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RESUMEN

La produccién y caracterizacion de Biosurfactantes por cepas de Serratia marcescens SM3 (silvestre
pigmentada) y su mutante isogénica SMRG-5, fue evaluada mediante herramientas estadisticas.
Disefios factoriales 23, permitieron evaluar el efecto que ejercen las fuentes de carbono y nitrégeno
con respecto a la actividad Bs. La cepa silvestre SM3, secreta al medio un biosurfactante a bajas
concentraciones de fuente de carbono (Glicerol) y nitrégeno ((NH4).SO4). La reduccion de la tensién
superficial en esta cepa alcanz6 las 26.5+0.28 dinas/cm durante las primeras 72 h de cultivo, mientras
que el indice de emulsién fue de 79.9+0.2%, durante la misma cinética. Bajo estas condiciones, la
purificacion y elucidacion parcial de este agente tensoactivo permitié identificar su naturaleza.

A partir de los medios de cultivo favorables a la produccién de Bs, se realiz6 la extraccion de fueron
usados para su extraccion, caracterizacion, purificacion y elucidacién de estructura. El andlisis de
cromatografia de gases acoplado a masas (CG-MS) revelé la presencia de acido hexadecanoico
como fraccion hidrofilica. Esta cepa es capaz de remover el hidrocarburo policiclico aromatico benzo
[a] pireno en un 59% durante el mismo periodo de tiempo donde se secreta el biosurfactante. A la par,
la cepa mutante no pigmentada SMRG-5 fue analizada bajo las mismas condiciones. Contrario a la
cepa silvestre, bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno fueron requeridas para
incrementar la produccion de Bs. La reduccién de la tension superficial en esta cepa fue de 25.2+0.2
dinas/cm, con un indice de emulsién del 89.7+0.28% en las primeras 72 h de fermentacién. Estos
resultados, permitieron caracterizar los Bs en esta cepa. Las fracciones purificadas de Bs fueron
analizadas por CG-MS, la presencia de acido octadecanoico en estas muestras permitieron distinguir
la diferencia de la fraccion hidrofébica, con respecto a la cepa silvestre. La capacidad de remocién de
B[a]P en esta cepa fue igual a la silvestre (59% durante las primeras 72 horas de cultivo). Cabe sefialar
la diferencia entre ambas cepas en cuanto a caracterizacion, actividad Bs y composicion molecular,

lo cual se atribuye al efecto de la mutacion en la cepa isogenica y la posible ausencia del pigmento.



INTRODUCCION GENERAL

En la era de la industrializacion global, la exploracion y explotacion de recursos naturales ha
servido como fuente de experimentacion en el rea de investigacion y tecnologia, dando paso a la
manufacturacion de productos con alto valor agregado en el mercado mundial como lo son los agentes
activos de superficie, también denominados Biosurfactantes (Bs). Estos compuestos de superficie
activa son un grupo de moléculas con diversas estructuras, producidas por una gran variedad de
microorganismos. Sus propiedades tensoactivas les permiten ser utilizados en diversidad de

aplicaciones industriales [1].

La produccién de estas moléculas multifuncionales en el mercado mundial ha sido valuada en 1.7
billones de ddlares hasta el afio 2011 y se espera que este afio 2018 alcance 2.2 billones de doélares,
con base a la tasa de crecimiento anual equivalente al 3.5%. El volumen del mercado global de los
Bs se espera supere 476,512 toneladas para este 2018, debido al incremento en la demanda en

paises como Asia, Africa y América Latina, quienes consumen el 21% de dicho mercado [2]

Entre las aplicaciones mas interesantes en la industria se encuentra la cosmética, farmacéutica,
biomédica, agroindustrial y petrolera, en esta Ultima, involucra la biodegradacién de hidrocarburos y
la recuperacién mejorada de petréleo con microorganismos o sus productos. La produccion de estas
moléculas depende de las condiciones de fermentacién, factores ambientales y disponibilidad de

nutrientes.

Estudios previos de produccion de Biosurfactantes realizados a cepas aisladas de sitios impregnados
con hidrocarburos de Serratia marcescens, demuestran la presencia de agentes tensoactivos [3]. Sin
embargo, dicha produccién puede ser incrementada con respecto a los diversos factores
nutricionales. Por lo que en este trabajo se analizaron diferentes factores nutricionales que permitieron
incrementar, caracterizar y purificar dichos compuestos, para determinar el tipo de estructura que

presentan.
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1.1 Biosurfactantes

Los principales Bs son moléculas de origen biolégico de tipo anidénico donde la carga negativa, se la
confiere un grupo sulfonato o sulfuro, de tipo no iénico que involucra productos de polimerizacion, los
de origen catiénico se caracterizan por tener un grupo amonio cuaternario o sweteriones y poseen la
caracteristica de ser compuestos con doble carga. Los Bs son sustancias anfifilicas, es decir;
presentan una fraccion polar hidrofilica donde se engloba a los &cidos, carbohidratos, péptidos
ciclicos, aminoéacidos, &cidos carboxilicos, fosfatos o alcoholes. Poseen una cadena apolar
hidrofébica constituida de cadenas hidrocarbonadas saturadas o insaturadas de &cidos grasos. La
masa molar de los Bs generalmente oscila entre los 500 a 15000 Da [4]. La solubilidad parcial tanto
en agua como en aceite permite al surfactante ocupar la interfase agua-aceite o aire agua con
diferente polaridad. Estas estructuras le confieren un amplio rango de propiedades, incluyendo la
disponibilidad de disminuir la tensién superficial e interfacial de liquidos, formar micelas y
macroemulsiones entre dos fases diferentes. Los Bs poseen propiedades emulsificantes, su principal
papel fisioldgico es el de permitir crecer a los microorganismos en sustratos inmiscibles en agua
mediante la reduccion de la tension superficial de la interfase [5]. Los Bs son metabolitos secundarios

producidos en su mayoria en fase estacionaria de crecimiento biolégico [6,7]

Con base en estos criterios, un Bs es una molécula organica con propiedades surfactantes o
tensoactivas producidas sobre superficies vivas, principalmente superficies de células microbianas o
secretados al medio extracelular. Las propiedades y usos de los Bs provienen de dos fuentes
fundamentales, la primera de su capacidad de adsorberse a las interfases y de otra parte su tendencia
a asociarse para formar estructuras organizadas. Con respecto a la adsorcién, el grupo polar es en
general un grupo funcional que contiene heteroatomos (O, S, N, P) mientras que el grupo apolar es
en la mayoria de los casos un hidrocarburo parafinico o alquil-aromatico. La caracteristica dual de
una molécula de surfactante (polar-apolar) hace que ésta pueda orientarse en una superficie gas-

liquido o en una interfase liquido-liquido.

La tension es responsable de la curvatura de las interfases, de la formacién de gotas, de un gran
namero de inestabilidades capilares y de numerosos fendmenos de estabilizacién. Las fuerzas
capilares involucradas pueden ser considerables y en consecuencia generar diversos tipos de
aplicaciones como la fabricacion de adhesivos, recuperacion mejorada de petréleo, la colocacion de
una monocapa protectora, la contraccion de capas de petréleo flotando, etc. El descenso de la tension
favorece la deformacion y ruptura de una interfase, la formacion de sistemas dispersos como las

emulsiones o espumas, la movilizacion del petroleo residual, limpieza industrial, etc.

|
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1.2 Concentracion Micelar Critica (CMC)

Con respecto a la asociacion de un surfactante en una solucién (acuosa por ejemplo) se le afiade
cada vez mas surfactante, este comienza a adsorberse a las interfases disponibles y su concentracion
en forma mono-molecular aumenta hasta que se forman las primeras micelas. Una micela es un
polimero de asociacion en el cual, un surfactante alcanza una posicion favorable respecto a la fase
en la que se encuentre. Cuando se forma una micela en solucion acuosa del tensoactivo se comporta
como un medio microheterogéneo, la formacion de micelas y concentracion de un surfactante se mide
mediante la Concentracion Micelar Critica (CMC). La CMC es la cantidad minima necesaria de
moléculas de Bs requeridas para el ensamble de una micela (Figura 1).

Tensién Superficial (mN/m)

cmcC

Concentracién de Biosurfactante (g/L)

Figura 1. Relacién entre Tensién Superficial y Concentracion de un Bs (Concentracion Micelar Critica).

Los valores de CMC se determinan mediante cambios en las propiedades fisicoquimicas en solucion
en presencia de Bs; como un incremento de su concentracion en el medio, una vez que es secretado

a la fase acuosa el Bs, la reduccion de la tension superficial se mantiene constante [8].

1.3 Clasificacion de Biosurfactantes

Las complejas moléculas que presentan los Bs, cubren un amplio rango de estructuras quimicas y
son clasificadas de acuerdo a la naturaleza de la carga o fraccion polar individual. Diversos
microorganismos secretan en algunos casos surfactantes que son combinaciones de estructuras; los
Bs mas reportados son los ramnolipidos, soforolipidos y trehalolipido, estos exoproductos son una
mezcla de a-L-ramnopiranosil a-L- ramnopiranosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato y sus
congéneros mono,di-ramnolipido [9]. Los Bs han sido agrupadas en dos categorias; los de bajo peso

5
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molecular, donde la mayor clase comprende a los glicolipidos (ramnolipidos, soforolipidos,
lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos) [10], mientras que en la segunda categoria se encuentran
los de alto peso molecular que engloba a los heteropolisacaridos, lipopolisacéaridos polianiénicos que
contienen tanto polisacaridos como proteinas; a estos se les llama cominmente bioemulsificadores
[11,12, 13]. El primer grupo incluye moléculas las cuales pueden reducir la tension superficial e
interfacial eficientemente, mientras que el Gltimo grupo son polimeros polifilicos y anfifilicos que
usualmente son mas efectivos estabilizando emulsiones de aceite en agua pero no reducen la tensién
superficial [13]. Varios microorganismos son conocidos por producir Bs de tipo especifico, esto
depende principalmente de la composicion molecular. En la tabla 1, se muestra la principal
clasificacion de Bs y los microorganismos especificos que lo producen.

Tabla 1. Principales clases de Bs y microorganismos productores

Clases de Biosurfactantes

Glicolipidos Bs poliméricos Lipopeptidos Acidos grasos Bs particulados Fosfolipidos

Microorganismos productores
Acinetobacter calcoaceticus
Alcanivorax borkumensis
Arthrobacter paraffincus
Arthrobacter sp
Candida antartica

Candida apicola Acinetobacter calcoaceticus

Candida batistae Acinetobacter calcoaceticus Acinetobacter sp
Candida ishiwadae Acinetobacter calcoaceticus  Bacillus licheniformis Arthrobacter paraffineus
Candida lipolytica Acinetobacter calcoaceticus Bacillus subtilis Capnocytophaga sp
Lactobacillus fermentum Bacillus stearothermophilus Candida lipolytica Corynebacterium
Nocardia sp Candida lipolytica Gluconobacter cerinus Insidibasseosum Acinetobacter calcoaceticus  Acinetobacter sp.
Pseudomonas aeruginosa Candida utilis Pseudomonas fluorescens  Corynebacterium lepus Cyanoobacteria Aspergillus
Pseudomonas sp Halomonas eurihalina Serratia marcescens Nocardia erythropolis Pseudomonas marginalis  Corynebacteriumlepus
Rhodococcus erythropolis Mycobacterium Streptomyces sioyaensis  Penicillium spiculisporum

Rhodotorula glutinus
Rhodotorula graminus

Thermoautotrophium
Sphingomaonas paucimobilis

Thiobacillus tiooxidans

Talaramyces trachyspermus

Serratia marcescens
Tsukamurella sp
Ustilago maydis

La produccién de ramnolipidos a partir de especies de Pseudomonas ha sido ampliamente estudiada,
siendo su aplicacién una propuesta potencial como un fungicida en la agricultura, o como aditivos en
el area de biorremediacion. Asi mismo, los trehalipidos son producidos por diversos microorganismos
como Mycobacterium, Nocardya y Corynebacterium. Sin embargo, los mas reportados en esta clase
de Bs son las trehalosas dimicoladas producidas por Rhodococcus erythropolis [14]. Para el caso de
los soforolipidos estos, son producidos principalmente por levaduras como Candida bombicola
(también conocida como Turolopsis bombicola), Centrolene petrophilum, Candida apicola y
Rhodotorula bogoriensis, estos glicolipidos tienen un carbohidrato dimérico de soforosa unido a
los

cadenas de &acidos grasos a través de uniones glicosidicas [15,16]. Mientras que
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manosileritrolipidos son producidos por especies de levadura Pseudozyma, Pseudozyma aphidis,

Pseudozyma antarctica y Pseudozyma rugulosa [17].

Los lipopéptidos ciclicos son producidos por un nimero de especies de Bacillus como moléculas
antibidticas. Entre estos, el compuesto mas importante es la surfactina producida por Bacillus subtilis
por su alta actividad [11,18]. Una amplia variedad de microorganismos, incluyendo algunas Archaea,
producen polimeros de alto peso molecular con actividad bioemulsionante, los cuales son sintetizados
por especies de Acinetobacter calcoaceticus, siendo el primer compuesto estudiado el emulsan RAG-
1 y se encuentra disponible comercialmente como un bioemulsificador de hidrocarburos en agua,

empleandolo a bajas concentraciones entre 0.001% a 0.01% [19,20].

Diferentes bacterias y levaduras producen gran cantidad de acidos grasos y Bs de tipo fosfolipidico
durante su fermentacién sobre sustratos como n-alcanos. Las vesiculas ricas en fosfatidil etanolamina
son producidas por especies de Acinetobacter spp dando paso a la formacién de microemulsiones de
alcanos en agua. Estos Bs son esenciales en aplicaciones médicas. La deficiencia del complejo de
proteinas fosfolipidicas, es la principal causa de insuficiencia respiratoria en nifios recién nacidos. Por
lo que el aislamiento y clonacién de genes ha sido una alternativa viable para la produccién de Bs a
gran escala [21,22].

La disimilitud de estructuras quimicas, su naturaleza y cantidad depende del tipo de microorganismo
productor, en la tabla 2 se representan algunos de los Bs de importancia econémica, asi como su

aplicacion.
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Biosurfactante

Microorganismo

Importancia Econdmica

Lipidos de celobiosa
Serrawetina

Poliolipidos
Lipidos de trehalosa

Lipidos de ornitina

Viscosina

Ramnolipidos

Lipido-Carbohidrato

Proteina PA
Diglicosil-diglicéridos
Células completas

Acidos grasos/lip. Neutros

Soforolipidos
Liposan

Lip. Monosileritritol
Surfactina/lturina
Subtilisina

Aminoacidos
Lichenisina

Lipidos peptidicos
Fosfolipidos
Vesiculas & fimbrias

Emulsan

Alasan

Ustilago maydis
Serratia marcescens

Rhodotorula glutinis y R. graminis

Rhodococcus erythropolis Arthrobacter

sp, Nocardia erythropolis,
Corynebacterium sp.,
Mpycobacteriumsp

Pseudomonas sp, Thiobacillus
thiooxidans, Agrobacterium sp.

