza (Anova) en un
disefio completamente al azar, para después hacer la comparacién de medias de Tukey

con un indice de confianza de 95 %.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI. 1 PRUEBAS PRELIMINARES DE LA CAPACIDAD DE PRODUCCION
DE SURFACTINA

Para el inicio de este trabajo se contaba en la coleccion del grupo con distintas
especies del género Bacillus, tales como Bacillus subtilis CDBB-B39, Bacillus subtilis
CDBB-555, B. amyloliquefaciens, B. thuringiensis var. kurstaki HD37, B. thuringiensis var.
kurstaki HD1 y B. licheniformis. Estas cepas fueron tomadas como referencia para
comparar mediante morfologia colonial (Figura 15) y tincion de Gram (Figura 16) a las cepas
aisladas de suelos contaminados con hidrocarburos y a la cepa aislada del producto
industrial la cual es utilizada para el control biolégico de hongos fitopatdgenos. Se
seleccionaron las mas similares a B. subtilis denomindndolas como TA, TB y 161212 para

las muestras de suelo y AQ para la cepa industrial.

B. thuringiensis KB 557 B. thuringiensis KB 558 B. licheniformis

Figura 15. Diferentes morfologias coloniales de cepas del género Bacillus sp.

e
B.subtilis B39

Sl

B. thuringiensis KB 557  B. thuringiensis KB 558

Figura 16. Muestras de tincién de Gram y examen en fresco de las diferentes especies de Bacillus.
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Los resultados de las pruebas de caracterizacion se observan en la Tabla 8. En el
caso de la prueba de hemodlisis 3 cepas dieron positivas, CDBB39, CDBB555 y TA debido
a que produjeron una zona hemolitica clara a su alrededor por el rompimiento de la
membrana de los hematies del medio, lo cual puede atribuirse a la produccion de
biosurfactantes por parte de estas bacterias como lo mencionaron Ghribi et al. (2012) en
sus trabajos donde sugieren que esta hemdlisis es provocada por la interaccion
electrostatica entre la parte hidrofilica (cationica) del biosurfactante y la carga negativa de
la membrana del hematie, encontrando que la capacidad de produccién de biosurfactantes

esta asociada con la actividad hemolitica.

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion de las cepas cultivadas en Caldo Nutritivo
a pH 6.86.

CDBB39 CDBBS555 | 161212 TA TB AQ B. subtilis
Tincion Gram BGP BGP BGP BGP BGP BGP BGP
Formacion de esporas + + + + + + +
Catalasa + + + + + + +
Xilosa + + = + - + +
Lecitinasa - - + - + - -
Citrato %+ 2 - 1+ - + e
Movilidad + + + + - + +
Hemolisis 4+ + - + - - +
(BGP) Bacilos Gram positivos; (+) Positivo a la prueba; (-) Negativo a la prueba. La
caracterizacion de Bacillus subtilis fue tomada del Manual Bergey’s

De las cepas restantes la 161212 y TB también dieron negativo para las pruebas de
xilosa y citrato, y positivo para lecitinasa por lo que segun la caracterizacion del Manual
Bergey’s estas no correspondian a Bacillus subtilis, asi que a pesar de tener una morfologia
colonial parecida se decidio prescindir de ellas. Las demas CDBB39, CDBB555, TAy AQ
fueron identificadas como Bacillus subtilis, y se utilizaron en la siguiente etapa del trabajo.
Se les inoculdé en Caldo Nutritivo a pH 6.86, con temperatura de 30 °C a 200 rpm durante
24 h con el fin de reactivarlos y poder realizar una nueva prueba de hemolisis (Figura 17).
En esta prueba nuevamente la cepa AQ dio negativo a hemodlisis, pero debido a que al
comparar su morfologia colonial con el de la coleccién del grupo, esta presentdé mayor

similitud por lo que nuevamente se le consideré para las cinéticas de germinacion.
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CDBB39

CDBB555

Figura 17. Presencia de hemdlisis en las cepas CDBB39, CDBB555, TA y AQ sembradas en Caldo Nutritivo
a pH de 6.86.

Las cinéticas de germinacion se realizaron para establecer los tiempos de
propagacion y comportamientos a nivel matraz para las pruebas posteriores. Estas fueron
en Caldo Nutritivo a 30 °C, 200 rpm y ahora a un pH 7.2 (Figura 18). La cepa TA obtuvo un
maximo de 1.32E+08 células/mL y 13 h de inicio de fase exponencial, CDBB39 3.87E+08
células/mL y 7 h de inicio de fase, la cepa CDBB555 inicio su crecimiento exponencial a las
14 h y obtuvo cuentas celulares de 3.41E+07 células/mL y mientras que la cepa AQ, que
mostré un mejor comportamiento en cuanto a su curva de crecimiento, inicio su fase
exponencial a las 10 h y alcanzo un crecimiento significativo de 1.83E+08 células/mL a las
18 h. Estas diferencias entre el inicio de la fase exponencial y la cantidad de células son
debidas a la carga genética propia de cada microorganismo que también esta implicada en
la produccién de biosurfactantes, como lo menciona Ramkrishna (2010), pues dos
microorganismos del mismo género y especie pero provenientes de dos diferentes habitats
pueden producir diferentes isoformas de biosurfactantes para sustentar su crecimiento en
un medio ambiente particular. Un grupo de biosurfactantes podria tener una ventaja en un

especifico nicho ecoldgico, mientras que otro grupo podria no ser apropiado para este.
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Figura 18. Cinética de germinacion de las diferentes cepas de Bacillus subtilis AQ, CDBB555, TA y
CDBB39.

Se realiz6 el monitoreo de los medios y se evaluaron los parametros de actividad
superficial, por la prueba de colapso por gota y hemdlisis. La prueba de colapso por gota,
descrita previamente, consiste en la desestabilizaciéon de la superficie hidrofobica de un
liquido a causa de la interaccion con biosurfactantes, es decir si el sobrenadante no
contiene biosurfactantes al interaccionar con la capa de aceite de la placa provocara que
las moléculas polares del sobrenadante se repelan a la superficie hidréfoba de la capa de
aceite y la gota de sobrenadante se mantenga estable (Figura 19 a), pero si contiene
biosurfactantes las gotas se extienden o incluso colapsan por la disminucion de la tension

superficial y la formacion de micelas (Figura 19 c) (Ramkrishna 2010).

Figura 19. Prueba de colapso de gota. a) Control negativo con agua, b) Resultado positivo en una escala
de 2 con la cepa AQ obtenida de un cultivo en Caldo Nutritivo a pH de 7.2, ¢) Control positivo con de lauril
sulfato de sodio al 5%, se observa como la gota cubre todo el circulo.

En los medios Unicamente se observé presencia de tension superficial a las 18 h de

incubacion por parte de la cepa AQ (Tabla 9) con un resultado de dos. Por otro lado la
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cinética de la Figura 16, muestra que la cepa AQ inicia su fase exponencial a partir de las

10 h de incubacion, donde da inicio a la producciéon de surfactina. Esta falta de tensién

superficial puede deberse a que el Caldo Nutritivo no tiene una fuente de carbono que le

ayude a las bacterias a producir biosurfactantes. Los trabajos de Batista et al.

(2005)

apoyan este argumento, ya que en medios con diferentes fuentes de carbono observaron

que habia un mejor crecimiento y produccion de biosurfactantes en los enriquecidos con

glucosa, y solo crecimiento sin produccién de biosurfactantes en los que contenian fructosa.

Por lo que una fuente adecuada de carbono es muy importante para que exista una

produccién de biosurfactantes y por lo tanto un cambio en la tensién superficial.

Tabla 9. Resultados de la cinética de germinacion de las cepas de B. subtilis CDBB39,
CDBB555, TA y AQ en Caldo Nutritivo a pH de 7.2.
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(+) Positivo a la prueba, (-) Negativo a la prueba
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En cuanto a la hemolisis, en esta prueba solo las cepas TA y AQ fueron positivas
(Tabla 9 y Figura 20). La razon fue por el cambio de pH en este medio, pues mientras en la
primera prueba se manejo un pH de 6.86, en esta Ultima fue de 7.2. Batista et al. (2005)
menciona que los factores nutricionales y de crecimiento (pH, temperatura, limitacion de
nutrientes y elementos traza) afectan la produccion de biosurfactantes por lo que esto

puede ser la explicacién del porqué de este comportamiento.

Por lo que al realizar un cotejo de los resultados se determiné que la cepa AQ era la
mas adecuada para continuar con los experimentos ya que fue positiva a la presencia de
hemolisis a pH de 7.2, tuvo presencia de actividad superficial a diferencia de las demas

cepas y un mejor comportamiento en la curva de crecimiento.

a)

Figura 20. Evaluacién de hemdlisis en agar sangre carnero de las diferentes cepas bacterianas evaluadas
cada hora provenientes de la cinética de matraz en Caldo Nutritivo. a) AQ, b) CDBB 555, ¢c) CDBB39 y d) TA
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VI. 2. Cinética de crecimiento de Bacillus subtilis AQ

Para realizar esta etapa del trabajo se us6 el medio KSAH con una glucosa inicial de
40 g/L, basandose en los estudios de Ghribiy Ellouze-Chaabouni (2011), donde observaron
un incremento lineal en la produccion de biosurfactantes llegando hasta 720 mg/L, siendo
este el mejor rendimiento en comparacion a los demas concentraciones de glucosa y
fuentes de carbono usadas. Se sustituyé en este medio la harina de soya por peptona de
soya debido a la gran cantidad de espuma que esta genera a nivel fermentador, lo cual
aunado con la produccion de biosurfactantes de Bacillus subtilis provoco problemas en el
control del medio. Tanto al medio KSAH con C:N de 11.6, como a el medio Landy con C:N
de 8 se les tomaron muestras cada hora para realizar las pruebas de actividad superficial,

produccion de biosurfactantes, velocidad de crecimiento y actividad biolégica.

Usando la cepa AQ se realizaron las cinéticas de crecimiento en los medios KSAH,
Landy y Caldo Nutritivo a pH de 7.2 y con un preinoculo a partir de un cultivo en Caldo
Nutritivo durante 12 h a pH 7.2, 140 rpm y 30° C. Los resultados de la cinética (Figura 21)
mostraron que el medio KSAH tiene una fase de crecimiento exponencial que dura 4 h'y
crecimiento maximo de 3.34E+08 células/mL, el Caldo Nutritivo obtuvo 4.27E+08
células/mL a las 8 h de inoculacién, mientras que en Landy se inicié su fase exponencial a
partir de las 3 h llegando a un crecimiento maximo de 7.29E+07 células/mL, obteniendo el

menor crecimiento de los tres medios que puede ser debido a la falta de oxigeno disuelto

en el medio.
Cinética de crecimiento
5.0E+08
3.8E+08 1 < Caldo nutritivo
< KSAH
Landy
)
£ 2.5E+08 1
8 |
2 |
3 1.3E408 | >
0.0E+00 ¥ &
-1.3E+08
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (h)

Figura 21. Cinética de crecimiento Bacillus subtilis AQ en Caldo Nutritivo, Landy y KSAH.

52



La evaluacion de la actividad hemolitica se realizé con las muestras tomadas cada
hora de los medios KSAH, Landy y Caldo Nutritivo. Se colocaron alicuotas de 10 uL de
sobrenadante sobre placas de agar sangre carnero y se dejo incubar durante 48 h. En esta
prueba se encontré que la bacteria de Bacillus subtilis AQ fue positiva después de las 48 h
de incubacion, siendo el medio KSAH el de mejores resultados (Figura 22 c y d), lo que
podria indicar que en este medio existe una mayor produccién de biosurfactantes y por lo
tanto de surfactina. Para verificarlo se us6 un filtro de 0.22 ym para quitar los rastros
celulares del sobrenadante y luego se inoculo en placas de agar sangre carnero (Figura 22
g). Se utilizé como control positivo el estdndar de surfactina con 98 % de pureza (Figura 22
h).

Figura 22. Evaluacion de hemodlisis en agar sangre carnero de la cepa Bacillus subtilis AQ proveniente de
diferentes medios de crecimiento (Caldo Nutritivo, KSAH y Landy). La evaluacién se hizo cada hora y se observo
a las 24 y 48 h de incubacion. a) Caldo Nutritivo a las 24 h, b) Caldo Nutritivo a las 48 h, c) KSAH a las 24 h, d)
KSAH a las 48 h, e) Landy a las 24 h, f) Landy a las 48 h, g) Sobrenadante libre de células de los medios KSAH
(K) y Landy (L) a diferentes horas de toma de muestra, h) Estdndar de surfactina.

Los resultados de esta prueba fueron negativos a las 72 h, lo cual es atribuido a la
cantidad de biosurfactante producido como lo mencionan los estudios realizados por
Ongena y Jacques (2007) sobre vesiculas lipidicas, donde se observd que a bajas
concentraciones de surfactina [Surfactina-lipido relacién molar (Rb) <0.04 en la membrana],
solo se produce una perturbacion limitada en la célula porque la surfactina solo se inserta
en la parte externa de la membrana. A concentraciones intermedias (Rb 0.05-0.1) se
provoca una permeabilizacion transitoria, pero las membranas se recuperan. A relaciones
mas altas (Rb 0.1-0.2) se hace una formacién de poros irreversibles debido a la insercion
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de grupos ricos en surfactina en la membrana. Finalmente cuando alcanzan su CMC, se
produce una disrupcién y solubilizacién completas de la bicapa lipidica con formacion de
micelas mixtas (a Rb 0.22). Curiosamente, si hay presencia de colesterol en la capa de
fosfolipidos se atenua el efecto desestabilizador de las surfactinas, lo que sugiere que la
susceptibilidad de las membranas bioldgicas puede variar de una manera especifica

dependiendo del contenido en esteroles de los organismos diana.

Al mismo tiempo este proceso de desestabilizacion de la bicapa lipidica es facilitado
por la forma tridimensional de la surfactina debido a las cadenas laterales cargadas que
sobresalen en la fase acuosa y restos apolares que alcanzan el nucleo hidrofébico de la
membrana. Lo cual podria explicar por qué las surfactinas muestran actividades
hemoliticas, antivirales, anti-micoplasma y antibacterianas, pero intrigantemente no una
fungotoxicidad marcada. Por lo tanto en vista de lo anterior al no poder observarse la
presencia de hemdlisis hasta concentraciones de biosurfactante o surfactina elevadas y con
altos grados de pureza se decidio que esta prueba no ayudaria a conocer en qué momento

comienza la produccién de biosurfactantes por lo que se decidié prescindir de la prueba.

En cuanto a la evaluacion de la actividad superficial (Figura 23), el medio con
mejores resultados fue Landy con una actividad de 4 y un conteo celular de 7.39E+07
células/mL, lo que coincide con lo reportado por Mejia (2008) y con Maget-Dana et al.
(1992) donde mencionan que a altas actividades superficiales se encuentran cuentas
celulares bajas. Esto es debido a la activacion del sistema quorum sensing de la célula, que
al detectar densidades celulares bajas este activa a los genes involucrados como el ComX,
como lo menciona Rojas en 2011. Para activar este sistema es necesario que las bacterias
detecten a las moléculas circunvecinas y se inicie la sefalizacion celular. Asi dependiendo
de si el medio es sdlido o liquido sera el tiempo en que inicie la produccion de
biosurfactantes, por lo que este mecanismo también explica el por qué en la prueba de

hemodlisis no pudo detectarse el efecto hasta pasadas las 48 h de incubacion (Figura 22).
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Figura 23. Comparativo de las actividades superficiales provocadas por Bacillus subtilis AQ en Caldo
Nutritivo, KSAH y medio.

Las pruebas de inhibicion se hicieron al mismo tiempo que las pruebas anteriores,
utilizando a S. cerevisiae, Phytum sp. y Fusarium sp. En la Figura 24 se observan algunos
ejemplos de los resultados de esta prueba donde se puede observar que si existe inhibicion
por parte del sobrenadante. La primer estrategia de inoculacion consistié en agregar 10 uL
de muestra directamente sobre la placa ya inoculada con los correspondientes hongos,
pero se observé que este modo de inoculacion no era uniforme por lo que fue cambiada.

Figura 24. Pruebas de inhibicién por inoculacién directa contra diferentes microorganismos. a) S. cerevisiae
b) Phytum sp. ¢) Fusarium sp. CN - control negativo. El sobrenadante fue de la cinética de Caldo Nutritivo.
Los resultados de esta estrategia (Figuras 25) mostraron que en Caldo Nutritivo no

se producen biosurfactantes con actividad biolégica ni superficial, a pesar de que a la primer
hora los halos de inhibicién de S. cerevisiae y Phytum sp. fueron significativos, lo cual es
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debido que en el momento de inoculacion el sobrenadante desplazo a los microorganismos
de la placa. A pesar de esto se observé que los mejores rendimientos en S. cerevisiae y
Phytum sp. fueron en el medio KSAH, posiblemente porque en el medio Landy la fuente de
carbono usada es almidon y por lo tanto es mas dificil para las bacterias utilizar este
polisacarido para asimilarlo. Por otro lado, el medio Landy fue el que mostré mejor inhibicion
contra Fusarium sp. coincidiendo con su elevacién en la actividad superficial comprobando

que existe una relacion entre esta y la formacién de biosurfactantes en este medio de

cultivo.
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Figura 25. Inhibicion de las cepas Saccharomyces cerevisiae, Phytum sp. y Fusarium sp. causada por la
cepa Bacillus subtilis AQ provenientes de Caldo Nutritivo, medio KSAH y medio Landy. CN es el control
negativo el cual fue agua destilada estéril.