Pseudomonas fluorescens
Leuconostoc mesenteroides

P. aeruginosa P.chlororaphis S.
rubidea

Debaryamyces polmorphus
P.fluorescens

P. aeruginosa

Lactobacillus fermentum
Cyanobacteria

Clavibacter michiganensis subsp
insidiosus

Candida bombicola, C. antartica
Candida tropicalis
Kurtzmanomyces sp

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus sp
Bacillus licheniformi, B. subtilis

Bacillus licheniformis

Acinetobacter sp.

Acinetobacter calcoaceticus P.
maltophila
Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter radioresistens

Compuestos antifungicos
Emulsificacidn de hidrocarburos

Actividad anti-proliferativa
Disolucién de hidrocarburos

Bio-emulsificadores

Lipopéptidos activos de superficie
Bioremediacidn, antimicrobianos y
propiedades de biocontrol

Bioemulsificadores

Bioemulsificadores

Bioremediacion
Biofloculantes
Bioemulsificadores

Antimicrobiolégico, antiviral
Bioemulsan

Compuestos antifungicos
Propiedades antimicrobioldgicas
Propiedades antimicrobioldgicas

Propiedades antimicrobioldgicas
Mejoramiento en la recuperacion
de aceites

Propiedades antimicrobioldgicas

Bioremediacion
Bioremediacion

Mejoramiento en la recuperacion
de aceites

Biodegradacién de compuestos
poliaromaticos

Tomado de Saharan et al., 2011



capitt/do [

Microorganismos empleados en la industria e implementados en productos de desecho; han sido
aislados de suelos contaminados, efluentes y aguas residuales. Por lo tanto, estos tienen la habilidad
para crecer en sustratos considerados potencialmente nocivos para otros microorganismos no
productores de Bs [23]. Debido a estas caracteristicas, es necesario someter a diversos métodos de
conservacioén a los Bs para evaluar la calidad y propiedades, ya sea calentamiento ¢ adicion de
sorbato de potasio, el cual es un conservador que inhibe el crecimiento, esto en el area de alimentos
[24]. Asi mismo, la eficiencia de un Bs es una caracteristica esencial de un buen agente activo. Esta,
se mide con respecto a la CMC, una baja eficiencia esta relacionada con la tension interfacial. La
CMC de un Bs tiene un rango entre 1 a 2000 mg/L, mientras que la tensién interfacial (aceite/agua) y
superficial se encuentra entre 1 y 30 mN/m. Los Bs categorizados como buenos son capaz de reducir
la tension superficial del agua de 72 a 24 mN/m y la tensién interfacial de n-hexadecano de 40 a 1
mN/m. La tolerancia a diferentes rangos de temperatura, concentracion de sales por arriba del 10% o
un 2% de NaCl es suficiente para inactivar surfactantes sintéticos [25]. Estas son algunas de las
pruebas de eficiencia a las que son sometidas las moléculas de Bs.

1.4 Propiedades de los Biosurfactantes
Las propiedades Unicas que poseen los Bs con respecto a su contra parte, los surfactantes de origen
sintético es que pueden llegar a cubrir todas las necesidades de estos Ultimos en un gran nimero de
operaciones industriales. Los surfactantes sintéticos son implementados en diversas areas del sector
industrial lo que trae consigo la generacion de residuos altamente contaminantes y persistentes al
ambiente, por lo que el potencial de aplicacién de los Bs en la industria es una realidad debido a las
ventajas que presentan en comparacion con su contraparte los surfactantes quimicos, algunas de
estas ventajas son:
> Biodegradables
Los Bs son facilmente degradados por microrganismos ya sea en agua o suelo, siendo
compuestos viables en tratamiento de aguas o biorremediacion ambiental.

Menos toxicos

\

El bajo grado de toxicidad permite a estas moléculas emplearlas en la industria de alimentos
como aditivos funcionales, cosméticos y farmacéutica. Esta propiedad es fundamental para

aplicacion ambiental.

7
7

» Biocompatibles
La produccion es a partir de materia prima barata, la fuente de carbono y nitrdgeno empleada,
sustratos insolubles como hidrocarburos, carbohidratos, aceites o residuos industriales le

confiere a estas biomoléculas diversidad estructural, produccion econémica.

1
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» Control Ambiental
Pueden ser eficientemente usados en el manejo industrial de emulsiones, control de derrames
petroleros, la detoxificacibn de efluentes industriales y biorremediacibn de suelos

contaminados.

La gran demanda del mercado de los surfactantes ha provocado un incremento en su produccion por
sintesis quimica y en consecuencia la generacion de residuos altamente toxicos y persistentes. Por
otra parte, las necesidades de proteccién al medio ambiente promueven la produccion de surfactantes
biol6gicos econdmicamente sustentables que no conducen a la formacion de residuos toxicos siendo

altamente biodegradables [26].

1.5 Factores que Afectan la Produccién de los Bs.

La produccion de estas moléculas multifuncionales puede ser espontanea o de manera inducida en
presencia de compuestos lipofilicos, variaciones en el pH, temperatura, aireacion, velocidad de
agitacion, o cuando el crecimiento celular se encuentra bajo condiciones de estrés, asi como la baja
concentracion de nitrégeno. Los factores fisicoquimicos son indispensables en la evaluacion de dicha

produccion [27].

1.5.1 Fuente de Carbono

La fuente de carbono juega un papel sumamente importante en el crecimiento y produccion de Bs a
partir de cada microorganismo y especialmente entre especies o cepas. Se han reportado bajos
rendimientos en cuanto a la produccion de Bs, a partir de una misma cepa de Turolopsis bombicola
empleando glucosa o aceite vegetal. Sin embargo, el emplear ambas fuentes en conjunto incrementa
dicha produccion [28]. Especies de levaduras como Candida bombicola han sido suplementadas con
dos fuentes de carbono diferentes como lo es azlcar y aceite incrementando la produccién de Bs en
un periodo de una semana [29]. Diversas especies de Pseudomonas ampliamente reportadas han
sido caracterizadas por utilizar diversas fuentes de carbono para la produccion de Bs como: glicerol,
aceites vegetales, glucosa o n-alcanos con gran potencial e influencia [30]. Células en reposo de
Pseudozyma (C. antarctica) han convertido n-alcanos de C12 A C18 en lipidos de manosileritrol
(MEL); registrando un rendimiento de 140 g/L después de un mes de fermentacion y el Bs secretado
es capaz de emulsificar el aceite de soya [31]. Por lo que un cambio en la constitucion de acidos
grasos de un Bs final ocurre cuando la composicion de los acidos grasos es alterada durante la
fermentacion en un medio que contiene C. ingens [32]. El uso de sustratos renovables para procesos
biotecnol6gicos es una propuesta alternativa para una economia viable, en cuanto a costos y
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produccién en conjunto con el uso de productos agroindustriales. Diferentes sustratos provenientes
de residuos han sido empleados como fuentes de carbono para la produccion de Bs, alguna de estas
son: 4cidos grasos provenientes de aceite de soya, residuos de refinerias, glicerinas a partir de
residuos de biodiesel, residuos de refinerias productoras de aceite de girasol, glucosa, glicerol,

queroseno, etc.[33].

1.5.2 Fuente de Nitrégeno

Este segundo suplemento con naturaleza no menos importante ha sido pieza fundamental en los
procesos fermentativos. La relacibn C/N afecta la generacion de metabolitos. Altos niveles de
concentracion de C y N bajos niveles de nitrégeno limitan el crecimiento bacteriano, favoreciendo el
metabolismo celular en conjunto con la produccion de metabolitos. En contraste, el exceso de
nitrégeno conlleva a la sintesis de material celular y limita la generacion de productos [34]. Diversas
fuentes de nitr6geno orgénicas e inorganicas han sido empleadas para la produccion de Bs en cepas
de P. aeruginosa, donde el NaNOs; proporciona mayor efectividad que el (NH.).SO.4, las condiciones
limitantes nutricionales dirigen el metabolismo celular a la formacion de productos, Los nitratos,
amonio y aminoacidos han sido empleados como fuentes de nitrégeno importantes en el incremento
y eficiencia de los Bs [35]. Los nitratos son los primeros en reducirse a nitritos dando paso a la
formacion de amonio. El amonio es asimilado por la glutamato deshidrogenasa dando paso a la
formacion de glutamato o glutamina sintetasa para formar glutamina. La glutamina y el a-cetoglutarato
son convertidos a L-glutamina por la 2-oxoglutarato aminotransferasa. Sin embargo, la formacién de
lipidos en lugar de azucares, es el factor determinante en la biosintesis de ramnolipidos y la limitacion
de nitrégeno permite la acumulacion de lipidos. En comparacién al amonio, la asimilacién de nitrato
es mas lenta y simula la limitacién de nitrégeno, lo cual es favorable a la produccion de Bs de tipo
ramnolipidico. Extracto de levadura ha sido usado como fuente de nitrégeno para la produccién de

lipidos de soforosa en T bombicola y C bombicola [36].

Uno de los grandes retos a resolver en esta area, es disminuir los costos de produccion a gran escala.
Este problema se puede solucionar a partir del acoplamiento de procesos como la utilizacién de
sustratos econémicos, Por otro lado, la dificultad para obtener Bs puros ha sido un problema de suma
importancia a resolver en el area de alimentos, farmacéutica e industria cosmética. Asi mismo, las
cepas productoras de estos compuestos, presentan una baja productividad, su regulacion y
biosintesis ha sido deliberada en algunas cepas. La produccién de estos metabolitos secundarios

inicia cuando el cultivo estd bajo condiciones de estrés debido a los nutrientes limitantes. Este
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fendmeno esta correlacionado con la baja velocidad de crecimiento del cultivo, trayendo consigo

cambios morfoldgicos implicados en esta fase.

1.6 Metabolismo bacteriano

El conocimiento de la fisiologia y del metabolismo bacteriano permite conocer el modo de vida y el
habitat de diferentes especies bacterianas. El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que
se producen en la célula y tiene tres funciones especificas. La primera es obtener energia quimica
del entorno y almacenarla, para luego usarla en diferentes funciones celulares. La segunda es
convertir los nutrientes exdgenos en unidades precursoras de los componentes macromoleculares de
la célula bacteriana. Y la tercera funcion es formar y degradar moléculas necesarias para cumplir
funciones celulares especificas, por ejemplo: movilidad y captacién de nutrientes. EI metabolismo se
produce por secuencias de reacciones catalizadas enziméaticamente y se divide en anabolismo y
catabolismo. El proceso por el cual la célula bacteriana sintetiza sus propios componentes se conoce
como anabolismo y resulta en la produccion de nuevo material celular; también se denomina
biosintesis. La biosintesis es el proceso que requiere energia, por lo tanto las bacterias deben ser
capaces de obtenerla de su entorno para crecer y, eventualmente, multiplicarse. El conjunto de
reacciones degradativas de los nutrientes para obtener energia o convertirlos en unidades
precursoras de la biosintesis, se conoce como catabolismo. Por lo tanto, el metabolismo es el

resultado colectivo de ambas reacciones.

La reaccion catabdlica resulta en la liberacion de la energia quimica contenida en los nutrientes,
mientras que las anabdlicas la consumen. Por lo tanto, la energia liberada como resultado de las
reacciones de oxidacién reduccién del catabolismo, debe ser almacenada y transportada de alguna
manera. El compuesto fosfato de alta energia mas importante en los seres vivos es el trifosfato de
adenosina (ATP). Este se genera en la célula bacteriana por dos procesos diferentes: fosforilacion a

nivel del sustrato y fosforilacién oxidativa.

Durante la fermentacion, los electrones pasan del dador, un intermediario formado durante la
degradacion del sustrato, hacia un aceptor constituido por algun otro intermediario organico también
generado durante el catabolismo del substrato inicial. Por lo tanto, este proceso de oxidacion
reduccion no requiere el aporte exdgeno de un aceptor final de electrones. Aunque hay distintos tipos
de fermentaciones, todas llevan a una oxidacién parcial de los &tomos de carbono del sustrato inicial
y liberan, por lo tanto una pequefia parte de la energia potencial contenida. En las bacterias se
encuentran las tres vias centrales del metabolismo intermediario de los hidratos de carbono: la

glucolitica o de Embden Meyerhof Parnas, la de pentosa fosfato o shunt de las pentosas y la de
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Entner-Doudoroff. La via glucolitica que degrada la glucosa es preparativa, con reacciones que no
son de oxidacion reduccion, sin liberacion de energia y con formacién de dos intermediarios de tres
atomos de carbono cada uno. En la segunda etapa, si ocurren reacciones de oxidacion reduccién con
liberacion de energia, formacion de ATP por fosforilacion a nivel del substrato (el ATP se genera en
un paso enzimatico especifico) y produccién de dos moléculas de piruvato. En la tercera etapa,
nuevamente ocurren reacciones de oxidacién reduccion y se generan los productos finales de la

fermentacion, que varian segun la bacteria en cuestion [37].

La fermentacién de butanodiol en distintos géneros de bacterias como Enterobacter, Serratia y
Bacillus producen 2,3-butanodiol durante la fermentacion de la glucosa. Este deriva de la
condensacién de dos moléculas de piruvato en una molécula neutra de acetoina que luego es

reducida a 2,3-butanodiol (figura 2)

Cada reaccion metabdlica esta regulada no solo con respecto a otras reacciones, sino también con
respecto a la concentracion de nutrientes en el medio. La regulacion se realiza a diferentes niveles:
en la actividad enzimatica y en la sintesis de las enzimas. En la primera, regulacién de la actividad
enzimatica, se produce: la activacion de enzimas alostéricas, inhibicion por retroalimentacion,
activacion alostérica y cooperatividad. La induccién enzimatica y la represion por productos finales,

son mecanismos de regulacion de la sintesis de enzimas.

El crecimiento bacteriano se define como el aumento ordenado de todos los constituyentes quimicos
de la célula. Las condiciones fisicas y quimicas del medio afectan sus actividades. Las bacterias como
grupo, son extremadamente versdtiles y tienen gran capacidad para utilizar una amplia gama de
nutrientes que van desde compuestos inorganicos simples, a compuestos organicos mas complejos.
Los nutrientes se pueden dividir en dos clases: esenciales, sin los cuales la célula no puede crecer y
no esenciales, se usan cuando estan presentes pero no son indispensables. El carbono es el mayor
constituyente de la célula bacteriana, por lo tanto no llama la atencién que requiera mas carbono que

cualquier otro nutriente.
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Figura 2. Degradacion de glicerol en diversos productos metabdélicos finales.

El glicerol es considerado como materia prima en fermentaciones industriales y microbiolégicas dada
su abundancia y bioconversién, ofrece la oportunidad de obtener sustancias quimicas con valor
agregado en la reduccion de azucares dando paso a la formacion de moléculas reducidas, como
succinato, etanol. xilitol, propionato, hidrégeno, etc (figura 2). El glicerol alcohol en su forma simple
(1,2,3-propanotriol) es el producto principal obtenido durante la transesterificacion de aceites
vegetales, es responsable de disminuir la actividad del agua extracelularmente durante la
osmoregulacién en levaduras. La comparacion entre glucosa y glicerol como sustrato y rendimiento
se ve favorecida en la via D-glucosa, principalmente porque es mas barata. Sin embargo, con el
abundante excedente de glicerol a partir de la produccion de biodiesel, la ruta de la glucosa es
probablemente més cara. Por lo que esta Ultima, es competitiva en la produccion de alimentos, lo cual

no es el caso del glicerol.

La fermentacion de glicerol en las familias enterobacteriaceae resulta en la acumulacién de dos
productos principales; 1,3-propanodiol y acetato, mientras que los productos secundarios lactato,

formato succinato y etanol son producidos en cantidades variables dependiendo de las condiciones
|
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de cultivo [38, 39] (Homann et al, 1990; Barbirato et al., 1998). El consumo de glicerol puede ser a
través de la membrana citoplasmética mediante difusién pasiva. Sin embargo, las células estan
limitadas en el consumo pasivo y tienen una gran desventaja en el crecimiento a bajas
concentraciones de sustrato. EI consumo de glicerol es comunmente citado como transporte mediado
por la difusion facilitada través de la membrana interna. La difusion facilitada se lleva a cabo mediante
una proteina de membrana integral GlpF. El glicerol intracelular es convertido a glicerol 3-fosfato por
glicerol cinasa (GIpF). El glicerol 3-fosfato permanece atrapado en la célula hasta ser metabolizado
[40, 41, 42] (Voegele et al., 1993; Darbon et al., 1999; Braun et al., 2000). La GlpF actla como un
canal selectivo y conduce también a la formacién de alcoholes y derivados de urea, por lo cual es
estéreo-selectiva y enantio-selectiva, todos estos canales son estrictamente selectivo para

compuestos no ionicos, incluyendo iones hidréxido e hidronio.

1.7 Rutas Metabodlicas de Produccion de Biosurfactantes

Los sustratos hidrofilicos son sintetizados principalmente por los microorganismos para el
metabolismo celular y la sintesis de la fraccion polar de lo Bs, mientras que los sustratos hidrofébicos
son empleados exclusivamente para la produccion de la fraccion de hidrocarburo de los Bs [11, 43]].
Diversas vias metabdlicas estan involucradas en la sintesis de precursores devproduccion de agentes
activos de superficie y dependen principalmente de la naturaleza de la fuente de carbono usada en
los medios de cultivo. En primera instancia, cuando los carbohidratos son la Unica fuente de carbono
para producir Bs de tipo glicolipidico, el flujo de carbono es regulado de tal manera que se emplean
ambas vias, la lipogénica (formacién de lipidos) y la glicolitica para la formacién de la fraccion
hidrofilica, suprimidas por el metabolismo microbiano como se ilustra en la figura 3 [44].

Un sustrato hidrofilico, como la glucosa o glicerol; es degradado hasta formar intermediarios en la via
glicolitica, como la glucosa 6-fosfato, el cual es uno de los principales precursores de carbohidratos
localizado en la fraccién hidrofilica de un Bs. Para la produccion de lipidos, la glucosa es oxidada a
piruvato a través de la glicolisis y el piruvato es convertido en acetil-CoA, el cual da paso a la
generacion de malonil-CoA cuando se une a oxalacetato, enseguida es convertido en acidos grasos,

este Ultimo, es uno de los precursores de la sintesis de lipidos [45].

Cuando un hidrocarburo es usado como fuente de carbono, el mecanismo microbiano es direccionado
principalmente hacia la via lipolitica y gluconeogénesis (formacién de glucosa a través de diferentes
precursores como hexosas), de este modo, permite su asimilacion para la produccion de acidos
grasos o azucares. La via de la gluconeogénesis es activada por la produccién de azlcares. Esta via

consiste en la oxidacion de &cidos grasos a través de la B-oxidacion hasta acetil- CoA (6 propionil-
F- - - - - - - - - - - - - - -
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CoA en el caso de cadenas de acidos grasos impares). Iniciando con la formacién de acetil-CoA, las
reacciones involucradas en la sintesis de precursores de polisacaridos, como lo glucosa-6-fosfato,
son esencialmente la inversa a la glucolisis. Sin embargo, las reacciones catalizadas por la enizma
piruvato cinaza y fosfofructocinasa-1 son pasos irreversibles. Otras enzimas exclusivas a los procesos
de gluconeogénesis son requeridas para evitar cada reaccién. En la figura 4 esquematiza las
principales reacciones involucradas en la formacién de glucosa 6-fosfato, el cual; es el principal
precursor de polisacéridos y disacaridos formados por la produccién de la fraccion hidrofilica de

glicolipidos [46].
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Figura 3. Metabolismo intermediario relacionado con la sintesis de precursores de Bs, empleando
carbohidratos como sustrato. Las enzimas clave para el control de flujo de carbono: (A) Fosfofructocinasa; (B)
Piruvato cinasa; (C) Isocitrato deshidrogenasa.

La biosintesis de Bs ocurre a través de 4 diferentes rutas: a) Sintesis de carbohidratos y lipidos; b)
una fraccion en sintesis de carbohidratos, mientras que la otra mitad que es la sintesis de lipidos
depende de la longitud de la cadena del sustrato empleado como fuente de carbono; ¢) una mitad es
sintesis de lipidos y la fraccién restante perteneciente a la sintesis de carbono depende del sustrato
empleado y d) la mitad corresponde a la sintesis de carbono y la otra pertenece a la sintesis de lipidos,
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ambas dependientes del sustrato empleado. Por lo tanto, la longitud de la cadena de n-alcanos usada

como fuente de carbono altera la biosintesis del surfactante.
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Figura 4. Metabolismo intermediario relacionado con la sintesis de precursores de Bs empleando
hidrocarburos como sustratos. Enzimas clave: (A) Isocitrato liasa, (B) malato sintasa, (C) Fosfoenolpiruvato;
(D) Fructosa-1.

Succinato

1.8 Sistema Quorum Sensing

El sistema quorum sensing (QS), es un sistema de comunicacion bacteriana y se caracteriza por la
secrecion y deteccién de moléculas de sefalizacidon —autoinductores- sin una poblacion bacteriana.
Cuando se alcanza la poblacion “Quorum”, en el cual se alcanza el umbral de autoinductores, la
poblacién bacteriana coordina sus respuestas a los insumos ambientales. EI QS es un sistema de
regulacion global que se encuentra en muchas especies controlando varias y diversas funciones
biol6égicas como virulencia, formacién de biopeliculas, bioluminiscencia y conjugacion bacteriana [47].
Los principales componentes del sistema quorum sensing son las sefiales QS sintetasas, el receptor
de sefiales (proteina reguladora), y la sefial molecular. EI complejo proteina autoinductor/regulatorio
modula la actividad de los genes regulados por QS. Hay dos sistemas QS convencionales conocidos
en P. aeruginosa, las y rhl. Los autoinductores sintetasa Lasl y Rhll producen la homoserine lactona
30C12-HSL y C3-HSL, respectivamente, cualquier complejo con su correspondiente regulador

transcripcional, LasR y RhIR, modula la transcripcion de 5 a 10% de todo el genoma de P. aeruginosa
|
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[48]. Un tercer sistema de QS distinto esta formado por el factor transcripcional PgsR (también
llamado MVIR), responsable de la activacion del cluster de genes pgsABCDE y phnAB ambos
requeridos para la produccion de sefales de quinolonas (PQS) en Pseudomonas y 4 hidroxi-2-
alquilquinolonas (HAQs), respectivamente, los cuales son conocidos por su influencia en la
produccién de factores dependientes de QS, como elastasa, piocianinas, lectina PA-1L y ramnolipidos
[49].

En bacterias gram negativas se ha reportado la produccion de Bs de tipo lipopeptidico. El cluster de
genes que codifica para el complejo multi-modular de proteinas péptido sintetasa no ribosomales
(siglas en ingles NRPSs) han sido clonadas y caracterizadas en dos géneros, demostrando su
diferente linaje evolutivo. La organizacion modular sistematica de NRPSs pertenece a una alteracion
estructural de lipopéptidos por un dominio de intercambio o mddulo de NRPSs para generar nuevos
lipopéptidos [50,51]. Especies de Bacillus, Pseudomonas y Serratia producen un amplio rango de Bs
de tipo lipopetidico. Estos lipopéptidos comparten estructuras anfipaticas semejantes que contienen
en una porcion péptidos hidrofilicos, mientras que en la porcion restante contienen acidos grasos
hidrofébicos. La mayoria de los Bs de tipo lipopeptidico tienen una estructura ciclica mediada por la
union entre un residuo de péptido C-terminal y un B- hidroxiacido graso 6 grupo hidroxil del residuo
peptidico o un B-aminoacido. Las NRPSs son enzimas multimodulares que reconocen, activan,
moadifican y unen un aminocido intermediario al péptido producto [52]. Estas, son capaz de sintetizar
péptidos que contienen aminodcidos inusuales incluyendo D-aminoacidos, B-aa y aminoacidos —
hidroxi o N-metilados. L biosintesis de péptido sintetasa no ribosomal ocurre en funcién de la unidad
catalitica, referenciada a un moédulo. El orden de los médulos es usualmente co-lineal a la secuencia
del péptido producto. Cada médulo estd compuesto de dominios especificos que son responsables

de catalizar diferentes actividades enzimaticas.

El dominio de Adenilacion (A) es responsable del reconocimiento de aa y adenilacion a expensas de
ATP para formar un intermediario acil-adenilado. El aa adenilado se une covalentemente a un
acarreador fosfopanteteina adyacente a la tiolacién. (T), o dominio proteina acarreadora del grupo
peptidilo (PCP). La formacion de enlaces peptidicos de dos aa unidos consecutivamente es catalizada
por el dominio de condensacion (C). Los dominios de Modificacién asi como los de epimerizacion (E),
catalizan la conversion de L- aa a D-isbmeros y estan asociados con el modulo que incorpora los D-
aa. Finalmente, la ciclacion y lanzamiento del péptido producto son llevados a cabo por el dominio
tioesterasa C-terminal (Te), este ultimo, est4 asociado con el modulo de terminacion. Un namero de
cluster de genes que codifican las NRPSs para la biosintesis de lipopéptidos en Bacillus y
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Pseudomonas han sido clonados y caracterizados. Ambos cluster de genes muestran sorprendentes

similitudes en su arquitectura modular las cuales también han sido identificadas [53].

1.9 Aplicacion Potencial de los Biosurfactantes

Los Bs son moléculas complejas con grupos funcionales especificos y por lo tanto tienen una accién
especifica. En muchos casos, la contaminacion ambiental causada por la actividad industrial es
debido a accidentes o liberacion intencional o presencia de compuestos organicos e inorganicos en
el ambiente. Diversos estudios relacionados con biorremediacion sugieren que los surfactantes como
aditivos pueden aumentar drasticamente la solubilidad de compuestos lipofilicos (Hidrocarburos
policiclico aromaticos, HPA’s) y ademas incrementar la velocidad de biorremediacion en tratamientos
de suelos contaminados con hidrocarburos [54]. La aplicacién de Bs con respecto a la remediacién
de compuestos inorganicos como metales pesados o en otro sentido, estan dirigidos a agentes
guelantes y remocion de iones durante etapas de lavados facilitados por las interacciones quimicas
entre los anfifilos y los metales i6nicos [23].

Los biosurfactantes tienen diversas aplicaciones tanto en el sector ambiental, alimenticio,
farmacéutico, polimerizacion, emulsion de pinturas, mineria, textiles, agroguimico, tratamiento de
residuos, formulacion de asfaltos, cementos, manufacturacion de fibras, preservativos de maderas,
cosmeéticos, en la agricultura como diluyentes y dispersantes de fertilizantes y pesticidas [55, 56,26)].
También en el mejoramiento de la penetracion de compuestos activos dentro de plantas, otra de las
aplicaciones no menos importantes es en la biorremediacion y dispersion de derrames petroleros y
movilizacion de petréleo pegado en el interior de los tanques y también en la recuperacién mejorada
de petréleo. La gran diversidad de aplicaciones depende de las caracteristicas y tipo de funcién que
presenten los agentes activos de superficie [57,58, 59]. Hoy en dia en la industria del petréleo, hay
un gran interés en el uso de Bs en la movilizacién del crudo pesado, transporte en tuberias y remocion
de pozos atascados, administracion de derrames petroleros, control de contaminacién de crudo,
limpieza de lodos impregnados con petréleo almacenados y recuperacion microbiana mejorada de
petroleo (siglas en inglés: MEOR) [60].Diversos procesos de produccion y optimizacion de Bs han
sido patentados y comercializados, algunas de las patentes disponibles en el mercado se presentan
en la tabla 3, [61]. Cabe destacar que hoy en dia existe un sin nUmero de patentes disponibles

comercialmente.

En este contexto, la matriz biol6gica ha tomado auge en el ambito de produccién de compuestos con

aplicacion biotecnoldgica. Hoy en dia, el interés por emplear estas moléculas es por su compatibilidad

1
19



capituto |

con el ambiente, ya que son sustancias no toxicas y altamente biodegradables. Ademas de las

propiedades estructurales Unicas y particulares que le confieren multi-facetas, en el area de

biotecnoldgica, su aplicacion se ha enfocado de manera especifica en la limpieza ambiental [62].

Biofuture

EC-601

EC-1800

EC-2100W

JBR-products

Petrosolv

Surfactin

Serratamolide

Tabla 3. Patentes de Biosurfactantes comerciales.

Ramnolipidico

Ramnolipidico

Consorcio bacteriano

Consorcio bacteriano

Ramnolipidico
Desconocido

Bacillus subtilis

Serratia marcescens

Biofuture Ltd,
Irlanda

Ecochem Ltd, Canada

Ecochem Ltd, Canada

Ecochem Ltd, Canada

Jeneil Biosurfactant
Co, LTC USA

Enzyme Technologies
inc, USA.

Sigma-Aldrich Co,
LLC, USA
1717 CheMall Co,
USA

Biorremediacion de suelos
contaminados con
hidrocarburos

Agentes dispersantes de
hidrocarburos insolubles en
agua

Limpiador de derrames de
petroleo en suelo
Degradador de
hidrocarburos en plantas de
tratamiento de  aguas
residuales

Industria de alimentos y
agroindustriales

Remocion de petrdleo,
recuperacion y
procesamiento

Actividad antifungica,

antibacteriana y antitumoral
Actividad antimicrobiana

En este contexto, las moléculas de Bs actiian como mediadores, los cuales incrementan la velocidad
de transferencia de masa a partir de matrices contaminadas haciendo biodisponibles los sustratos
hidrofébicos para los microorganismos [63, 64]. Los Bs pueden inducir cambios en las propiedades
de membrana celular, dando como resultado un incremento en la adherencia microbioldgica. Este
mecanismo es de vital importancia cuando dos fases inmiscibles (aceite y agua) estan presentes en
el consumo directo de sustrato [65, 66], Otra notable caracteristica de aplicacion ambiental de estos
compuestos, esta basada en su habilidad al complejo de iones metalicos pesados, los cuales pueden

mejorar la remocion y extraccion en tratamientos biologicos [67].