La segunda estrategia de inoculacion fue mediante el empleo de discos estériles a
los que se les coloco 10 uL de sobrenadante libre de células (Figura 26), pero a pesar de
gue se observaron halos de inhibicion estos no fueron uniformes y solo demostraban la

produccion de biosurfactantes pero no el tipo de biosurfactante ya que Bacillus subtilis
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también produce iturina, fengicina y micosubtilina, por lo que se decidié también prescindir

de esta prueba en este trabajo.
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Figura 26. Prueba de inhibicidn por inoculacién con discos de papel contra S. cerevisiae utilizando el medio
KSAH.
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VI. 3. CINETICAS DE CRECIMIENTO CON DIFERENTES RELACIONES
DE C:N Y CST CON Bacillus subtilis AQ A NIVEL MATRAZ

Una vez observado el comportamiento de los medios KSAH, Landy y Caldo Nutritivo,
se modifico la relacion de C:N a 11, 15 y 20. Por otro lado, debido a que Mejia (2008)
observo en el medio KSAH, que la cantidad de biomasa esta relacionada a una alta CST,
se hicieron variaciones en las relaciones de sélidos totales a nivel matraz de 100% a la
mitad (50%) y a un tercio (33.3%) de CST conservando siempre la relacion de C:N
correspondiente para evaluar su efecto en los dos medios. A continuacion se describen los

experimentos a nivel matraz.

VI. 3.1 CINETICAS CON MEDIO KSAH

VI. 3. 1. 1 MEDIO KSAH CON RELACION C:N 11

Los primeros experimentos se realizaron con el medio KSAH a nivel matraz. En este
medio, cuyas variaciones segun las diferentes CST se muestran en la Tabla 10, se encontr
qgue en KSAH a CST 50% se obtuvieron 7.75E+08 células/mL obteniéndose el mayor
rendimiento en biomasa a C:N 11 (Figura 27), pero en lo correspondiente a actividad
superficial quien mostré6 mejor actividad fue KSAH C:N 11 a CST 100% a las 16 h con un
valor de actividad superficial de 3 y 1.9E+08 células/mL a esta hora (Figura 27 y 28), lo cual
confirma que la produccion de biosurfactantes es inversamente proporcional a la cantidad

de biomasa.

Tabla 10. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio KSAH a C:N 11

Gompanenizs S S S
Glucosa 40 20 13.33
Carbonato de amonio 9 4.5 3
Peptona de soya 6.58 3 1.8
CST de sales 13.29 13.29 13.29
CST Final 68.87 40.79 31.42

58



Cinética de crecimiento
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Figura 27. Cinética de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 11.

Actividad superficial (Colapso por gota)
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Figura 28. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 11 con la técnica de colapso por
gota.

En el transcurso de la cinética en matraz en el medio KSAH con C:N 11, se observé
que a las 8 h comenzé el alargamiento de los bacilos, a las 11 inici6 la produccion de
espuma, coincidiendo con el inicio de la fase exponencial, a las 17 h el tamario de los bacilos
empez6 a decrecer y al final de la cinética algunos bacilos mostraron una apariencia
deforme, mientras que otros tenian un tamafio muy pequefio casi imperceptible, ademas
de que la cantidad de espuma era considerable, y el medio era muy viscoso, lo cual esta

relacionado al comportamiento que tiene la bacteria al producir biosurfactantes.

Para verificar el comportamiento en los medios de cultivo se utilizé la prueba de

tension superficial mediante capilaridad, la cual es el resultado de la elevacién o depresién
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de un liquido en un tubo estrecho causado por la tension superficial de un liquido. Cuando
un interfaz gas-liquido toca una superficie sélida, la interfaz se curva hacia arriba o abajo
provocando la formacion de un menisco segun sea la naturaleza del liquido, y es esta
cualidad de elevacion que ayuda a medir el aumento o decremento de la tension superficial
(Jiménez 2012). En el caso de este medio en particular se observé un decremento en los
tres medios de cultivo (Figura 29) lo cual se relaciona con la produccién de biosurfactantes.
Al comparar estas muestras o tratamientos con los valores del agua como control negativo
(tension superficial 0 0 = 91 din/cm a 25 ° C) y con el estandar de surfactina (o = 34.88
din/cm a 25 ° C) como control positivo se observé que los valores de los tratamientos KSAH
a C:N 11 son cercanos a los de surfactina lo que puede indicar que existe produccion de

surfactina en estas condiciones.
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Figura 29. Tension superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C: N 11 por la técnica de capilaridad.

VI. 3. 1. 2 MEDIO KSAH CON RELACION C:N 15

En este medio (Tabla 11) se encontré que la mayor produccion de biomasa fue
también a CST 50 % llegando a 1.88E+10 células/mL (Figura 30 y 31) a las 23 h de
incubacion. En general la cantidad de biomasa generada a C:N 15 en este medio supero a
la KSAH C:N 11 a las diferentes CTS, lo cual podria sugerir que la actividad superficial y la
tension superficial deberian ser menores en estos medios, sin embargo mostraron
comportamientos muy superiores en cuanto a actividad superficial (Figura 32) teniendo en

los tres tratamientos de KSAH C:N 15 un valor de 5 en las escala de 7 a las 26 h de
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incubacion lo que puede ser el efecto de la acumulacién de los demas biosurfactantes que
también produce la B. subtilis.

Tabla 11. Relaciéon de las diferentes variaciones de CST del medio KSAH a C:N 15

Glucosa 40 20 13.33
Carbonato de amonio 4 2 1.33
Peptona de soya 6.58 3.05 1.87
CST de sales 13.29 13.29 13.29
CST Final 63.87 38.34 29.82
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Figura 30. Cinética de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C: N 15.

Cinética de crecimiento
1.20E+09

© CST 100%

© CST33.3%

9.00E+08

6.00E+08

Células/mL

3.00E+08

L 0 15 3 45 6 75 9 105 12 13,5 15 16,5 18 20 23 26
Tiempo (h)
Figura 31. Cinética de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C: N 15 con CST a 100 y 33.3 %.
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Actividad superficial (Colapso por gota)
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Actividad superficial (Escala)
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Figura 32. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C: N 15 con la técnica de colapso por
gota.

Por otro lado se observa que hay una relacion entre el incremento de la actividad
superficial y la aparicion de la fase exponencial en los tres casos, sin embargo la presencia
de la gran cantidad de biomasa que se produjo en KSAH C:N 15 a CST 50% no significo
que la actividad superficial de este tratamiento fuera mayor. Sobre a su velocidad de
crecimiento el medio que presentd un mejor comportamiento fue el KSAH C:N 15 con CST
de 100% con una p de 1.09 (h'Y), siguiéndole KSAH C:N 15 CST 50% con p de 0.96 (h?)y
finalmente KSAH C:N 15 CST 33.3% con p de 0.68 (h'!). En cuanto a la tensién superficial
(Figura 33) se observo que también tiende a disminuir como ocurrié en los tratamientos de
KSAH C:N 11, y que solo se observan valores cercanos a los de surfactina hasta el final de
la etapa de crecimiento cuando, a su vez, los valores de la actividad superficial son mas
elevados. Esto puede indicar que los biosurfactantes producidos en mayor cantidad no son

de la familia de la surfactina sino mas bien de otro tipo.

Tensidn superficial (Capilaridad)
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Figura 33. Tensién superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C: N 15 por la técnica de capilaridad.
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VI. 3. 1. 3 MEDIO KSAH CON RELACION C:N 20

En este tratamiento se usaron las relaciones de fuentes de carbono y de nitrégeno
que se observan en la Tabla 12. En la Figura 34 y 35 se encuentra el comportamiento del
crecimiento microbiano, que en el caso de KSAH C:N 20 a CST 100 y 50% fue muy erratico,
pero en con el medio de KSAH C:N 20 CST 33.3% se observé un incremento de biomasa
iniciada a las 16 h de incubacioén y llegando a ser de 9.25E+07 células/mL, lo cual no supero
a KSAH C:N 15 CST 50%.

Tabla 12. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio KSAH a C:N 20

Glucosa 40 20 13.33
Carbonato de amonio 6 3 2
Peptona de soya 1.92 0.7 0.3
CST de sales 13.29 13.29 13.29
CST Final 61.21 36.99 28.92

Cinética de crecimiento
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Figura 34. Cinética de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 20.
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Cinética de crecimiento
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Figura 35. Cinética de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 20 a CST 100 y 50%.

En cuanto a los valores de la actividad superficial el maximo valor que se obtuvo de
los tres tratamientos fue KSAH C:N 15 CST 33.3% con 3 (Figura 36). Pero con respecto a
los valores de la tension superficial se observd en la Figura 37 que se encuentran muy
alejados de los de surfactina, por lo que es muy poco probable que exista produccion de
este biosurfactantes en estos tres tratamientos.

Actividad superficial (Colapso por gota)

6 O CST 100% % CST 50% & CST33.3%
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Figura 36. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 20 con la técnica de colapso por
gota.
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Tension superficial (Capilaridad)
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Figura 37. Tension superficial de Bacillus subtilis AQ en KSAH a C:N 20 por la técnica de capilaridad.

VI. 3. 1. 4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS TRATAMIENTOS DE KSAH

Con base a los resultados de tensién superficial (TensionS) se realizé un andlisis de
varianza (Anova) con el software SAS 9.4 en un disefio completamente al azar por
comparacion de medias de Tukey con un indice de confianza de 95% (Tabla 13) de las

muestras en fase exponencial de todos los tratamientos de KSAH (Anexo 3).

Tabla 13. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Alpha 0.05

Grados de error de libertad 270
Error de cuadrado medio 18.21029
Valor critico del rango estudentizado 6.10254

Diferencia significativa minima 13.02

En la Tabla 14 se observan los datos que dieron los valores mas cercanos a
surfactina. En el lado izquierdo aparece un cddigo de identificacion que consiste en una
letra que representa el tipo de medio que se uso (K para KSAH y L para Landy), los dos
nameros siguientes son la relaciéon de C:N del tratamiento, los siguientes 3 representan la

CST a la que se encontraban y finalmente los ultimos dos nimeros corresponden al tiempo
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transcurrido de la cinética, por ejemplo el caso de K2005013 corresponde al medio KSAH
C:N 20 CST 50% a las 13 h de crecimiento.

Tabla 14. Resumen de la comparacién de medias de Tukey de los valores de tension
superficial de los tratamientos de KSAH a las diferentes CST en fase exponencial.

Tratamiento Media Agrupamiento Turkey
K2005027 36.600 R X W \% U T S
K1503318 35.875 R X w Vv U T S
K1103318 35.825 X W \% U T S
K1103319 35.40 X W Vv U T
K1103320 34.90 X W Vv U
Surfactina 34.880 X w Y U
K1103316 34.775 X W \Y
K1510023 34.40 X W
K1103313 33.800 X
K1103317 33.600 X

Los valores de la Tabla 14 fueron los méas cercanos al valor de la tension superficial
de surfactina. Los cuales no tienen diferencias significativas entre ellos y muestran que el
tratamiento K11033 representa mayor coincidencia con el valor del estandar, y al tomar en
cuenta el tiempo de inoculacién se observa que estos valores son cercanos a partir de las
13 alas 20 h de incubacion, por lo cual es el mejor candidato para continuar con la siguiente

etapa en fermentador.

VI. 3. 2 CINETICAS CON MEDIO LANDY

VI. 3. 2. 1 MEDIO LANDY CON RELACION C:N 11

En el caso de los medios Landy, cuya composicion se observa en la Tabla 15, se
presenté un alargamiento en la fase exponencial de la bacteria (Figura 38) en los tres
tratamientos a C:N 11, ademas de que su inicio en la fase exponencial fue a las 3 h de
incubacion lo cual es beneficioso a nivel industrial por los costos energéticos que pueden

ahorrarse.
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Tabla 15. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio Landy a C:N 11

Almidén de papa 80 40 27
Nitrato de sodio 17 8.21 5.34
CST de sales 3.68 3.68 3.68
CST Final 100.68 51.89 36.02

La mayor cantidad celular alcanzada a C:N 11 fue de 4.88E+09 células/mL en el
tratamiento de Landy C:N 11 CST 100% a las 56 h de incubacion. En cuanto a la actividad
superficial (Figura 39) se observa un incremento de esta desde el inicio de la cinética
llegando a establecerse en 4 a las 15 h en los tres tratamientos, y al compararlo con la
gréfica anterior se puede observar que el valor maximo de actividad superficial fue
alcanzado a la mitad de la fase exponencial de los tres tratamientos, lo cual podria indicar

gue esta tension es a causa de la produccion de surfactina.
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Figura 38. Cinética de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 11.

Actividad superficial (Colapso por gota)
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Figura 39. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 11 con colapso por gota.
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En cuanto a los valores de tension superficial por capilaridad (Figura 40) se observa
en todos los tratamientos valores cercanos a los de surfactina y particularmente en Landy
C:N 11 CST 100% donde hay valores menores, lo que puede deberse a la misma naturaleza
del medio pues como se observa en la misma imagen este medio sin inocular (L), presento
una tension superficial menor a surfactina, por lo que junto a la produccion de los

biosurfactantes (surfactina) se produjeron estos valores.
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Figura 40. Tension superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 11 por la técnica de capilaridad.

VI. 3. 2. 2 MEDIO LANDY CON RELACION C:N 15

En este tratamiento (Tabla 16) se observo en Landy C:N 15 CST 100% una primera
campana de Gauss que inicio de las 3 a las 19 h de incubacion con una maximo celular de
5.63E+08 células/mL para volver a hacer un incremento celular hasta llegar a su maximo
de 7.38E+09 células/mL a las 99 h de incubacion (Figura 41).

Tabla 16. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio Landy a C:N 15

Componentes CST 100% CST 50% CST 33.3%
(9/L) (g/L) (g/L)
Almidén de papa 80 40 27.3
Nitrato de sodio 12.3 5.85 3.8
CST de sales 3.68 3.68 3.68
CST Final 95.98 49.53 34.78
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Cinética de crecimiento
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Figura 41. Cinética de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15.
En lo relativo a la actividad superficial (Figura 42) el mejor comportamiento fue
también de Landy C:N 15 a CST 100% con un maximo de 3 que coincidié con el maximo

punto de la fase exponencial a su vez que se observé como un valor muy cercano al de la

surfactina en la tension superficial (Figura 43).

Actividad superficial (Colapso por gota)

6 o CST 100% % CST50% ¢ CST 33:3%
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Figura 42. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15 con la técnica de colapso por
gota.
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Tension superficial (Capilaridad)
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Figura 43. Tensién superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15 por la técnica de capilaridad.

VI. 3. 2. 3 MEDIO LANDY CON RELACION C:N 20

Finalmente en lo que respecta a estos tratamientos (Tabla 17) se debe destacar que
el mejor rendimiento de biomasa se dio en Landy C:N 20 CST 100% con 4.09E+08
células/mL (Figura 44) con un maximo de actividad superficial de 2 (Figura 45) y tensiones
superficiales similares a los de surfactina (Figura 46).

Tabla 17. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio Landy a C:N 20

Almidén de papa 80 39.7 25.62
Nitrato de sodio 9 4.2 25
CST de sales 3.68 3.68 3.68

CST Final 92.68 47.58 31.80
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Figura 44. Cinética de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15.
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Figura 45. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15 con la técnica de colapso por gota.
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Figura 46. Tensién superficial de Bacillus subtilis AQ en Landy a C:N 15 por la técnica de capilaridad.



VI. 3. 2. 4 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS TRATAMIENTOS DE LANDY

Este andlisis realizado por comparacion de medias de Tukey con un 95% de
confianza (Tabla 18), también se baso en los resultados de tension superficial de los
valores en fase exponencial del medio Landy (Anexo 4). En la Tabla 19 se puede apreciar
que los valores mas cercanos al estandar fueron a Landy C:N 11 CST 100% y Landy C:N
15 CST 100 y 50%.

Tabla 18. Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Alpha 0.05

Grados de error de libertad 396
Error de cuadrado medio 15.68
Valor critico del rango estudentizado 6.31
Diferencia significativa minima 12.51

Tabla 19. Resumen de la comparacion de medias de Tukey de los valores de tension
superficial de los tratamientos de Landy a las diferentes CST en fase exponencial.

Tratamiento | Media Agrupamiento Turkey

L1110018 [35400|D|M|{Z|B|Y|X|S|W|U|A|T|IR|F|Q|G|P|V|O|C|N|E
L1510078 [35375|D|M|{Z|B|Y|X|S|W|U|A|T|IR|F|Q|G|P|V|O|C|N|E
L1110016 [35375|D|M|Z|B|Y|X|S|W|U|A|TIR|F|Q|G|P|V|O|C|N|E
L1105018 |35.000 D|{M|Z|B|Y|X|S|W|U/A|T|IR|F|Q|G|P|V|O|IC|N|E
L1103329 |[34.900 |D ZIB|Y|X|S|WU|A|TIR|IF|Q|G|P|V|O|C|N|E
Surfactina | 34.880 | D ZIB|YX|S|WU|A|TIRIF|IQ|G|P|V|O|IC|N|E
L1505029 |34.800 |D ZIB|Y|X|S|WU|AIT|RIF|QIG|P|V|O|C E
L2010003 |34.800 | D Z|B|Y|X|S|W|UIA|IT|R|F|Q|G|P|V|O|C E
L1510019 |34.500 |D ZIB|Y|X|S|WU|AIT|IRIF|QIG|P|V|O|C E
L1505099 |[34.425 |D Z|IB|Y|X|S|WUIAITIRIFIQIG|P|V C E
L2003322 |34.300 |D ZIB|Y|X|S|W|UIA|T|IR|F|Q|G \% C E

Sin embargo al considerar el tiempo de inoculacion de los medios se observa que
en el caso de los medios Landy C:N 15 CST 100% los valores cercanos de surfactina se
presentaron a las 19 y 78 h, mientras que en el caso de Landy C:N 15 CST 50% fue a las

29y 99 h de incubacion lo cual indica que se encuentran en los extremos de sus respectivas
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cinéticas de crecimiento y es posible que los valores cercanos a la fase de muerte se deban
mas a la acumulacién de biosurfactantes que a la producciéon de surfactina. Por tal motivo
se puede considerar en el caso del medio Landy C:N 11 CST 100% como un buen

candidato para pasar a la etapa de fermentador.