1.10 Biodegradacion
La biorremediacién involucra el uso de microorganismos, bacterias u hongos para detoxificar o

remover contaminantes organicos, es la principal estrategia implementada para la remediacion de

1
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suelos/agua impregnados con hidrocarburos mediante biodegradacion, biotransformacion y/o
mineralizacién, preferentemente in situ. Ha sido propuesta como una tecnologia efectiva para el
control de hidrocarburos [68], los procesos de biodegradacién han sido reconocidos como una
poderosa alternativa en métodos convencionales para resolver problemas que conciernen al medio
ambiente, incluyendo tratamientos fisicoquimicos. Hoy en dia, la gran variedad de bacterias que usan
como sustrato hidrocarburos se han visto limitadas por numerosos factores como lo son: sustratos
recalcitrantes y la baja solubilidad y la baja solubilidad de compuestos organicos en sistemas acuosos

lo cual limita su biodisponibilidad para su biodegradacion [69].

Los hidrocarburos derivados de petréleo son materia prima esencial en nuestra sociedad hoy en dia,
pero también son un factor principal de contaminacion ambiental lo que entorpece los procesos de
biorremediacion. El petréleo crudo tiene muy baja solubilidad en agua, una alta adsorcién en mezcla
de suelos y una velocidad limitada de transferencia de masa para la biodegradacion [26]. La adicion
de compuestos activos de superficie pueden promover la solubilidad de los hidrocarburos haciéndolos
disponibles y aumentando la biodegradacion. En este contexto, muchos estudios han demostrado que
la adicion de surfactantes sintéticos, incrementa la solubilidad de ciertos hidrocarburos haciéndolo
mas disponible y mejorando asi su biodegradacion. Los Bs son ampliamente utilizados para
incrementar la degradacion de compuestos hidrofébicos. No obstante, la adicion de emulsificadores
sintéticos persistentes, podrian ser altamente nocivos para el medio ambiente y organismos vivos.
Ademas, estos pueden inhibir la via de degradacién a través de interacciones toxicas y la
encapsulacion de hidrocarburos por medio de micelas de surfactante. Por el contrario, los compuestos
activos de superficie de origen microbioldgico, se caracterizan por ser respetuosos con el medio
ambiente, rediciendo la toxicidad y biodegradabilidad, por lo que estos podrian ser considerados como
las mejores alternativas con respecto a su contra parte quimica aumentando la solubilidad,

biodisponibilidad y biodegradacion [70].

21



1 01INLIdVD



capituto I

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Serratia marcescens

Serratia marcescens es un bacilo gram negativo de naturaleza libre, pertenece a la familia
enterobacteriaceae, es una bacteria multi-resistente, produce pigmentos a temperatura ambiente,
secreta antibidticos de tipo carbapem. Algunas cepas de origen clinico se ha demostrado son
patégeno-oportunistas y causan repercusiones en el sistema nervioso. Muchas especies de Serratia
expresan fimbrias que incluyen aquellas que exhiben hemaglutinacién sensible a manosa, aunque se
desconoce la especificidad tisular de estas adhesinas. Algunas cepas expresan componentes de la
superficie celular que los hacen altamente hidrofébicas, y esto puede estar involucrado en la adhesion
a superficies de células eucariotas. Especies de Serratia secretan diversas enzimas involucradas en
factores de virulencia como las proteasas, beta-lactamasas, DNAasas, lipasas, quitinasas,
gelatinasas, cloroperoxidasas, isoenzimas multiples de fosfatasa alcalina, hemolisinas reguladas por
hierro, las cuales se sabe, expresan un sistema de absorcion de hierro de alta afinidad mediado por
enterobactina y algunos pueden adquirir iones férricos mediados por aerobactina. Presentan diversos
fenotipos como formacion de biopeliculas que permiten a los microorganismos patégenos la defensa
contra antibiéticos, la locomocion en swarming que involucra la diferenciacién celular en respuesta al
crecimiento, con células en swarm hiperflageladas y elongadas asociado a la secrecion de
surfactantes que tienen como objetivo desplasarse sobre superficies. El sistema sensor de

quimiotaxis juega un papel crucial en la motilidad en swarming [71].

En la biosintesis de FIhDC-RssAB-ShIBA se produce una hemolisina, ShlA que funciona como una
toxina, la cual forma poros en conjunto con la proteina ShiB, causando citotoxidcidad en los globulos
rojos y en otras células eucariotas, como las epiteliales y los fibroblastos. Dependen del contacto y
no se liberan como productos extracelulares. Sin la presencia de ShiB, ShlA se inactiva. ShiB es una
proteina de membrana externa y activa. La activacibn de ShlA también depende de
fosfatidiletanolamina, un componente principal de la membrana externa de S. marcescens. Ademas
de la actividad citotoxica, ShIA también media en la liberacion de moléculas inflamatorias y contribuye
a la uropatogenicidad. Dado que ShlA y ShIB estdn asociados a células, la capacidad de estas

proteinas para causar dafio generalmente depende de la capacidad de S. marcescens para adherirse.
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Asi mismo, el sistema de dos componentes RssAB, inhibe la locomocidon en swarming. De igual forma,
el sistema FIhDC controla la expresion del flagelo y regula positivamente la produccién de

hemolisinas, y esta involucrado en la produccién de biopeliculas y swarming en Serratia marcescens.

2.1.2 Biosintesis de Bs en Serratia marcescens

Los Bs de Serratia marcescens son ciclodepsipéptidos (Serrawetina W1 (cadenas simples de
dilactonas)) con actividad humectante. Poseen diversas caracteristicas como la expansion
independiente del flagelo, son aceleradores de swarming, secretan antibiéticos y secretan al medio
otro tipo de Bs de cadena hidrocarbonada con grupos acilo y aminoacidos ciclicos (D-3-hidroxi-
decanoil-L-seril) que han sido identificados en las cepas W2 y W3, comparten la biosintesis a través
de la condensacion de dos moléculas de acido serratamico (D-3-hidroxidecanoil-L-serina) sintetizado
por la 4" fosfopanteteneil transferasa (Siglas en ingles PPTase).Esta proteina acarreadora de grupos
peptidilo, es el domino de fosfopanteteinilacion por la PswP (PPTase codificada por el gen pswP de
S. marcescens 274). Los pasos predichos para la biosintesis de Serrawetinas involucra como primer
término, el dominio de adenilacién por la adenilato L-Serina, entonces esta enzima activada se une
también como tioéster al dominio de tiolacién que ha sido fosfopanteinilado antes de por el PswP
(PPTase). Para el grupo amino de la L-serina anclada en el dominio de tiolacion, la fraccion restante
de 3-D-hidroxidecanoil unido a la proteina transportadora de grupos acilo (ACP) reaccionara para
formar un enlace amida por el desprendimiento de una ACP. Entonces, el acido serratamico sera
formado por el dominio de tiolacion. Mutantes deficientes en la formacién de ACP y las Acil-ACP no
han sido identificadas, Entonces el papel de ACP es pura especulacién. Esta situacion es similar a la
estudiada en la biosintesis de surfactina en Bacillus subtilis. Si la ACP requerida para la biosintesis
de serrawetinas es idéntica a la proteina que actla en el metabolismo general de los acidos grasos,

los defectos en un proceso tan fundamental en la biosintesis de lipidos pueden ser letales [71]

El dominio de tiolacion se liberara transfiriendo el primer acido serratamico al dominio tioesterasa. El
siguiente paso para anclar el segundo acido serratdmico al dominio de tiolacion fosfopanteteinilado
libre. Entonces un &cido serratdmico sera anclado a un dominio de tiolacion y el segundo al de
tioesterificacion. Después de esto, un proceso similar al propuesto para la biosintesis de gramicidina
se lleva a cabo. El cual consiste en que dos acidos serratamicos, estan unidos por un enlace éster y
enseguida se da la formacion de un enlace éster intramolecular, el cual;, dard como resultado la
liberacion del producto, simétrico una Serrawetina W1. Excepto por el dominio ACP que porta la

fraccion 3-D-hidroxidecanoilo, el presunto producto SwrW contiene todos los dominios funcionales
|
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para los pasos de biosintesis anteriores. En contraste, a otros ciclodepsipéptidos formados por las
proteinas multi-modulares NRPSs, la Serrawetina W1 no presenta uniones peptidicas pero parece

estar ensamblada por las NRPSs uni-modulares. Presuntamente, SwrW podria ser una enzima simple

en la familia de las NRPSs (Figura 5) [71].
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Figura 5. Biosintesis de Serrawetina W1 dependiente de las NRPSs. Los presuntos pasos, estan indicados en
numeros secuenciales (1-10). ACP, proteinas acarreadoras de grupos acilo; C, dominio de condensacion; A,
dominio de adenilacion; T, dominio de tiolacion; TE, dominio de tioesterasa, La linea en zig-zag extendida desde
las ACPs hasta el dominio T representa parte de la fraccién fosfopanteteinilo.
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2.2 ANTECEDENTE DIRECTOS

En el laboratorio de Biotecnologia Ambiental se cuenta con una cepa pigmentada de Serratia
marcescens (SM3) aislada de suelos contaminados con hidrocarburos. Estudios previos de
caracterizacion y produccién de Bs en medio rico Luria Bertani (LB) demuestran que reduce la tensién
superficial de 54 a 33.9 dinas/cm a las 72 h de fermentacion, presentando un indice de emulsién con
queroseno del 69%. Asi mismo, en los ensayos de locomocién en “swarming” se demuestra que esta
cepa secreta al medio algun tipo de Bs [3]. Dado estos resultados, se decidié emprender la blusqueda
de cepas isogénicas con capacidad de producir algin agente tenso-activo, con la caracteristica de no
presentar pigmento que afectase la purificacion y actividad Bs. En este mismo trabajo se obtuvieron
6 mutantes blancas con el agente quimico etil-metanosulfonato (EMS) de un total aproximado de 1750
mutantes de estas, Unicamente se demostré que la cepa SMRG-5 es capaz de reducir la tension
superficial a 35.6 dinas/cm y presenta un indice de emulsién de 51.9% en el mismo medio de cultivo,
presentando caracteristicas de actividad Bs similares a la cepa silvestre SM3 (figura 6).

a) b)
14 60
S 12 - | %
= 3 50
10 b4 =
g = a0
= 8 y § A
£ £ a 30
26 3
s 20
g ¢ S
o
= $ 10
E =
g 0 C
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tiempo (Horas) Tiempo (Horas)
__ 80
B
c) § 60
=
= SO
=
» 40
2
5 30
5 20
@
L 10
2
- 08—
0 20 40 60 80

Tiempo (Horas)

Figura 6. Caracterizacion de las cepas SM3 y SMRG-5 con respecto a la produccion de biosurfactante. a)
Perfil de crecimiento bacteriano de las cepas SM3 (¢) y SMRG-5 (m). b) Reduccion de la tension superficial de
las cepas SM3 y SMRG-5. ¢) Indice de Emulsién de las cepas SM3 y SMRG-5.

Asimismo, presenta un patrén de locomocién en “swarming” similar a la cepa SM3 (figura 7).
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Mutante's Mutante 5

Figura 7. Ensayo de locomocidn en swarming de las cepas SM3 y SMRG-5 de Serratia marcescens y como
control negativo E. coli DH5a.

Asi mismo, a nivel molecular; se sabe que el gen que codifica para la produccién en paralelo para la
produccion de Bs y prodigiosina pswP fue identificado en ambas cepas como productos de reaccion
en cadena de la polimerasa “PCR”, al amplificar el gen se corroboré que en estas cepas SM3y SMRG-
5 también se encuentra dicho gen (figura 8).

pb

500
Producto de

100 PCR 379 pb

Figura 8. Electroforesis en gel del producto de PCR del gen pswP en la cepa SM3 y mutantes quimicas. Gel

de Agarosa 1%. Marcador de Peso Molecular (1kb ladder N3232S NE Biolabs). Carril 1 cepa SM3, Carril 2,

cepa SM4 (cepa blanca de Serratia marcescens). Carriles 3-8 cepas mutantes quimicas 1-6. Carril 9, E.coli
DH5a.
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Lo anterior demuestra que la cepa SMRG-5 conserva los niveles de producciéon de Bs con la
caracteristica de no secretar pigmento durante su metabolismo [3]. En los reportes de Sunaga et al.,
[72] demuestran gque la produccién de prodigiosina y biosurfactante estan asociados en la ruta de
biosintesis lo que dificulta su separacién. Por lo tanto, es de gran interés purificar y caracterizar el
surfactante de la cepa mutante SMRG-5 no pigmentada a la par de la cepa silvestre SM3. Asi como
realizar estudios préximos en la degradacion de hidrocarburos, haciendo una comparacion entre
ambas cepas, explorando diferentes condiciones fisicoquimicas y nutricionales que delimiten la mejor

condicién de produccién en ambas cepas.

Con base en los antecedentes previamente mencionados con respecto a la produccién de Bs en
ambas cepas de Serratia marcescens (SM3 y SMRG-5), en este trabajo se plante6 producir,
caracterizar e identificar la estructura del Bs de cada cepa. Asi como también, obtener cepas mutantes
productoras de Bs a partir de mutagénesis dirigida (Mini-Tn 5) con el objetivo de seguir en la busqueda
de cepas blancas isogénicas identificando y ubicando donde se sitta la mutacion.
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3.1 HIPOTESIS

Las cepas SM3 y mutante SMRG-5 secretan al medio un tipo de biosurfactante, el cual posiblemente
difiere en su estructura y caracteristica como consecuencia de la mutacién quimica. Por lo que su
aplicacion en la biodegradacion de hidrocarburos se vea favorecida ya que incrementan su
biodisponibilidad y por ende su biodegradabilidad.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Producir, purificar y caracterizar el biosurfactante producido por las cepas SM3 y SMRG-5 de Serratia

marcescens y la biodegradacioén de benzo [a] pireno por ambas cepas.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produccién y caracterizacion de los Bs producidos por las cepas SM3 y SMRG-5.
Extraccion y purificacion de los Bs de las cepa SM3 y SMRG-5.
Elucidacion de la estructura del Bs producido por las cepas SM3 y SMRG-5

vV V V V

Remocién de benzo [a] pireno en los medios de cultivo favorables a la produccién de
biosurfactantes en las cepas SM3 y SMRG-5
» Busqueda de mutantes productoras de biosurfactante blancas mediante mutagénesis con

transposon mini-Tn 5
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La estrategia experimental propuesta, fue modificada conforme se desarroll6 este proyecto de
acuerdo a los resultados obtenidos en cada etapa. Por lo que en esta pagina se presenta la estrategia

final implementada.

4.1 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cepas SM3 y SMRG-5

-Evaluar el efecto del medio de cultivo en la
produccién de Bs, asi como su caracterizacion

-Actividad Bs

- Produccion, Extraccién vy Purificacion de Bs
-Actividad Bs

- Elucidacién de la estructura de Bs
- Actividad Bs

-Ensayos de Biodegradacion en medios favorables a la
produccion de Bs
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5.1. ANTECEDENTES
5.1.1 Evaluacioén del Efecto del Medio de Cultivo en la Produccién de Bs,

Caracterizacion y Medicion de la Actividad Bs

Las cepas usadas en este trabajo son conservadas y preservadas bajo distintos métodos. La
evaluacién del efecto del medio de cultivo y sus factores ejercen un papel de suma importancia en
este trabajo, ya que se busca incrementar y mejorar la produccion de estos agentes activos de
superficie aunado a la actividad Bs medida en cada paso a evaluar. Por ello se hace uso de las
herramientas estadisticas. En este contexto, un disefio experimental permite establecer diferencias o
relaciones entre las variables de un problema a través de métodos cientificos, busca a través de una
serie de herramientas estadisticas sistematizar los ensayos de pruebay error para encontrar la mejor
combinacién de variables independientes que optimice una variable de respuesta en unas
circunstancias determinadas.

El andlisis experimental se basa en la comprension de la variacion que presentan los datos de salida
de un problema. Las ventajas de produccion de surfactantes de origen biolégico incluye mayor
produccion, velocidad de crecimiento especifico, medios de cultivo econémicos, asi como optimizar
distintos parametros que involucran reduccion en tiempo, desarrollo de procesos. La metodologia de
disefio experimental estadistico es una alternativa eficiente en sistemas de cultivos microbioldgicos,
un ejemplo de ello; es la metodologia de superficie de respuesta (MSR) la cual consiste en emplear
una técnica estadistica basada en el andlisis de regresion multiple lineal. La MSR ha sido empleada
en el maximo rendimiento de produccion del biosurfactante Emulsan, produccion de biomasa,
optimizacion de la conversion de aceite vegetal y fermentacion alcohdlica a partir de Lactobacillus

casei [73].

5.1.1.1 Las herramientas estadisticas permiten incrementar la produccion de Bs
La produccion de los Bs a partir de distintos medios de cultivo econémicos y con diferentes fuentes
de carbono es hoy en dia una alternativa sustentable. Ejemplo de ello son los aceites vegetales
usados o aceites para motor, residuos sélidos y liquidos de papa y almidén suplementados con sales
minerales, melaza de azlcar, suero de leche y residuos de las destilerias, los microorganismos
capaces de crecer en estos sustratos demuestran tener resultados favorables en cuanto a reduccion

de la tensién superficial y actividad emulsionante [74, 75, 26].
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Debido a la gran diversidad de factores asociados a la produccion de Bs incluyendo pH, temperatura,
fuente de carbono, concentraciones de nitrégeno fosforos y sales inorganicas (por ejemplo: hierro
magnesio y calcio) han traido consigo hacer uso de herramientas bioestadisticas con enfoques
eficientes para la seleccion optima de sistemas de medios de cultivo mediante metodologias de

disefios experimentales estadisticos.

Un experimento diseflado es una prueba o serie de pruebas en las cuales se inducen cambios
deliberados en las variables de entrada de un proceso o sistema, de manera que sea posible observar
e identificar las causas de los cambios en la respuesta de salida. El disefio experimental puede ser
considerado como parte del proceso cientifico y tiene como objetivo determinar cudles son las
variables que tienen mayor influencia en la variable de respuesta, determinar el mejor valor de las
variables controlables que influyen en la respuesta, determinar la mejor combinacion de las variables
controlables que ayuden a reducir la variabilidad de la respuesta. Establecer la combinacion éptima
de las variables controlables con el objetivo de minimizar los efectos de las variables incontrolables.
Su aplicacion en fase temprana de la evolucién de un proceso puede dar como resultado: mejorar el
rendimiento del proceso, reduccién de variabilidad, menor tiempo de desarrollo y minimizar costos.

Para analizar un experimento de manera correcta, es necesario que se tenga una idea clara sobre el
problema a estudiar, la metodologia a seguir es comprender y plantear el problema, elegir los factores
y niveles, asi como seleccionar la variable de respuesta, en cuanto a la eleccién del disefio
experimental, se debe considerar el tamafio muestral, seleccionar un orden adecuado para los
ensayos y determinar si esta implicado un bloqueo u otras restricciones, una vez implementado el

experimento este debe ser monitoreado y asegurar que se haga conforme a lo planteado [76]

Con respecto a la produccion de Bs se emplearon como herramienta estadisticas los disefios
factoriales que nos permiten evaluar varios factores en el experimento, el tipo mas simple de
experimento factorial involucra solo dos factores digamos que A y B. Hay a niveles del factor Ay b
niveles del factor B. En este disefio se consideran n réplicas del experimento y que cada una de ellas
contiene todas las ab combinaciones de tratamiento. Al colectar los datos, las observaciones ab...n
correrian en orden aleatorio, por lo que se considera un factorial de dos factores completamente

aleatorizado [76].
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5.2 MATERIALES Y METODOS

5.2.1 Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en este estudio son SM3 y mutante SMRG-5 de Serratia marcescens las cuales
son preservadas en medio de cultivo Luria Bertani que contiene: Bacto-peptona 10g/L, extracto de
levadura 5g/L, NaCl 10 g/L y agar bacteriol6gico 15 g/L e incubadas a 30°C durante 16 horas. Asi

mismo, la conservaciéon de ambas cepas se lleva a cabo en glicerol al 80% y almacenadas a -20°C.

5.2.2 Medios de cultivo para la produccion de Biosurfactante
Las cepas SM3 y SMRG-5 fueron evaluadas en cuanto a produccion de biosurfactante con distintos
medios de cultivo, sefialados a continuacion (Gramos por litro de agua destilada):
1. Peptona-glicerol (PG). Glicerol 12-14, peptona de caseina 2-4, (NH4).SO4 0.75-1.50.
2. Glucosa 10-30, (NH4)2S04 1-10, Solucién salina (composicion g/L: KCI 1.1, NaCl 1.1, KH2PO,
3.4, KzHPO4 4.4, ZnS0O4-7H,0 0.29, CuS0O4-5H,0 0.25, (NH4)2S04 1.0, FeSO4-7H20) y extracto
de levadura 2-10.
Cada experimento se lleva a cabo por triplicado, bajo condiciones de esterilidad (120°C, 15 lib, 15

min).

Pre-indculo e inoculo

Una colonia de ambas cepas proveniente de medio sélido debe ser inoculada en un matraz de 200
mL con 50 mL de medio de cultivo Luria Bertani (Bacto-Peptona 10 g/L, extracto de levadura 5, NaCl
10 g/L) deben incubarse durante 12 h a 30°C y 150 rpm. En un matraz de 500 mL con 200 mL de
medio de cultivo previamente esterilizado se debe inocular con el 10% de su volumen e incubar a
30°C, 150 rpm durante 72h. Posterior a su produccién en el mejor medio de cultivo se escalara a nivel

fermentador (3L) con volumen final de 1L.

5.2.3 Efecto del medio de cultivo para la produccion de Biosurfactante por la cepa
SM3y SMRG-5
Se empled un disefio factorial 2* con cuatro variables a analizar, con el objeto de evaluar la
combinacién Optima de variables en respuesta a la produccién de Bs en las cepas SM3 y SMRG-5.
Las variables en estudio fueron: glucosa (fuente de carbono), extracto de levadura y (NH4)>SO4 (fuente
de nitr6geno) y medio mineral como suplemento al medio de cultivo y para la produccion de Bs, se

evaluaron a dos niveles -1 y 1 (minimo y méximo) incluyendo puntos al centro (tabla 4). Los factores

1
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temperatura, pH inicial, y porcentaje de indculo se manejaron como valores constantes. El disefio
factorial 2* proporciona 16 tratamientos diferentes a analizar con 3 puntos al centro que consideran la
varianza del error experimental.

Tabla 4. Variables estudiadas y sus niveles en un disefio factorial 2*

Nivel Puntos al Nivel

Variables Bajo centro alto
-1 0 1
F. de Carbono: Glucosa (g/L) 10 20 30
F. de Nitr6geno:(NH.).SO4 (g/L) 1 5.5 10
F. de Nitrogeno: Ext. de Levadura 2 6 10
Medio Mineral 0.5 1 1.5

5.2.4 Efecto del medio de cultivo en la produccién de Biosurfactante por las cepas
SM3 y mutante quimica SMRG-5

Un disefio factorial 22 fue utilizado para estudiar el patrén de respuesta del efecto de las variables con
respecto a la cantidad de: glicerol como fuente de carbono y fuente de nitrégeno para determinar la
combinacién Optima de variables que aumenten la produccién de Bs en ambas cepas. Las variables
optimizadas se muestran en la tabla 5 con dos niveles (valor codificado -1, +1). Los factores
temperatura, pH inicial, y porcentaje de inoculo se mantienen como valores constantes. Por lo tanto,
el disefio factorial 22 proporciona 11 tratamientos diferentes a analizar con 3 puntos al centro que
consideran la varianza del error experimental.

Tabla 5. Variables estudiadas y sus niveles en un disefio factorial 23

Nivel Puntos al Nivel
Variables bajo centro alto
-1 0 L1
F. de Carbono: Glicerol (g/L) 12 13 14
F. de Nitrégeno: (NH4)2S04 (g/L) 0.75 1.12 1.5
F. de Nitrégeno: Peptona de Caseina (g/L) 2 3 4
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5.2.5 Actividad Biosurfactante
La actividad Bs involucra someter al sobrenadante libre de células, (producto de cada fermentacion)
a distintos ensayos como la locomocion en swarming, reduccién de la tension superficial e indice de

emulsion. Por lo que a continuacion se describe cada prueba:

5.2.5.1 Medicién de lareduccién de la Tension Superficial (TS)

Para medir la tensién superficial se toma una muestra al sobrenadante libre de células (6mL) y se
filtra (filtro Whatman 0.45 um) previa la medicién. La muestra se coloca en cajas Petri (35 x 10 mm) y
con la ayuda de un tensiémetro de superficie (Fisher Modelo 20 previamente calibrado se lleva a cabo
la medicién. La tension superficial consiste en medir la fuerza necesaria para mover el anillo inmerso
en la solucién que contiene el Bs hacia arriba a través de la superficie del liquido en el aire (Método
del anillo de du Nouy). Se usaron como controles agua, medio de cultivo LB y PG, asi como los

solventes organicos como acetato de etilo fase en la que se extrae el Bs.

Ademas, cada muestra fue medida por el método de placa (Whilhelmy), En el cual, una placa de
geometria rectangular perfectamente conocida suspendida verticalmente a una balanza de precision.
El lado inferior de la placa se pone en contacto (horizontalmente) con la superficie del liquido para
que se moje. Luego se ejerce una fuerza vertical sobre la placa para levantarla. La placa se levanta
poco a poco, y de cada lado se forma una interfase curva; se levanta la placa hasta que se produzca
el arranque. Usualmente la placa es de platino levemente rugoso, de tal forma que el angulo de
contacto sea lo mas pequefio posible, y se pueda suponer igual a cero. La placa mide tipicamente
29,9 mm de largo (L) y 0,1 mm de espesor, en cuyo caso el perimetro completo es de 60 mm. La
balanza es en general una balanza de torsion es un motor que asegura el levantamiento, y un sistema

registrador monitorea la fuerza. (Figura 9) [77].

S

[
JAG

Fuerza de tension

Figura 9. Método de placa de Wilhelmy
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5.2.5.2 indice de Emulsién (IE2a)

La técnica se lleva a cabo en base en el protocolo de Cooper y Goldenberg, [78]. Consiste en formar
una mezcla de solucién en un tubo de ensaye de 10 mL con 6 mL de queroseno y 4 mL de
sobrenadante de un cultivo filtrado a analizar, las muestras deben tomarse directamente de las
cinéticas. de crecimiento. La solucion se mezcla vigorosamente en un vortex (Baxter) durante 2 min
a 14 000 rpm completamente homogénea. La emulsion se mide 24 h después de haber preparado la

mezcla segun la férmula siguiente:

Altura de la zona emulsionada
IEos = x100

Altura del liquido total (ej. Zona del aceite + zona emulsionada zona acuosa)

La férmula consiste en medir la altura de la zona que emulsiond, es decir, el sobrenadante
completamente mezclado con el hidrocarburo (queroseno) entre la altura del liquido total
(hidrocarburo mas la zona emulsionada) y este resultado es multiplicado por el factor de porcentaje.

5.2.5.3 Ensayo de Locomocién en “Swarming”

Para determinar la locomocion tipo “swarming” a las cepas de S. marcescens se prepara un cultivo
en medio liquido LB por 6 h (fase de crecimiento exponencial). Posteriormente con la ayuda de un
palillo se deposita una alicuota de este cultivo sobre la superficie de una placa de medio LB al 0.8%
de agar. Las placas se incuban a 30 °C durante 24 h y se observa el nado. [79]. La locomocién en

swarming, en ambas cepas fueron probadas en los medios favorables a la produccion de Bs.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION

La produccién de Bs por cepas de S marcescens SM3 y mutante quimica blanca SMRG-5, mediante
las herramientas estadisticas en este caso los disefios experimentales, se presentan a continuacion
donde los factores evaluados son la fuente de carbono y nitrégeno con respecto a la reduccion de la
TSy IEza.

5.3.1 Produccion de Bs por cepas de S. marcescens SM3 y mutante quimica SMRG-5,
mediante disefios experimentales estadisticos.

En la presente etapa se utilizaron disefios experimentales estadisticos para evaluar diferentes fuentes

nutricionales sobre la produccién de Bs por ambas cepas.
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Debido a la importancia y factores que involucra el uso de las herramientas estadisticas, en este
trabajo se presentan los resultados del efecto que ejerce el medio de cultivo en la produccién de Bs
por cepas de S. marcescens (SM3 y SMRG-5).

5.3.2 Efecto del medio de cultivo para la produccion de Bs por la cepa SM3 en
glucosa como fuente de carbono

Un disefio factorial 2* fue usado para evaluar la produccién de biosurfactante de la cepa SM3 en
funcion de la glucosa (fuente de carbono), (NH4).SO4, extracto de levadura (fuente de nitrdgeno) y el
medio mineral. Los valores de respuesta fueron: la reduccion de la tensién superficial (TS) e indice
de emulsion (IEzs). En la figura 10 se presentan las cinéticas de crecimiento de la cepa SM3 en los
diferentes medios de cultivo evaluados. Se observa que a niveles altos de extracto de levadura (fuente
de nitrégeno) el crecimiento esta por debajo de 1.5 abs (figura 10a-b), mientras que a bajas
concentraciones de esta misma fuente de carbono, el crecimiento aumenta registrando como maximo
2.0 unidades opticas de abosorbancia.