En un resumen mas puntual de los tratamientos de KSAH y Landy (Tabla 20) se
observa que la mayor cantidad de biomasa se produjo en KSAH C:N 15 CST 50% con
1.875E+10 células/mL con una p de 0.96 h't, mientras que la mayor p es 1.09 h't en KSAH
C:N 15 CST 100% con 9.25E+08 células/mL. Si bien la cantidad celular producida por
KSAH C:N 15 CST 50% pudiera ser util para la obtencion de biomasa tiene el inconveniente
en tardar 17 h para observar crecimiento y 23 h para ser obtenida la biomasa, lo cual es un
inconveniente al trabajarlo a nivel industrial. Lo contrario ocurre en los medios Landy 20,
pues desde el principio de su inoculacién presentan crecimiento bacteriano. Sin embargo
en cuanto a la cantidad de biomasa que producen estos se encuentran por debajo de la

media.

En lo que respecta a la actividad superficial los tratamientos de KSAH C:N 15
arrojaron como resultado valores de 5 al final de sus fases de crecimiento, lo cual hace
suponer que esta actividad no era debida a las surfactina sino a otros biosurfactantes como

iturina, micosubtilina fengicina (Roongsawang et al. 2010).

Los tratamientos de Landy C:N 11 CST 100%, Landy C:N 15 CST 100 y 50%, que
presentaron valores de tension superficial muy cercanos a los de surfactina fueron, después
del tratamiento KSAH C:N 15 CST 50%, los mejores en cuanto a produccion celular,

ademas de que su tiempo de adaptacion menor a los demas tratamientos.

En cuanto a los tratamientos KSAH C:N 11 CST 33.3% y Landy C:N 11 CST 100%,
gue mostraron los mejores resultados para pasar a la etapa de fermentador se observo lo
siguiente: el medio KSAH C:N 11 CST 33.3% fase de adaptacién de 8 h, con una p de 0.55
h't, actividad superficial de 2 y una maxima cantidad celular de 2.20E+08 células/mL.
Mientras que Landy present6 una fase de adaptacién menor con 3 h, mayor cantidad de
biomasa con 4.88E+09 células/mL, menor velocidad de crecimiento 0.44 h! y una actividad
superficial de 4. Se espera que estos tratamientos presenten buenos resultados en cuanto

a la produccion de surfactina.
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Tabla 20. Comparacion de los parametros usados en Bacillus subtilis AQ a diferentes relaciones de C:N y CST a nivel matraz.

KSAH | 11 | 100 9 3.75E+08 0.40 0.89 38.19 18 65.97 4
KSAH | 11 | 50 9 7.75E+08 0.41 0.90 30.99 20 63.37 L
KSAH | 11 |33.3 8 2.20E+08 0.55 0.88 33.60 17 52.87 2
KSAH | 15 | 100 12 9.25E+08 1.09 0.88 29.72 26 59.02 0
KSAH | 15 | 50 17 1.88E+10 0.96 0.96 42.26 26 58.85 6
KSAH | 15 |33.3 8 1.01E+09 0.68 0.90 35.89 18 68.46 3
KSAH | 20 | 100 5 1.46E+06 0.34 0.90 65.75 27 101.99 6
KSAH | 20 | 50 3 9.25E+07 0.35 0.87 36.61 27 55.68 14
KSAH | 20 |33.3 16 4.38E+05 0.85 0.95 43.35 3 57.50 10
Landy | 11 | 100 3 4.88E+09 0.44 0.79 17.34 L 47.43 56
Landy | 11 | 50 3 4.50E+09 0.69 0.91 26.90 3 45.46 6
Landy | 11 |33.3 3 2.90E+09 0.22 0.84 33.68 49 54.43 21
Landy | 15 | 100 5 7.38E+09 0.32 0.80 32.44 29 43.66 11
Landy | 15 | 50 5 5.63E+09 0.30 0.88 32.76 23 54.21 5
Landy | 15 | 33.3 5 3.05E+09 0.28 0.88 37.34 o1 59.79 3
Landy | 20 | 100 0 4.09E+08 0.51 0.62 32.41 30 57.54 6
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Tabla 20. Comparacion de los parametros usados en Bacillus subtilis AQ a diferentes relaciones de C:N y CST a nivel matraz.

Landy | 20 | 50 0 1.74E+08 0.72 0.77 1 34.03 L 48.58 6

Landy | 20 |33.3 0 1.13E+08 0.81 0.91 0 28.73 30 61.46 0

L-Medio limpio, NA- No aplica, 0- Momento en el que se inoculo el medio.
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VI. 3. 3 FERMENTACION CON MEDIO LANDY C:N 11, CST 100%, Bacillus
subtilis AQ CON ACEITE DE OLIVA COMO FUENTE DE CARBONO.

Debido a que existen estudios que utilizan como fuente de carbono a hidrocarburos
para la produccién de biosurfactantes (Batista 2005), se realiz6 una experimento alterno
donde se uso aceite de oliva como fuente de carbono junto con medio Landy C:N 11 CST
100% debido a que este medio fue un candidato para ser usado en fermentador. Su

composicion se observa en la Tabla 21.

Tabla 21. Relacion de las diferentes variaciones de CST del medio Landy a C:N 11 CST
100% con aceite de oliva como fuente de carbono.

Componentes CST 100% (g/L)
Aceite de oliva 10
Nitrato de sodio 3.28
CST de sales 3.68
CST Final 16.96

En la Figura 47 se puede observar un crecimiento celular de 4.5E+08 células/mL,
una actividad superficial inicial de 2, y una tension superficial menor al de surfactina. El
comportamiento de la actividad superficial inicialmente mas alta se debe a la interaccion del
aceite de oliva del medio con la capa de aceite colocada en la placa para hacer la prueba
de capilaridad, posteriormente a que ha habido un incremento en la cantidad celular esta

actividad superficial baja a 1 y se mantiene constante.

Cinética de crecimiento, actividad superficial, tension superficial
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Figura 47. Cinética de crecimiento, actividad superficial y tension superficial de Bacillus subtilis AQ en
medio Landy C:N 11 CST 100% con aceite de oliva como fuente de carbono.
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Si se realiza un comparativo con el medio Landy a C:N 11 y CST 100% sin aceite de
oliva se puede observar (Figura 48) que este medio se presentd una mayor cantidad de
biomasa, 4.88E+09 células/mL, en su punto de mayor produccion, lo cual puede deberse a
gue el almiddn, fuente de carbono del medio Landy, es mas asimilable que el aceite y por

lo tanto es mas rapido que la bacteria la utilice para su reproduccion celular.

Cinética de crecimiento

3.00E+09

© Con aceite de oliva © Sin aceite

2.25E+09
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7.50E+08
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0.00E+00 @

L 15 4 7 10 13 16 19 22 28 31 39 49
Tiempo (h)
Figura 48. Cinéticas de Bacillus subtilis AQ en medio Landy

En lo que respecta a su actividad superficial (Figura 49), se observa que existe una
gran diferencia entre los dos medios, la actividad del medio sin aceite es mucho mayor y
esta indicando que existe una mayor produccion de biosurfactantes con respecto al otro
medio. Sin embargo la interaccion de las moléculas del aceite de oliva con la de los
biosurfactantes producidos por Bacillus subtilis puede estar creando diferentes tipos de
micelas (Figura 2) a causa de la relacion existentes de estos en el medio y puede ser la
causa de esta baja actividad, aunque no justifica que llegue a niveles de uno (Holmberg et
al. 2003).

Actividad superficial (Colapso por gota)

6 1 © Con aceite de oliva © Sin aceite

Actividad superficial (Escala)

L 1.5 4 7 10 13 16 19 22 28 31 39 49

Tiempo (h)
Figura 49. Actividad superficial de Bacillus subtilis AQ en medio Landy
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En lo correspondiente a la tension superficial ambos medios tienen valores similares
a los de surfactina, pero otra vez la participacion del aceite interfiere en los resultados. El
aceite de oliva tiene una tension superficial a 20 ° C de 32 din/cm, mientras que el agua
tiene de 72.8 din/cm, por lo que al adicionar el aceite la tension superficial del medio
disminuyo6 y conforme aumentaba el crecimiento celular la produccion de biosurfactantes
contribuyo a que la tensién superficial del medio con aceite fuera menor al medio sin aceite.
Por lo tanto con lo anterior se observé que el agregar &cidos grasos al medio de cultivo no
aumenta la produccién de biosurfactantes, que si bien los biosurfactantes son utilizados
para la bioremediacion puede que tenga mejor efecto el agregar los biosurfactantes

purificados que los microrganismos para su crecimiento en los ambientes contaminados.

Tension superficial (Capilaridad)

100 |
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Figura 50. Tension superficial de Bacillus subtilis AQ en medio Landy

VI. 3.4 PRUEBA E24

La actividad de los biosurfactantes puede medirse de diversas formas, una de estas
es midiendo la estabilizacion o desestabilizacion de las emulsiones, las cuales se forman
cuando una fase liquida se dispersa como gotas microscopicas en otra fase liquida. Los
biosurfactantes tienen la capacidad de estabilizar (emulsionantes) o desestabilizar
(desemulsificantes) una emulsion. Esta actividad se realiza midiendo la capacidad del
biosurfactante para generar turbidez cuando son suspendidos en un sistema acuoso con

diversos hidrocarburos (Desai y Banat 1997).

Para esta prueba se utiliz6 como control negativo una suspension agua-aceite en

relacién 1:1, y como control positivo al surfactante Tween 20-aceite (Figura 51 a). Ademas
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de que se probaron dos hidrocarburos diferentes, el aceite de oliva y de soya para realizar
las emulsiones. Los sobrenadantes libres de células probados fueron de los medios KSAH
C:N 20 CST 50%, Landy C:N 15 CST 33.3% y Landy C:N 20 CST 100%. En la Figura 51 b,
c y d se observan los resultados de esta prueba donde del lado izquierdo de las graficas se
observa el aceite de soya y del izquierdo el aceite de oliva. El porcentaje de emulsién de
los diferentes medios se mantuvo estable después de las 24 h de realizada la prueba como

se puede observar en las diferentes graficas, siendo el medio Landy el de mejores

resultados.
a) Control b) KSAH CN 20 CST 50 %
100 100.00
8o 82.00 B Soya M Oliva
3 60 5
L w 64.00
2 40 2
20 46.00 -
0 | 28.00 | i i J——
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d Tiempo (h)
c) Landy C:N 15 CST 33.3 % ) Landy C:N 20 CST 100%
100.00 100.00
75.00 B Soya M Oliva 75.00 M Soya M Oliva

50.00

0.00 L _._ l J
L 7 23 47 78 0 15 29 55 99 121 0 8 22 30 L 3 14
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Figura 51. Prueba E»4. a) Control negativo (agua-aceite) y control positive (Tween 20-aceite), b) Medio
KSAH C:N 20 CST 50%, c¢) Medio Landy C:N 15 CST 33.3% y d) Medio Landy C:N 20 CST 100%.

50.00

% E 24
% E 24

25.00

0.00

En el caso del medio Landy C:N 11 y CST 33.3% con aceite de soya se presento
una mayor cantidad de emulsién a las 47 h y en el de aceite de olivaalas 15y 29 h con lo
cual que comprueba que existe presencia de biosurfactantes estables con el paso del

tiempo, independientemente de la cantidad y el tipo producido.

Con todas la pruebas realizadas se cumple el primer objetivo observando que los
mejores medios para pasar a la etapa de fermentador son el KSAH C:N 11 CST 33.3% y
Landy C:N 11 CST 100%. Se descartaron las pruebas de hemodlisis, actividad
antimicrobiana y E2s4 debido a que si bien ayudaron a comprobar la produccion de
biosurfactantes no ayudan a verificar que biosurfactantes son y en qué cantidad se

producen. En el caso del medio con aceite de oliva que fue propuesto para ver como se
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comportaba el medio a esta condicion se observo que el mismo aceite de oliva causa mucho
ruido para la deteccién de biosurfactantes y que hasta el momento no hay indicios de que
sea mejor productor en comparacion con los demas medios por lo que también fue

descartado para la siguiente etapa.

VI. 4. PRUEBAS DE FERMENTACION A NIVEL REACTOR

Para confirmar lo observado a nivel matraz y extender la fase de crecimiento se
realizaron las pruebas de fermentacion con los dos medios. Primero se realizaron los
medios con la misma composicion a la de matraz y después se aumenté la CST a 150% de
los medios originales. Todos los medios se realizaron en un fermentador de 7 L, con un
volumen de medio total de 4 L, 600 rpm de agitacion, pH de 7.2, temperatura de 30° Cy

oxigeno disuelto (OD) al 100%. A continuacion se presentan los resultados.

VI. 4. 1. FERMENTACIONES CON MEDIO KSAH

Se realizé una prueba inicial con el medio KSAH C:N 11 y CST 100% con la
composicién original de Mejia (2008) con harina de soya pero generé muchos problemas
para controlar la espuma generada por el reactor aun cuando el medio no habia sido
inoculado. Cuando se realiz6 la inoculacion (Figura 52) la cantidad de espuma producida
causo gue el medio. Ademas para evitar que el medio, la bacteria o el surfactante sufrieran
alguna alteracion se decidio disminuir a lo minimo la cantidad de antiespumante usado, por

lo que se cambi6 de harina de soya a peptona de soya.

Figura 52. Fermentacion de medio KSAH a C:N 11 y CST 100%. a) Fermentador con recolector de
espuma, b) Recolector de espuma lleno.

Muchos autores han mencionado diferentes técnicas para aprovechar las grandes

cantidades de espuma generadas en estos medios, los cuales se basan principalmente en
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la recoleccion de espuma por medio de columnas, colapso por medios mecanicos,
recoleccién por modificaciones al reactor, remocion de espuma, etc. Un ejemplo de esto es
Cooper et al. en 1981 el cual utiliz6 dos métodos de fermentacion, uno por remocién de
espuma y el otro por recoleccion, con rendimientos de 0.8 g/L de surfactina proveniente de
Bacillus subtilis. Sin embargo el inconveniente de usar estas técnicas es la dificultad para
ser utilizadas a gran escala debido a que no pueden asegurarse las condiciones asépticas

de las fermentaciones.

VI. 4. 1. 1 MEDIO KSAH A RELACION C:N 11 Y CST 33.3 %

Este medio fue realizado con la misma composicion de la prueba en matraz y como
se puede observar (Figura 53) el inicio de la fase exponencial inicio desde la primer hora
en que se inoculé el medio llegando hasta las 14 h con un maximo de crecimiento celular

de 9.17E+08 células/mL a diferencia del 2.20E+08 células/mL obtenidas en matraz.
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Figura 53. Fermentacion de Bacillus subtilis AQ en medio KSAH a C:N 11 y CST 33.3 %.

La actividad superficial maxima obtenida en este medio fue de 3 mejorando la de 2
de la prueba anterior. Al aumentar la cantidad de biomasa se observé un incremento en la
actividad superficial que se mantuvo hasta las etapas finales de la fermentacion. Por otro
lado para esta etapa en el trabajo se realizaron dos métodos para la medicion de la tension
superficial, una fue por capilaridad como se habia venido manejando y la otra fue con ayuda
del tensidmetro con el anillo de DuNouy (Figura 54). En ambos casos se observo una

disminucion de la tension superficial coincidiendo con las etapas de crecimiento bacteriano.
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Figura 54. Tensiometro de precisiéon con anillo de DuNouy. a) Equipo con muestra en la platina, b)

Resistencia del medio al anillo de DuNouy.

VI. 4. 1. 2 MEDIO KSAH A RELACION C:N 11 Y CST DE 150%

Una vez realizada la primer fermentacion se aumento la CST a 150% del original

para ver su comportamiento (Figura 55). En esta cinética se obtuvo un crecimiento maximo

de 1.38E+07 células/mL que fue mucho menor al de la fermentacién anterior, al igual que

la actividad superficial que llegé a ser de cero. En lo correspondiente a las tensiones

superficiales en ambos métodos se observa que fueron estables casi en toda la prueba por

lo que se puede decir que el medio anterior obtuvo mejores resultados en cuanto a este

respecto.
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1.60E+07
# Bacilos
1.28E407 © Actividad superficial
4 Tensién superficial por capilaridad
& Tension superficial por anillo de DuNouy
—El 9.60E+06
]
a
=
0
QO 6.40E+06
3.20E+06
n
*
-
M o o . - i - ey <& O

L 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tiempo (h)

7.0

6.0

5.0

4.0

3.0

20

1.0

100

(e|e0s3) [e1opedns pepiagoy

[+
o

o2
o

s
o

i~
o

{(woyuip) reoysadns ugisus)

Figura 55. Fermentacion de Bacillus subtilis AQ en medio KSAH a C:N 11y CST 150 %.
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VI. 4. 2. FERMENTACIONES CON MEDIO LANDY

VI. 4. 2. 1 MEDIO LANDY A RELACION C:N 11 Y CST DE 100%

Este medio fue el que obtuvo la mas larga fase exponencial de todas las pruebas
con 54 h y con un crecimiento celular de 1.07E+10'° células/mL, incluso su actividad
superficial concuerda con su comportamiento llegando a un maximo de 4 (Figura 56).
Gracias al tensiometro con anillo de DuNouy se observa una clara disminucién de la tension
superficial hasta las 44 h de inoculacion para después realizar un leve ascenso, el cual se
puede deber a que inicia la descomposicién de los biosurfactantes y por lo tanto no puede

seguir la misma tensién superficial.

Fermentacién Landy C:N 11 CST 100%

1.20E+10 7.0 100

@ Bacilos -
4 6.0
1.00E+10 ®_Actividad superficial > 80 g
€ Tension superficial por capilaridad 50 % %i
8.00E+09 O Tension superficial por anillo de DuNouy ' §_' =
o @ 60 | 2
<] C
E 40 15 o]
g @
© 6.00E+09 3 0]
= g, 3
s 5 =
o o 3012 4010
4.00E+09 9 Z 2
g + g —
== o]

22018 |2
. 3
2.00E+09 1.0 20 )
3

2 3 4 6 7 8 10 11 12 14 15 17 18 19 21 24 27 30 31 33 35 36 40 41 44 47 51 54 66 78 96 102117121
Tiempo (h)
Figura 56. Fermentacion de Bacillus subtilis AQ en medio Landy a C:N 11 y CST 100%.