Con respecto, a la tasa especifica de crecimiento de cada medio de cultivo evaluado se presentan en
la tabla 6, se observa que a bajo crecimiento (densidad éptica DO, bajo), la produccién de Bs aumenta
en la mayoria de los medios de cultivo evaluados, sin embargo, los medios de cultivo que presentan
menor concentracion de fuente de nitrdgeno presentan mayor Bs en menor tiempo de incubacion
(tabla 6 medios de cultivo 3, 10, 11, 12, 13, 14, 15y 16).

a) b)
2.5 - 2.5

g 2 ——1 £ 10
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= o
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8 or - : ; ‘ 17
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Tiempo (H) Tiempo (H)

Figura 10. Cinéticas de crecimientos de los 19 tratamientos evaluados para la produccion de Bs en la cepa
SM3 con glucosa como fuente de carbono en un disefio factorial 24.
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Tabla 6. Velocidad de crecimiento de los 19 medios de cultivo evaluados en el disefio factorial 24 en glucosa
(fuente de carbono).

Velocidad de Densidad

Mgglltci)vge crecimiento Optica TI(Z‘|T)pO
() (abs)
1 0.01283* 2.95 192
2 0.01361 3.11 192
3 0.02776 4.03 72
4 0.05364 2.45 192
> 0.01725 3.3 144
6 0.01303 3.19 192
/ 0.01197 2.91 192
8 0.01208 2,63 192
9 0.00836 1.73 192
10 0.01162 6.2 o
11 0.04001 6.49 7
12 0.01459 6.06 72
13 0.06419 7.57 48
14 0.03946 5.8 72
15 0.04035 6.6 72
16 0.03001 6.2 -
17 0.03913 5.86 96
18 0.01503 6.02 192
19 0.01349 3.55 192

*Medio de cultivo con mayor produccién de Bs.

En la tabla 7 se presentan los resultados de reduccion de la TS de los 19 tratamientos (medios de
cultivo) evaluados por el disefio factorial 2%. Los niveles mas bajos de TS fueron obtenidos a las 192
y 144 h en los tratamientos marcados con los numeros 1, 2 y 5 con una velocidad de crecimiento

similar entre ellos de p = 0.012, p = 0.013, pu =0.017 respectivamente.

TS =46.46 + 3.73A + 4.41B + 3.59D + 2.95AB - 2.13AD - 2.44BD - 2.07ABD (Ec. 1)
Donde:
TS = Tensioén superficial
A = Glucosa
B = (NH4)2SO4
C = Solucién salina

D = Extracto de levadura
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Tabla 7. Resultados de la TS en el disefio factorial 2* de la cepa SM3 con glucosa como fuente de carbono.

L -
Medio de Cultivo Tension Superficial

(dinas/cm)
1 33.7+0.2
2 36.6+0.2
3 40.5+0.1
4 66.7+0.5
5 36.7+0.1
6 37.1+0.1
7 37.2+0.1
8 54.5+0.5
9 47.8+£0.4
10 49.7+0.2
11 50.4+0.2
12 55.3+0.3
13 46.9+0.2
14 47.910.4
15 48.7+0.2
16 53.7+0.2
17 45.1+£0.5
18 45.7£0.5
19 43.6x0.5

*Promedio de tres observaciones, nueve

replicas

El ANOVA del modelo factorial de primer orden demuestra que la ecuacion fue significativa a partir
del analisis de Fisher (Fmodelo = 17.39) fue mas alto que el valor de tablas Ftab (F0.05 = 9.53). Por lo
tanto, Fmoedelo > Ftab. La prueba de Fisher tiene un 95% de confiabilidad, por lo que el modelo indica

una variacion significativa en los valores de respuesta.

5.3.2.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de la TS de la cepa SM3 en el disefio factorial 24
en glucosa (fuente de carbono)
En la tabla 8, se presenta los ANOVAS de los parametros de regresion del modelo lineal de superficie
de respuesta, los datos demuestran que el modelo es significativo a un nivel de confiabilidad 0.05%,
dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05. Los valores de TS de cada tratamiento muestran
una variacion de 66.7 a 33.7 dinas/cm. El valor de F del modelo de 18.96 implica que el modelo es
significativo. Hay solo un 0.01% de probabilidad de que el valor de F del modelo pueda ocurrir debido
al error. Los valores de probabilidad Prob> F es menor a 0.05 lo que indica que los términos del

modelo son significativos. En este caso A, B, D, AB, AD, BD, ABD son términos del modelo
[
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significativos. Los valores mayores a 0.1000, indican que los términos del modelo no son
significativos. El valor de la curvatura con 0.93 implica que hay un 36% de probabilidad de que se
deba al ruido. El Lack of Fit (falta de ajuste) de 7.96 implica que no es significativo con respecto al
error puro, hay un 11.61% de probabilidad de que el valor del Lack of Fit sea debido al error, Por lo
tanto, si la falta de ajuste debida al modelo no es significativo, indica que el modelo se ajusta a los
datos experimentales con una R? = 0.9440 y hay un efecto de los factores y sus interacciones sobre

la produccion de agentes activos de superficie.

Tabla 8. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto a la TS en el disefio factorial 24, glucosa (fuente
de carbono) de SM3

Sumade Gradosde Cuadrado

Fuente Cuadrados  Libertad medio Valor-F  Prob >F Observaciones
Modelo 1204.14 15 80.28 68.61 0.0145*  significativo
A-Glucosa 222.01 1 222.01 189.75 0.0052*

B-(NH4)2S04 311.52 1 311.52 266.26 0.0037%
C-Sol. Salina 20.53 1 20.25 17.31 0.0532
D-Ext. Levadura 205.92 1 205.92 176 0.0056*
AB 139.24 1 139.24 119.01 0.0083*
AC 9.3 1 9.3 7.95 0.1061
AD 72.25 1 72.25 61.75 0.0158*
BC 24.01 1 24.01 20.52 0.0454*
BD 95.06 1 95.06 81.25 0.0121*
CD 2.25 1 2.25 1.92 0.2999
ABC 1.82 1 1.82 1.56 0.3383
ABD 68.89 1 68.89 58.88 0.0166*
ACD 7.02 1 7.02 6 0.1339
BCD 21.16 1 21.16 18.09 0.0511
ABCD 3.42 1 3.42 2.93 0.2293
Curvature 6.98 1 6.98 5.97 0.1346 no significativo
Error puro 2.34 2 1.17

Total 1213.46 18

D. estand= 1.08, R?= 0.9981, Media= 46.20, Adj,R?= 0.9835, C.V%=2.34 Pred R>=N/A,
PRESS=N/A,

Adeq Presicion=32.253

Debido a que el modelo es significativo, y la curvatura no es significativa, en la tabla 9 se muestran
aquellos factores que tienen efecto en la produccién de Bs (factores marcados con *). Por lo tanto, el
modelo es significativo con una R? de 0.9981. La ecuacion final en términos de factores codificados

se reduce a (Ec. 2).
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Tabla 9. Andlisis de varianza del modelo factorial seleccionado en la produccién de Bs con respecto ala TS
en el disefio factorial 24, glucosa (fuente de carbono).

Sumade Gradosde Cuadrado

Fuente Cuadrados  Libertad medio Valor-F  Prob>F Observaciones
Modelo 1136.06 8 142.01 18.15 0.0001 Significativo
A-Glucosa 222.06 1 222.01 28.37 0.0005*

B-(NH4)2S04 311.52 1 311.52 39.81 0.0001*

C-Sol. Salina 205.92 1 205.92 26.32 0.0006*

AB 139.24 1 139.24 17.8 0.0022*

AD 72.25 1 72.25 9.23 0.014*

BD 95.06 1 95.06 12.15 0.0069*

ABD 68.89 1 68.89 8.8 0.0158*

BCD 21.16 1 21.16 2.7 0.1345

Curvature 6.98 1 6.98 0.89 0.3695 no significativo
Residual 70.42 9 7.82

Lack of Fit 68.08 7 9.73 8.31 0.1116 no significativo
Error puro 2.34 2 1.17

Total 1213.46 18

D. estand=1.08, R?= 0.9981, Media= 46.20, Adj,R?= 0.9835, C.V%=2.34 Pred R?=N/A,
PRESS=N/A,
Adeq Presicion=32.253

TS = 46.46+3.72A+4.41B+3.59D+2.95AB-2.12AD-1.22BC-2.44BD-2.08ABD (Ec.2)
DONDE:
A = Glucosa

B = (NH4)2SO.

D = Extracto de Levadura

En este ajuste, los factores fuente de carbono y nitrégeno ejercen un efecto positivo sobre la
produccién de Bs. Sin embargo, el resto de las interacciones, especialmente en presencia de sol.
Salina. No hay un efecto favorable sobre la produccion de estos agentes activos de superficie.

En la tabla 10 se presentan los valores reales con respecto a los predichos del modelo. Cuando son
seleccionados los factores que tienen efecto (Ecuacion 2) sobre la produccién de Bs, se observa que
en ambos resultados hay similitud. También se presenta la grafica de valores reales vs predichos
(figura 11).
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Tabla 10. Valores Reales vs Predichos en el disefio factorial 24.

Medio de Valores Valores
Cultivo Reales Predichos
1 33.7 33.99
2 36.6 35.61
3 40.5 40.07
4 66.7 61.81
5 36.7 36.43
6 37.1 38.05
7 37.2 37.63
8 54.5 59.37
9 47.8 46.13
10 49.7 47.59
11 50.4 50.77
12 55.3 55.71
13 46.9 48.57
14 47.9 50.03
15 48.7 48.33
16 53.7 53.27
17 45.1 46.46
18 45.7 46.46
19 45.6 46.46

Valores Reales vs Predichos

67.00 —

58.50 —

50.00 —

Valores Predichos

4150 —

33.00 —

3370 4195 50.20 5845 66.70

Valores Reales

Figura 11. Valores Reales vs predichos de la cepa SM3 en el disefio factorial 24 en glucosa (fuente de

carbono).
El andlisis de superficie de respuesta basado en las variables de interés y su influencia con otras,

muestran los valores de respuesta optimizada con respecto a cada variable analizada, con el fin de

entender el efecto de los factores, es necesario deducir la naturaleza de las interacciones. La figura
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12 muestra los resultados de los distintos tratamientos analizados con respecto a la mejor respuesta
de reduccion de la tension superficial, asi como las graficas de interacciones entre dos factores.

En el panel a de la figura 11, se observa la superficie de respuesta de la reduccién de TS como funcion
de la fuente de carbono y nitrégeno, cuando el medio de cultivo contiene bajas concentraciones de
glucosa (10 glt) y (NH4)2SO04 (1glt) donde los factores: solucion salina y extracto de levadura
permanecen constantes, lo cual promueve la produccion de Bs de la cepa SM3. La grafica de
interacciones entre glucosa y (NH4).SO4 muestra el significado de los valores (desviacion estandar)
de respuesta (TS) a niveles altos y bajos de cada factor involucrado (panel b). Ambas graficas
correlacionan donde la reduccién de la TS se ve afectada por la alta concentracion de glucosa (30
g/L), si la concentracion de (NH4).SO, (10g/L) también es alta. Sin embargo cuando las
concentraciones de ambos factores son bajos, la reduccion de la TS se ve favorecida, es decir hay
mayor reduccion de la TS y por tanto mayor produccion de Bs.
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Figura 12. Superficie de respuesta méaxima e interaccion de factores que afectan la reduccion de la TS en la
cepa SM3. a superficie de respuesta maxima de reduccion de TS con respecto a glucosa y (NH4).SO4 b.
Interaccion de Glucosa - (NH4)2S0a4

En cuanto al efecto en la reduccion de TS se observo que los tratamientos marcados con el nimero
1y 5 son los que presentan mayor efecto (Figura 13). Roldan-Carrillo et al. [80], Reportan el efecto
del medio de cultivo para la produccion de Bs a partir de S. marcescens (cepa SmSA) en un medio
que contiene como fuente de carbono glucosa (30 g/L) e interacciones de radios de C/N, C/Mg y C/Fe

con un maximo de reduccién en la TS de 33 dinas/cm empleando un disefio Box-Behnken.
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Figura 13. Cambio de Tensién Superficial con respecto al tiempo. Tratamientos 1(¢) y 5(=).
En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos con respecto al indice de emulsion (IE24) de los
19 medios de cultivo evaluados, muestran una variacion de 2 a 79.9 %, estos resultados presentan

una correlacion, es decir a valores bajos de TS hay un porcentaje de emulsion alto.

Tabla 11. Resultados del IE24 en el disefio factorial 24 de la cepa SM3 con glucosa

Numero de  indice de Emulsion *

Tratamientos IE24 (%)
1 79.7 £ 0.6
2 69.2+ 0.5
3 12.11+0.2
4 2+0.2
5 69.2+0.3
6 56.7 £ 0.3
7 56.4+0.4
8 5+04
9 9+0.5
10 6+0.5
11 6+0.5
12 5+0.5
13 8+0.5
14 9+0.5
15 9+04
16 5+0.5
17 10+0.5
18 10.5+0.5
19 10.3+ 0.5

*Promedio de seis observaciones.
|
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5.3.2.2 Anélisis de varianza (ANOVA) del indice de emulsion (IE24) de SM3 en el

disefio factorial 24 en glucosa (fuente de carbono)

Con respecto al Ez4, en la tabla 12 se muestra el analisis de varianza para el modelo factorial

seleccionado con respecto al Ez4, los datos muestran que este modelo es significativo a un nivel de

confiabilidad 0.05%, dado que el valor de probabilidad fue mayor a 0.05. Los valores de los

coeficientes de correlacion obtenidos en el presente estudio fué de 0.31. El valor de t para el modelo

implica que el modelo es significativamente relevante a esta eleccion es decir, los factores estudiados

tienen un efecto sobre la generacion de emulsiones y los factores indicados con un asterisco, tienen

un efecto sobre la produccién de Bs.

Tabla 12. Analisis de varianza del modelo lineal con respecto al IE24

Fuente C?Jl;g;ggs Gl_rﬁl)%?tsage Cl;?g(;?fo Valor -F Prob>F Observaciones
Modelo 11734.17 15 782.28 12351.76 <0.0001 significativo
A-Glucosa 56.63 1 56.63 894.09 0.0011*

B-(NH4)2S04 3896.88 1 3896.88 61529.69  <0.0001*
C-Sol. Salina 16.2 1 16.2 255.8 0.0039*
D-Ext.

Levadura 3779.18 1 3779.18 59671.19  <0.0001*
AB 15.8 1 15.8 249.48 0.004*
AC 1.63 1 1.63 25.67 0.0368*
AD 49.35 1 49.35 779.22 0.0013*
BC 20.03 1 20.03 316.19 0.0031*
BD 3711.86 1 3711.86 58608.25  <0.0001*
CD 56.63 1 56.63 894.09 0.0011*
ABC 5.18 1 5.18 81.72 0.012*
ABD 20.03 1 20.03 316.19 0.0031*
ACD 22.8 1 22.8 360.01 0.0028*
BCD 48.65 1 48.65 768.17 0.0013*
ABCD 33.35 1 33.35 526.59 0.0019*
Curvature 377.69 1 377.69 5963.5 0.0002 significativo
Error puro 0.13 2 0.063

Total 12111.98 18

D. estand= 0.25, R?= 1.0000, Media= 20.56, Adj,R?=0.9999, C.V%=1.22 Pred R?=N/A,

PRESS=N/A,

Adeq Presicion=326.405

Con respecto al modelo y seleccionando todos los valores que ejercen un efecto sobre la formacion

de la emulsion, la ecuacion 3 representa dichos valores. .
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|E2s = 22.49-1.88A-15.61B-1.01C-
15.37D+0.99AB+0.32AC+1.76AD+1.12BC+15.23BD+1.88CD+0.57ABC-1.12ABD-1.19ACD-
1.74BCD-1.44ABCD (Ec. 3)

Asi mismo, la superficie de respuesta con respecto al indice de emulsion y la gréafica de interacciones
se muestra en la figura 14 en funcion de la glucosa y (NH4)>SO4 con valores minimos. De acuerdo al
modelo, el medio de cultivo marcado como el tratamiento niumero 1 (glucosa 10g/L, (NH4)2.SO4 1g/L,
solucién salina 0.50, extracto de levadura 2 g/L) fue el mejor medio para la produccién de Bs y que
reduce la TS a 33.7 dinas/cm y presenta mayor porcentaje de emulsion 79.7 % (tabla 7 y 11).
Roldan-Carrillo et al., [80] reportan una reduccion de la TS a 33 dinas/cm por cepas de S. marcescens
(SmSA), empleando un disefio experimental Box-Behnken en relaciébn a nutrientes empleando
glucosa como fuente de carbono.

a) b) Interaccion

0 B: (NH,),S0,

indice de Emulsion (%)

A: Glucosa (g/L) 100 25 000 00 10

A: Glucosa

Figura 14. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores que afectan el indice de emulsion (E24)
de la cepa SM3. a superficie de respuesta maxima de IE24 con respecto a glucosa y (NH4)2SO4 b. Interaccion
de glucosa - (NH4)2S04

Fuentes de carbono empleadas para la producciéon de Bs es muy amplia y versatil dependiendo del
microorganismo a estudiar. Por lo tanto, en este trabajo, se emple6 una segunda fuente de carbono
para la produccion de Bs por las cepas SM3 y SMRG-5. El glicerol es un compuesto utilizado en la
produccion de Bs por distintas especies de bacterias como Pseudomonas aeruginosa y en especial

cepas de Serratia marcescens (DT-1P) [81].
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5.3.3 Efecto del medio de cultivo para la produccion de biosurfactantes por la cepa

SMRG-5 en glucosa como fuente de carbono
Un disefio factorial 24 fue empleado para evaluar la produccién de Bs de la cepa SMRG-5 en funcién
de la glucosa (fuente de carbono), (NH.).SOs, extracto de levadura (fuente de nitrégeno) y el medio
mineral en complementacion a la cepa silvestre previamente evaluada. Los valores de respuesta
analizados fueron: la reduccién de la tension superficial (TS) e indice de emulsion (IEzs). En la figura
14 se presentan las cinéticas de crecimiento de la cepa SMRG-5 en los diferentes medios de cultivo
evaluados. Se observa que a niveles bajos de fuente de carbono y nitrdgeno con excepcion de
extracto de levadura, el crecimiento esta por arriba de 1.7 InDO (figura 15a), mientras que a altas
concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno, el crecimiento se ve afectado registrando 0.57
InDO.
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Figura 15. Cinéticas de crecimientos de los 19 tratamientos evaluados para la produccion de Bs en la cepa
SMRG-5 con glucosa como fuente de carbono en un disefio factorial 24

La velocidad de crecimiento de cada medio de cultivo evaluado en este disefio estadistico, se
presentan en la tabla 13, contrario a los resultados analizados en la cepa silvestre SM3, se observa
gue a mayor crecimiento (densidad 6ptica, DO), la produccién de Bs aumenta en la mayoria de los
medios de cultivo evaluados, sin embargo, los medios de cultivo que presentan mayor concentracion
de fuente de carbono y nitrégeno se ven afectados en cuanto a la produccién de Bs en un tiempo de
incubacién menor (tabla 13 medios de cultivo 2, 4, 6, 8, 10, 13, 14,15y 16).
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Tabla 13. Velocidad de crecimiento en la cepa SMRG-5 en los 19 medios de cultivo evaluados en el disefio
factorial 24 en glucosa (fuente de carbono).

Mediode  Velocidad de Dgnsi.dad Hempo (H)
Cultivo  crecimiento (p) Optica P

(abs)
1 0.01753 3.79 144
2 0.01364 2.04 144
3 0.01782 3.65 144
4 0.01318 1.77 144
5 0.01254 2.69 96
6 0.04468 2.33 48
7 0.01792 3.61 144
8 0.01495 1.72 144
9 0.04992 5.02%* 120
10 0.01589 3.66 144
11 0.02836 5.57 96
12 0.01417 2.48 144
13 0.02935 5.42 96
14 0.01493 4.36 144
15 0.02774 5.23 96
16 0.01383 2.2 24
17 0.1062 3.2 24
18 0.02187 6.11 144
19 0.01984 5.51 144

*Medio de cultivo con mayor produccion de Bs

En latabla 14 se presentan los resultados de reduccién de la TS de los 19 medios de cultivo evaluados
en este disefio factorial 2*. Los niveles mas bajos de TS fueron obtenidos a las 96 y 120 h en los
tratamientos marcados con los nimeros 1y 3 con una velocidad de crecimiento similar entre ellos de

U =0.0175y u=0.0178 y, respectivamente.

TS =46.00 + 6.52A — 2.33B — 0.25C + 1.19D -0.72AB - 1.80AC - 0.56 AD — 0.50BC -1.24BD - 0.63
ABC - 0.41 ACD -0.79 ABCD (Ec. 4)
Donde:
TS = Tensioén superficial
A = Glucosa
B = (NH.)2S04
C = Solucién salina
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D = Extracto de levadura

Tabla 14. Resultados de reduccion de la TS en el disefio factorial 24 de la cepa SMRG-5 en glucosa

Reduccién de la

Mceuc:,lci/ge Tensidn Superficial
(dinas/cm)
1 36.5
2 53.4
3 36.2
4 51.3
5 38.4
6 52
7 36.9
8 48.3
9 42.8
10 46.5
11 37.3
12 51.5
13 44.5
14 56.4
15 40.7
16 44.3
17 45.6
18 45.1
19 45.2

5.3.3.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de la tension superficial de la cepa SMRG-5 en

el disefno factorial 2% en glucosa (fuente de carbono)
En la tabla 15, se esquematizan los ANOVAS de los parametros de regresion del modelo lineal de
superficie de respuesta, los datos demuestran que el modelo es significativo a un nivel de confiabilidad
0.05%, dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05. Los valores de TS de cada tratamiento
muestran una variacion de 56.4 a 36.2 dinas/cm. El valor de F del modelo de 1202.70 implica que el
modelo es significativo. Hay solo un 0.01% de probabilidad de que el valor de F del modelo pueda
ocurrir debido al error. Los valores de probabilidad Prob> F es menor a 0.05 lo que indica que los
términos del modelo son significativos. En este caso A, B, C, D, AB, AC, AD, BC, BD, ABC, ABD,
ACD, ABCD son términos del modelo significativos. Los valores mayores a 0.1000, indican que los

términos del modelo no son significativos. El valor de la curvatura con 1240.74 implica que son
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significativos. El Lack of Fit (falta de ajuste) de 7.69 muestra no ser significativo con respecto al error
puro, hay un 11.51% de probabilidad de que el valor del Lack of Fit sea debido al error, Por lo tanto,
si la falta de ajuste debida al modelo no es significativo, indica que el modelo se ajusta a los datos
experimentales con una R? = 0.9997 y hay un efecto de los factores y sus interacciones sobre la

produccién de Bs.

Tabla 15. Analisis de varianza del modelo lineal con respecto a la Tension Superficial de la cepa SMRG-5 en
el disefio factorial 24, glucosa (fuente de carbono)

Fuente Suma de Gradosde  Cuadrado Valor F Prob>F Observaciones
cuadrados Libertad medio
Modelo 905.74 15 60.38 4528.7 0.0002*  Significativo
A-Glucosa 681.21 1 681.21 51090.75 <0.0001
B-(NH4)2504 86.49 1 86.49 6486.75 0.0002
C-Ext Levadura 1 1 1 75 0.0131
D- Sol. Salina 22.56 1 22.56 1692.19 0.0006
AB 8.41 1 8.41 630.75 0.0016
AC 51.84 1 51.84 3888 0.0003
AD 5.06 1 5.06 379.69 0.0026
BC 4 1 4 300 0.0033
BD 24.5 1 24.5 1837.69 0.0005
CD 2.50E-03 1 2.50E-03 0.19 0.7072
ABC 6.25 1 6.25 468.75 0.0021
ABD 2.72 1 2.72 204.19 0.0049
ACD 1.56 1 1.56 117.19 0.0084
BCD 0.2 1 0.2 15.19 0.06
ABCD 9.92 1 9.92 744.19 0.0013
Curvatura 71.86 1 71.86 5389.47 0.0002*  Significativo
Error Puro 0.027 2 0.013
Total 977.63 18

D. estand= 0.24, R?= 0.9997, Media= 46.84, Adj,R?*= 0.9989, C.V%=0.51 Pred R?=0.9865, PRESS=13.18,

Debido a que el modelo es significativo, y la curvatura no lo es, en la tabla 16 se muestran aquellos
factores que tienen efecto en la produccion de Bs (factores marcados con *). Por lo tanto, el modelo
es significativo con una R? de 0.9997. La ecuacion final en términos de factores codificados se reduce
(Ec. 5).
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Tabla 16. Andlisis de varianza del modelo factorial seleccionado en la produccién de Bs con respecto a la
reduccion de la TS en la cepa SMRG-5 en el disefio factorial 24, glucosa (fuente de carbono).

Fuente Suma de Gradosde  Cuadrado Valor F Prob > F
cuadrados Libertad medio Observaciones

Modelo 905.54 13 69.66 1202.7 <0.0001* significativo
A-Glucosa 681.21 1 681.21 11761.9 <0.0001
B-(NH4)2504 86.49 1 86.49 1493.35 <0.0001
C-Ext Levadura 1 1 1 17.27 0.0142
D- Sol. Salina 22.56 1 22.56 389.57 <0.0001
AB 8.41 1 8.41 145.21 0.0003
AC 51.84 1 51.84 895.08 <0.0001
AD 5.06 1 5.06 87.41 0.0007
BC 4 1 4 69.06 0.0011
BD 24.5 1 24.5 423.06 <0.0001
ABC 6.25 1 6.25 107.91 0.0005
ABD 2.72 1 2.72 47.01 0.0024
ACD 1.56 1 1.56 26.98 0.0065
ABCD 9.92 1 9.92 171.32 0.0002
Curvatura 71.86 1 71.86 1240.74 <0.0001 significativo
Residual 0.23 4 0.058
Lack of Fit 0.2 2 0.1 7.69 0.1151*  no significativo
Error Puro 0.027 2 0.013
Total 977.63 18

D. estand= 0.24, R?>= 0.9997, Media= 46.84, Adj,R*= 0.9989, C.V%=0.51 Pred R?=0.9865, PRESS=13.18,

TS =46 +6.52A — 2.33B -0.25C + 1.19D - 0.722AB — 1.80AC- 0.56AD — 0.50BC — 1.24 BD — 0.63

ABC - 0.41 ABD - 0.31 ACD - 0.79ABCD

DONDE:
A = Glucosa
B= (NH4)2SO4

D = Extracto de Levadura

(Ec.5)

La tabla 17 presenta los valores reales con respecto a los predichos del modelo. Cuando son

seleccionados los factores que tienen efecto (Ecuacion 5) sobre la produccién de Bs, se observa que

en ambos resultados hay similitud.
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Tabla 17. Valores Reales vs Predichos en el disefio factorial 24, cepa SMRG-5

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 36.5 47.19
2 53.4 48.38
3 36.2 49.57
4 51.3 50.76
5 38.4 51.95
6 52 53.14
7 36.9 54.33
8 48.3 55.52
9 42.8 56.71

10 46.5 57.9

11 37.3 59.09
12 51.5 60.28
13 445 61.47
14 56.4 62.66
15 40.7 63.85
16 44.3 65.04
17 45.6 66.23
18 45.1 67.42
19 45.2 68.61

La superficie de respuesta basada en las variables de interés y su interaccién con otras, muestra una
respuesta e inclinacion hacia la optimizacién con respecto a cada variable analizada. Con el fin de
entender el efecto que ejerce cada factor sobre la respuesta, en este caso aumento en la produccién
de Bs, es necesario delimitar la naturaleza de cada interaccién. En la figura 16 se presentan los
resultados de los 19 medios de cultivo analizados con respecto a la mejor respuesta de reduccién de

la TS, asi como la gréfica de interaccién entre do factores como lo son glucosa y (NH4)2SO..

El panel a) de la figura 15, muestra la superficie de respuesta con respecto a la reduccion de la TS
en funciéon de la fuente de carbono y nitrégeno. A bajas concentraciones de glucosa (10gL™),
(NH4)2SO04 (1 gL?), Sol. Salina, y extracto de levadura (2 gL?), donde los factores sol. Salina y extracto
de levadura permanecen constantes, la produccién de Bs se ve favorecida en esta cepa mutante. La
grafica de interacciones entre glucosa y (NH.).SO4 muestra el significado de los valores (desviacion
estandar) de respuesta (TS) a niveles altos y bajos de cada factor involucrado (panel b). La correlacién

entre ambas gréaficas con respecto a la reduccién de la TS se ve afectada por las altas
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concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno. Sin embargo, las mejores respuestas de reduccién
de la TS se obtienen a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrdgeno aumentando asi la
produccién de Bs.

Interaction
B: (NH4),SO,
20
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Figura 16. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan la reducciéon de la TS en la
cepa SMRG-5. a superficie de respuesta maxima de reduccién de TS con respecto a glucosa y (NH4)2SOa. b
Interaccion de glucosa - (NH4)2SOa.