VI. 4. 2. 2 MEDIO LANDY A RELACION C:N 11 Y CST DE 150%

En esta fermentacion se observa una fase exponencial igual de alargada hasta las
47 h, pero en este caso no hubo presencia alguna de actividad superficial hasta las 31 h
gue es la parte media de la etapa exponencial (Figura 57). También en este caso la tension
superficial por capilaridad practicamente mientras que la de anillo presento una leve

disminucion hasta las 8 h para luego subir a las 27.
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Figura 57. Fermentacion de Bacillus subtilis AQ en medio Landy a C:N 11 y CST 150%.

VI. 4. 3 MEDIO KSAH A RELACION C:N 11 Y CST DE 33.3% SIN PEPTONA
DE SOYA NI EXTRACTO DE LEVADURA

A lo largo de todos los experimentos, tanto de matraz como de fermentador se
observé que varios medios limpios, sin indculo, presentaban tension superficial, por lo que
se decidio realizar una nueva fermentacion pero sin usar peptona de soya ni extracto de
levadura (Figura 58). Ademas de que solo se uso la medicion por tension superficial con

anillo de DuNouy y recoleccién de espuma para ver su comportamiento.

Fermentacion KSAH C:N 11 CST 33.3% sin peptona de soya ni extracto de levadura
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Figura 58. Fermentacion de Bacillus subtilis AQ en medio KSAH a C:N 11, CST 33.3% sin peptona de soya
ni extracto de levadura. E- espuma.

En cuanto al crecimiento microbiano este fue el menor de todas las fermentaciones

con 8.67E+06 células/mL, pero su actividad superficial fue menor que las demas con este
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método. Algo importante a mencionar es que en este medio la produccion de espuma fue
mayor que todas las demas teniendo que detener la fermentacion a las 17 h por falta de
medio. Por tal motivo se realiz6 recoleccion continua de espuma de casi 500 mL
aproximadamente en cada ocasion. Al realizarle pruebas a estas recolecciones de espuma
se observé que sus tensiones superficiales fueron mucho menores que las de los
sobrenadantes libres de células por lo que se decidio realizarles pruebas al igual que las

demas muestras con HPLC.

El resumen general de todas las fermentaciones junto con sus respectivos
equivalentes en matraz se puede observar en la Tabla 20, donde cabe destacar que el
medio con mayor produccién celular fue el Landy C:N 11 CST 100% y que al mismo tiempo
fue el que presento una menor tension superficial con la técnica del anillo llegando a 20.17
din/cm. Con esto se concluyd el segundo objetivo en el trabajo, para finalmente poder

realizar las pruebas con HPLC y verificar si se encuentra surfactina en los medios.
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Tabla 22. Comparacion de los parametros usados en Bacillus subtilis AQ a diferentes relaciones de C:N y CST a nivel matraz y
fermentador.

KSAH-M 11 33.3 8 2.20E+08 | 0.55 |0.88 2 33.60 17 52.87 2 NA NA NA NA
KSAH-F 11 33.3 1 9.17E+08 | 0.30 |0.96 3 20.56 23 59.23 0 20.50 25 36.13 8
KSAH-F 11 150 2 1.38E+07 | 0.27 |0.98 1 24.55 0 28.62 14 33.20 3 53.58 0
Landy-M 11 100 3 4.88E+09 | 0.44 |0.79 4 17.34 L 47.43 56 NA NA NA NA
Landy-F 11 100 4 1.07E+10 | 0.15 |0.96 4 23.10 78 35.17 L 20.17 33 40.33 0
Landy-F 11 150 4 8.33E+09 | 0.20 |0.89 1 27.45 15 39.00 41 35.83 10 64.50 35

KSEYP-F | 11 33 NA | 8.67E+06 | 0.11 |0.62 NA NA NA NA NA 24 3 34.33 0

CST- concentracion de sélidos totales, IFE- inicio de fase exponencial, MCC- maxima cantidad celular, y- velocidad especifica de crecimiento, MAS- maxima
actividad superficial, Vmin- valor minimo, TVmin- tiempo en alcanzar el valor minimo, Vmax- valor maximo, TVmax- tiempo en alcanzar el valor maximo. L-Medio
limpio, NA- No aplica, 0- Momento en el que se inoculo el medio, M- cinética en matraz, F- cinética en fermentador, KSEYP-Medio KSAH sin peptona de soya ni

extracto de levadura.
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VI.5 PRUEBAS DE HPLC

Como parte final de este trabajo se determind la presencia de surfactina por el
método de HPLC con las fermentaciones realizadas. Se utilizé el estandar de surfactina a
una concentracion de 16 000 mg/L, el cual coincide con el reportado por Effendy et al.
(2015) (Figura 59). Para un mejor analisis de las muestras en este trabaj6 se le asigno a
cada pico del estandar una denominacion de la S1 a la S11, considerando a cada pico como
una posible isoforma de surfactina diferente. Para verificar que los picos encontrados
correspondieran a los de surfactina se realizé una ampliacion del espectro de los picos de
las muestras y se compararon con los correspondientes del estandar para una vez

comprobado esto se prosiguié al andlisis de las muestras.

Figura 59. Estandar de surfactina a 205.4 nm. a) Cromatograma obtenido a la concentracion de 16 000
mg/L, b) Cromatograma reportado por Effedy et al. en 2015.

En el medio KSAH C:N 11 CST 33.3% al inicio de su fase exponencial no se presentd
produccion de surfactina o de biosurfactantes, pero a partir de las 10 h de inoculacién se
identificaron dos posibles isoformas la Ss y Se (Figura 60). Posteriormente a las 27 h se
observo la mayor produccién desurfactina con las isoformas Si, Ss, Se, S7 y So, siendo la

isoforma Se la que se produjo en mayor cantidad.
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Figura 60. Cromatogramas de muestras de medio KSAH a C:N 11 y CST 33.3%. a) Inicio de produccion
de surfactina a las 10 h, b) Mejor produccion de surfactina a las 27 h.

El medio KSAH C:N 11 CST 150% present6 a las 3 h de inoculacion las isoformas

Ssy Se (Figura 61a). Después a las 5 horas, cuando ya habia iniciado la fase de muerte de

la bacteria solo se observé un aumento de las mismas isoformas, pero a diferencia del

medio anterior, la isoforma Ss presenté mayor produccioén.
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Figura 61. Cromatogramas de muestras de medio KSAH a C:N 11 y CST 150%.

En el medio Landy C:N 11 CST 100% se aprecié que la produccion de surfactina

inicio 1 h antes del inicio de la fase exponencial con la isoforma Se y cuando se presento la

fase exponencial también se pudo encontrar a la isoforma Ss (Figura 62a y b). Conforme

pasaba el tiempo aumento la cantidad de isoformas presentes en el medio hasta que

aparecieron la S7y Se a las 17 h que mostré ser la mejor produccion del medio (Figura

62c). Posteriormente de este tiempo se siguid observando la presencia de surfactina con

las isoformas Si1, S2, Ss, Ss, S7, Ssy Se a las 78 h.
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Figura 62. Cromatogramas de muestras de medio Landy a C: N 11 y CST 100%.

Para el medio Landy C:N 11 CST 150% se observdé que en ninguna etapa de
crecimiento se produjeron biosurfactantes, lo cual puede ser debido a la naturaleza del
medio ya que por la cantidad de almidén en este, 119 g/l, no hubo buena oxigenacién y por
lo tanto las bacterias no pudieron desarrollarse de la forma adecuada, ademas de que al
no tener escases de nutrimentos la bacteria no tenia necesidad de activar el sistema de
competencia para sobrevivir y no produjo un excedente biosurfactantes. Sin embargo, en
la recoleccién de espuma se observo que casi a las 24 h hubo presencia surfactantes como

se observa en la Figura 63
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Figura 63. Cromatogramas de muestras de medio Landy a C:N 11 y CST 150%.

Finalmente en el medio KSAH C:N 11 CST 33.3% sin peptona de soya ni extracto
de levadura (Figura 64), se observaron concentraciones mas altas de surfactina,
especialmente a las 15 h de produccion de espuma donde se observaron las
concentraciones mas altas de este biosurfactante incluso con los demas medios de

fermentacion lo cual puede ser debido a que la bacteria se estreso por falta de nitrégeno
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por lo que trato de compensarlo produciendo biosurfactantes que pudieran ayudarle a

conseguir este nutriente.
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Figura 64. Cromatogramas de muestras de medio KSAH a C: N 11 y CST 33.3% sin peptona de soya ni

extracto de levadura.
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VIl. CONCLUSIONES

La bacteria Bacillus subtilis es una importante productora de biosurfactantes,
los cuales pueden ayudar a disminuir los riesgos ambientales provocados por
los surfactantes sintéticos.

La mejor cepa productora de surfactina fue la Bacillus subtilis AQ.

La produccién de hemodlisis y actividad antimicrobiana no solo dependen de
los biosurfactantes producidos, sino también de las isoformas de estos.

La produccion de las isoformas de surfactina dependera de las condiciones
en las que se encuentre el medio de cultivo.

El mejor medio de cultivo para la produccién de surfactina es el medio KSAH
C:N 11 CST 33.3% sin peptona de soya ni extracto de levadura.

La mayor cantidad de surfactina se recuper6 de la espuma de los medios de

cultivo.
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VIll. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar experimentos probando los medios sin peptona de
soya y extracto de levadura.

Disefiar un método de purificacion para las diversas isoformas de surfactina.

Hacer un analisis del tipo de nutrientes que favorecen la produccion de las
diferentes isoformas.
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X.  ANEXOS

ANEXO 1

Cinéticas de crecimiento, actividad superficial y tension superficial de los medios
KSAH con sus diferentes tratamientos.

Cinética de crecimiento

2.00E+10

< C:N 11 CST 100% o C:N11CST 50% C:N 11 CST 33.5%
< C:N 15 CST 100% < C:N15 CST 50% < C:N 15 CST 33 B%-
1.60E+10 < C:N 20 CST 100% < C:N 20 CST 50% < C:MN 20 CST 333%

1.20E+10
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8.00E+09

4.00E+09
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Figura 45. Cinéticas de Bacillus subtilis AQ en KSAH.
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Figura 46. Cinéticas de Bacillus subtilis AQ en KSAH sin C:N 15 CST 50%.
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Actividad superficial (Colapso por gota)
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Figura 47. Actividades superficiales de Bacillus subtilis AQ en KSAH con la técnica de colapso por gota.
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Figura 48. Tensiones superficiales de Bacillus subtilis AQ en KSAH por la técnica de capilaridad.
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ANEXO 2

Cinéticas de crecimiento, actividad superficial y tension superficial de los medios

Landy con sus diferentes tratamientos.

Cinética de crecimiento

8.00E+09
< N 11 CST 100%: < C:N 11 CST 50% C:N 11 CST 33.3%
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Figura 58. Cinéticas de Bacillus subtilis AQ en Landy.
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Figura 59. Actividades superficiales de Bacillus subtilis AQ en Landy con la técnica de colapso por gota.
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Tension superficial (Capilaridad)
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Figura 60. Tensiones superficiales de Bacillus subtilis AQ en Landy por la técnica de capilaridad.
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ANEXO 3

Andlisis de varianza (Anova) de los resultados de tension superficial (TensionS) por
la técnica de capilaridad de los tratamientos del medio KSAH en sus diferentes CST,
realizado con el software SAS 9.4 en un disefio completamente al azar por comparacion de
medias de Tukey con un indice de confianza de 95%.

Procedimiento ANOVA
Variable dependiente: TensionS

Suma de  Cuadradoe de

Fusntm oF cuadrados ka media | F-Valor  PreF
Models it Tl 23141 QR R ER i Gd 4 Al

Errar 27l 4B FTIE0 18.21028

Total corregido | 358 S97e2. 00871

R-cuadrado | Cosf War | Ralz MSE = TenslonS Meda

0951715 | B.2348204 | 4267351 51.73617
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Tratamlentos | B9 | 4845 2314 1065676 SE.58 | <000
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Tratamientos

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para Tensions

Alpha 0.05
Grados de arror de libertad Pt
Error de cuadrado maedio 18214089

Valor critico del rango esiudentizado | 0.10254

Diferencia significativa mimima 130
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Mediaz con la misma letra no Son significaticamente diferentes.
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Prueba del rango estudentizado de Tukey {(HSD) para TensionS

Medias con la misma letra no son significathvamente diferentaes,
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Mapdias con la misma lstra no son significathamente diferertes.
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Prueba del rango estudentizade de Tukey (HSD) para TensionS

Medizs con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Maedias con la misma letra no son significathamente diferertes.

4 | Kinme

4 | KI510020

4 | HAOOS0E

4 | ENdgane

4| K030

4 | HIS10023

4 | Enagany

Media | W | Tratamientos

35400 | 4 | K1103315

34500

MITS | 4 | KNM03316

34,400

33800 | 4 | K11033132

3600

Tukey Agrupamients

5| 39075 | 4 | K11030Y

S 3|

5| 38075 | 4 | KM102010

5| 38075 | 4 | K110200%

S 38000

5 | 37875 | 4 | KI0032S

S 36EM

5 | 35875 | 4 | K150331B

S 358

T

T

T

T

T

T

T

T

T
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ANEXO 4

Andlisis de varianza (Anova) de los resultados de tension superficial (TensiénS) por
la técnica de capilaridad de los tratamientos del medio Landy en sus diferentes CST,
realizado con el software SAS 9.4 en un disefio completamente al azar por comparacion de
medias de Tukey con un indice de confianza de 95%.

Variable dependienta: TensionS

Suma de | Cuadrado de

Fusnita oF cuadrados la madia = F-Valer | Pr>F
Modelo 131 Z2EZ8.38400 248 0ME3 15.63 | =<.0007
Error 396 6211.00000 15 BB434

Todal corregide | 527 SHEGE, FHal)

R-cuadrads | Coef Var | Raiz MSE | TensionS Media

FBAD0ES | O5REA5 | 300345 A
Cuadrada de

Fusente oF Ao 55 lamedia | FWalor | Pr=F

Tralamenios | 1371 /6028 3HA0K A48L07F TR 1588 | =01

Distribucién de TensionS

F 15.488
Frob = F <0001

TensionS
8
|
———

LU T
SEAY TV e

20

Tratamientos
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Tensions

Distribucion de TensionS

A0

20

Whal, el

1 1 1 v 1 1 1 T ] 1

L]
%{’;{’,f,f;f;{}{}{}{’,f;f; Crlr sl tatsl

L
b "
R R s %‘f{a%ﬁ%@é@%’%

T i

Tratamientos

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Alpha

0.05

Grados de error de libsertad

3595

Error de cuadrado medio
Valor critico del rango estudentizado

15, 63434

£, 31443

Diferencia significativa mimima

12505
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Prueba del rango estudentizado de Tukey {(HSD) para TensionS

Medias con la misma betra no son significathmments ddferantas,

4 | LACHEE0D

4 | L11dgEI20

4 | LS50

4 | LsiEns

4 | L1503305

Media | W | Tratamientos

91000 | 4 | Agua

£1.475

58325 | 4 | LA503307

ETEOD | 4 | LAOM000E

54475

54200 | 4 | L1505005

53000 [ & | LIS0S00F

51.500 | 4 | L1503302

50375

48575 | 4 | L2005006

48 25

48075 | 4 | LI505008

47425 | 4 | LI11005E

47325

47000 | 4 | L1503323

46800 | 4 | L2000

A6500 | 4 | LIS05047

46300 | 4 | LIgEn:

45450 | 4 | L1105006

Tukey

N

G

Do G N

ODaolG N

H

HIFID|Q|G|N

HIFID|Q|G|N

QIH|(P(D|O|G|MN

QIH|PIDIO|G|H

QIH | P|D|O| G| N

J

JIQIH|P|D| OGN

J

J

RlJ|[QIH|P|D[O|G|N

R

R
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Medias con la misma letra no son significativamente diferenkes,

L0050

L2005000

4 | L1505026

4 | L1505055
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4 | L1503326

4 | L1mn2

4 | L1303
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4
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4

4 | LD

4 | L1510005

4 | LISO50E

45.400
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44,400
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43500

43.300

43,700

LR

43.475 | 4 | L130G319
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43025

42925 | 4 | L1103358

42825

41.925

41,925 | 4 | 2003397

41,800

Tukomy
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o
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Midias con la misma ktra ne son significativarment e dderantas.
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Medlas con la misma betra na son significatvaments déerentes,
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Medias con la misma betra no son significativamente dferentes,
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Mudias con la misma letra no son significathaments diferantas,

Madia | N | Tratamierntos

Tukey Agrupamiento

E | 33.77% | 4| L1310023

E | 337 | 4] L10Eads

E | 33425 | 4 | 2003313

E | 33200 | 4| L1710873

E | 32925 | 4 | L1105007

E | 3775 | 4| L15050E

E | 32425 | 4| L1100

E | 32200 | 4 | L1910003

E | 32035 | 4 | L17iggiE?

E| 3.975 | 4 | L1105013

E | 31.800 | 4| L1705S00E

E| 31.67% | 4 | L2003314

E | 31300 | 4 L10048

E | 30575 | 4 | L1910024

E | 2100 | 4] L111002

E | 28675 | 4| L1710000

E | 27.500 | 4 | L1110008

E | 000 | 4| L1050

E | 28500 | 4 | L1910023

C

s

'E

C
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para TensionS

Medlas con la misma letra no son significativaments diferentes,

Tuloay Agrupamiante Media Tratamienios
F G
F G #3.375 Li110020
G
G 42 575 L1100
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