5.3.3.2 Andlisis de varianza (ANOVA) del indice de emulsion (IE24) de la cepa SMRG-5

en el disefio factorial 2% en glucosa (fuente de carbono)

La segunda respuesta, el indice de emulsion IE24 también fue analizada en este disefio experimental
en los 19 medios de cultivo, como se observa en la tabla 18. La glucosa como fuente de carbono
empleada, no favorece el IE2, a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno el IE24 es
de solo 15%, este resultado es bajo con respecto a los porcentajes registrados en la cepa silvestre
SM3 en el mismo medio de cultivo.
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Tabla 18. Resultados del IE24 en el disefio factorial 24 de la cepa SMRG-5 con glucosa

Medio de I'ndice.(?e
Cultivo Emulsidn
(%)

1 15+0.14
2 0+0.20
3 15+0.14
4 0+0.11
5 0+0.12
6 0+0.12
7 10+0.13
8 0+0.11
9 0+0.12
10 0+0.13
11 15+0.14
12 0+0.11
13 0+0.15
14 0+0.13
15 0+0.12
16 0+0.14
17 0+0.11
18 0+0.11
19 0+0.11

En la tabla 19, se indica el andlisis de varianza en el disefio factorial 2* de la cepa SMRG-5, con
respecto al IEz. El andlisis demuestra que el modelo es significativo a un nivel de confiabilidad del
0.05%. El valor de t para el modelo implica que es significativamente relevante a esta eleccion; es
decir, los factores analizados tienen efecto inverso a la formaciéon de emulsiones. La ecuacién

generada es la siguiente:

IE2s= 3.44 — 3.44A +1.56B -2.19 — 1.56D — 1.56AB + 2.19AC +1.56AD -0.31BC +0.31CD +0.31ABC
-0.31ABD -0.31ACD -1.56BCD +1.56ABCD (Ec. 6)
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Tabla 19. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto al IE24 en la cepa SMRG-5

Fuente Sumade Gradosde Cuadrado Valor F Prob >F Observaciones
cuadrados  Libertad medio
Modelo 585.94 15 39.06 6.366E + 007 <0.0001* Significativo
A-Glucosa 189.06 1 189.06 6.366E + 008 <0.0001*
B-(NH,)2S04 39.06 1 39.06 6.366E + 009 <0.0001*
C-Ext Levadura 76.56 1 76.56 6.366E + 010 <0.0001*
D- Sol. Salina 39.06 1 39.06 6.366E + 011 <0.0001*
AB 39.06 1 39.06 6.366E +012 <0.0001*
AC 76.56 1 76.56 6.366E + 013  <0.0001*
AD 39.06 1 39.06 6.366E + 014 <0.0001*
BC 1.56 1 1.56 6.366E + 015 <0.0001*
BD 1.56 1 1.56 6.366E + 016 <0.0001*
Ccbh 1.56 1 1.56 6.366E+ 017 <0.0001%*
ABC 1.56 1 1.56 6.366E + 018 <0.0001*
ABD 1.56 1 1.56 6.366E + 019 <0.0001*
ACD 1.56 1 1.56 6.366E + 020 <0.0001*
BCD 39.06 1 39.06 6.366E + 021 <0.0001*
ABCD 39.06 1 39.06 6.366E + 022 <0.0001*
Curvatura 29.85 1 29.85 6.366E + 023  0.0001* Significativo
Error Puro 0 2 0
Total 615.79 18

D. estand= 0.0, R?>= 1.000, Media= 2.89, Adj,R?= 1.000, C.V%=0.0 Pred R%:=N/A,

La superficie de respuesta para el IE2s y su gréfica de interacciones mostrada en la figura 17 en
funcion de glucosay (NH.),SO4. De acuerdo al modelo, los medios de cultivo que presentan el maximo
de emulsion son el 1 y 3, ambos a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno con
excepcion de la peptona de caseina a un nivel alto en el medio de cultivo 3. Los resultados de esta
cepa SMRG-5 en glucosa no favorecen la produccién de Bs con respecto a la cepa silvestre, la cual

generd un patrén de reduccion de la TS e IE24 variado con respecto a esta.
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Figura 17. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan el IE24 de la cepa SMRG-5.
a Superficie de respuesta maxima de IE24 con respecto a glucosa y (NH4)2SOa4, b. Interaccion de Glucosa —
((NH4)2S04)).

Los resultados de ambas cepas SM3 y SMRG-5, muestran que a pesar de ser la misma especie, esta
ultima cepa ha sido alterada de manera favorable con respecto a la produccion de Bs, delimitando asi

su naturaleza.

5.3.4 Efecto del medio de cultivo para la produccién de Bs, en el disefio factorial 23
por la cepa SMRG-5 en glucosa

Las cepas SM3 y SMRG-5 en glucosa bajo los disefios experimentales factoriales 24, permitieron
delimitar el nivel de concentracién de fuente de carbono y nitrégeno a usar para aumentar la
produccion de Bs. Con base en lo anterior, se empled un disefio experimental factorial 2° para evaluar
la produccion de Bs a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno (Glucosa 12 — 14 g/L,
(NH4)2S04, 0.75 — 1.5 g/L y Peptona de caseina 2 — 4 g/L). Los valores de respuesta se basan en la
reduccion de la TS e IEz. La figura 18 se muestra, las cinéticas de crecimiento en los diferentes
medios de cultivo evaluados a la cepa SMRG-5. El mejor crecimiento lo presentan los medios de
cultivo que presentan bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno (5, 6, 7 y 8).
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Figura 18. Cinéticas de crecimiento de los 11 medios de cultivo evaluados en la produccién de Bs con
glucosa como fuente de carbono en un disefio factorial 23.

La velocidad especifica de crecimiento para los medios de cultivo evaluados se muestra en la tabla

20. Existe una correlacién entre el crecimiento microbiano y la reduccion de la TS en un periodo de

72 h, los valores de p oscilan entre 0.010 y 0.052. La glucosa como fuente de carbono, permite un

crecimiento bacteriano maximo de 0.05 p en el medio de cultivo 7. Sin embargo, no esta asociado a

la produccion de Bs ya que el medio marcado con el nimero 5 es el que mejor produccién registro.

Tabla 20. Velocidad de crecimiento de los 11 medios de cultivo evaluados en el disefio factorial 23 en glucosa

Medio de Velocidad de

Densidad

Cultivo crecimiento (i) Optica (abs) Tiempo (H)
1 0.01025 1.233 120
2 0.01597 1.128 72
3 0.02292 1.07 48
4 0.01452 0.996 72
5 0.02863 1.621 48
6 0.0266 1.47 48
7 0.05298 1.3 24
8 0.02751 1.57 48
9 0.01921 1.356 72
10 0.0197 1.409 72
11 0.01866 1.311 72
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5.3.4.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de la TS de la cepa SMRG-5 en el disefio
factorial 2% en glucosa.
El ANOVA en los parametros de regresion del modelo lineal de tension superficial se presenta en la
tabla 21. EI modelo es significativo a un nivel de confiabilidad de 0.05%, dado que el valor de Prob>F
fue menor a 0.05. Los factores usados se ajustan al modelo y ejercen un efecto sobre la produccién

de Bs.

Tabla 21. Analisis de varianza del modelo seleccionado en la produccién de Bs con respecto ala TS de la
cepa SMRG-5 en el disefio factorial 22 en glucosa

Medio de Velocidad de Densidad

Cultivo crecimiento (1) Optica (abs) Tiempo (H)
1 0.01025 1.233 120
2 0.01597 1.128 72
3 0.02292 1.07 48
4 0.01452 0.996 72
5 0.02863 1.621 48
6 0.0266 1.47 48
7 0.05298 1.3 24
8 0.02751 1.57 48
9 0.01921 1.356 72
10 0.0197 1.409 72
11 0.01866 1.311 72

D. estand= 0.058, R?>= 1.000, Media= 44.02, Adj,R*= 0.9998,
C.V%=0.13 Pred R2=N/A, PRESS=290.420,

El efecto de los factores analizados fueron diferentes a cero (F, P< 0.05). La ecuacién de primer orden
generada, en términos de factores codificados se presenta a continuacion con respecto a la TS. Los
valores se correlacionan con los parametros obtenidos experimentalmente (R? = 1.000) y sus efectos
sobre la produccion de Bs. No obstante, las concentraciones evaluadas en este disefio también se
ajustan al modelo con respecto ala TS.

TS=41.23 + 0.50A + 0.55B — 4.10C + 0.78AB — 1.27AC + 0.18BC — 1.55 ABC (Ec. 7)
Donde:
TS= Tension Superficial
A= Glucosa
B= (NH4)2SO04

C= Peptona de Caseina
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Los resultados de reduccion de la TS en los 11 medios de cultivo evaluados se muestran en la tabla
22. Los niveles mas bajos de TS se obtienen a las 48h en los medios de cultivo marcados con los
nameros 5, 6 y 8 con 36.4, 36.4 y 36.3 dinas/cm, respectivamente. Cabe sefalar que en cada medio
de cultivo, Unicamente la peptona de caseina (fuente de nitrégeno) se encuentra a un nivel alto (4

g/L).
Tabla 22. Resultados de la TS en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5 con glucosa.

Tension
Superficial
(dinas/cm)
45.1+0.31
44.41+0.26
41.6%0.23
49.810.24
36.4+0.30
36.4+0.30

39.4+0.3
36.3+0.26
45.310.26
51.5+0.15
11 51.2+0.2

Medio de
cultivo

O 00 N O Ul b WN B

[EEN
o

Los valores reales con respecto a los predichos en el modelo estadistico se presentan en la tabla 23.
Con respecto al ANOVA de TS, los valores predichos por el modelo contra los reales no difieren y son

significativos.

Tabla 23. Valores reales vs predichos en el disefio factorial 22 con respecto a la TS en glucosa cepa SMRG-5

Medio de Valores Valores
cultivo Reales predichos
1 45.1 45.52
2 44.4 44.4
3 41.6 41.6
4 49.8 49.8
5 36.4 36.4
6 36.4 36.4
7 39.4 39.4
8 36.3 36.32
9 45.3 41.23
10 51.5 41.23
11 51.2 41.23
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La superficie de respuesta con base en las variables de interés y su influencia con otras, muestran el
efecto de cada variable con respecto a las interacciones que ejerce cada factor. La reduccion de la
TS con respecto a la superficie de respuesta del modelo se presenta en la figura 19. El panel a
muestra el efecto de los factores y su grafica de interacciones entre los factores glucosa 'y (NH4)2SOa,
cuando la peptona de caseina se mantiene constante. El efecto de los factores parece imparcial sobre
la gréfica. Sin embargo, un ligero declive se observa a bajas concentraciones de fuente de carbono y
nitrdgeno promoviendo la produccién de Bs, puesto que en estos rangos de concentracion se
encuentran los niveles de optimizacién. Asi mismo, la gréfica de interacciones entre glucosa y
(NH4)2SO4muestra el significado de los valores (desviacion estandar) de respuesta TS a niveles altos
y bajos de cada factor involucrado (panel b). Por lo tanto, ambas gréficas presentan una correlacién
de reduccion de TS promovida por las bajas concentraciones de cada factor analizado.

a) b) Interaction

B: (NH,;),SO,
20

~ 05 05 <2
1}280 \/ G\\)oo 4 ;o ro‘so 0 [no 0‘50 1 v[w

A: Glucosa

Figura 19. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan la TS en la cepa SMRG-5 en
glucosa. a superficie de respuesta maxima de reduccion de la TS con respecto a glucosa y (NH4)2S0a4 b.
interaccién glucosa - (NH4)2SOa.

5.3.4.2 Andlisis de varianza (ANOVA) del IE24 en el disefio factorial 2° de la cepa
SMRG-5 en glucosa
Con respecto al IE24, el modelo es significativo a un nivel de confiabilidad 0.01% dado que el valor de
probabilidad es menor a 0.05 (tabla 24). El valor de Prob>F para el modelo implica que el modelo es
significativamente relevante a esta eleccion, es decir, los factores empleados para este modelo tienen
un efecto de manera individual e interaccionando, sin embargo el Ex4 no se ve favorecido. Los factores
y sus interacciones se ajustan al modelo. No obstante, el emplear estas fuentes de carbono y

nitrégeno no favorece el E»4 para esta cepa.
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Tabla 24. Andlisis de varianza (ANOVA) del modelo factorial seleccionado con respecto a IE24 en la cepa
SMRG-5 con glucosa

Fuente Suma de Gradosde  Cuadrado Valor F Prob > F
Cuadrados Libertad Medio

Modelo 243.5 7 34.79 6.366E + 007 <0.0001*
A-Glucosa 0.5 1 0.5 6.366E + 008 <0.0001
B-(NH4)2S04 12.5 1 12.5 6.366E + 009  <0.0001
C-p.
Caseina 220.5 1 220.5 6.366E + 010 <0.0001
AB 0.5 1 0.5 6.366E + 011 <0.0001
AC 4.5 1 4.5 6.366E + 012 <0.0001
BC 0.5 1 0.5 6.366E + 013 <0.0001
ABC 4.5 1 4.5 6.366E + 014 <0.0001
Curvatura 99.41 1 99.1 6.366E + 015 <0.0001
Error puro 0.00E+00 2 0
Total 3.43E+02 10

D. estand= 0.000, R?>= 1.000, Media= 6.91, Adj,R?>= 1.000, C.V%=0.000
Pred R2=N/A, PRESS=N/A

La ecuacion final en términos del modelo con respecto al IE24 se presenta a continuacion.

IE24= 8.75+ 0.25A— 1.25B+ 5.25C+ 0.25AB+ 0.75AC+ 0.250BC+ 0.75ABC (Ec. 8)

Doénde:

Ez4 = indice de Emulsion
A= Glucosa

B= (NH4)2SO04

C= Peptona de Caseina

Los valores reales con respecto a los predichos en este modelo se presentan en la tabla 25. A pesar
de que el andlisis se ajusta al modelo, el porcentaje de emulsién no es significativo cuando la glucosa

y (NH4)2SO., interaccionan de manera conjunta.
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Tabla 25. Valores reales vs predichos en el disefio factorial 23 con respecto al IE24 cepa SMRG-5 en glucosa.

Medio de Valores Valores
cultivo Reales predichos
1 5 2.5
2 5 2.5
3 3 5.5
4 1 3.5
5 15 12.5
6 15 12.5
7 11 13.5
8 15 17.5
9 2 8.75
10 8.75
11 8.75

Los resultados del IEz4 evaluados a los 11 medios de cultivo en la cepa SMRG-5 con glucosa se
presentan en la tabla 26, el porcentaje de emulsién empleando glucosa como fuente de carbono no
favorece la produccion de Bs en ningun nivel (alto y bajo) de concentracién de fuente de carbono y

nitrégeno.

Tabla 26. Resultados del IE24 en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5 en glucosa.

Medio de I’ndi?? de
cultivo Emulsion 1Ex4
(%)

1 5+0.23
2 5+0.14
3 3+0.24
4 1+0.23
5 15+0.24
6 15+0.21
7 11+0.21
8 1540.23
9 2+0.19
10 2+0.18
11 2+0.18

*Promedio de tres observaciones
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Los valores de respuesta muestran una variacién desde un 2 a un 15%, por lo que los factores
analizados glucosa — (NH4):SOs cuando la peptona de caseina se mantiene constante, son
significativos en el modelo pero no para la produccion de Bs que es nuestra respuesta de interés. No
obstante, los resultados de superficie de respuesta y su gréfica de interacciones en los 11 medios de
cultivo evaluados se presentan en la figura 20, en funcién de glucosa — (NH4)2S0O4 con respecto al
IE24. De acuerdo al modelo, los medios de cultivo marcados con los nimeros 5 (Glucosa 12 g/L,
(NH4)2S04 0.75), 6 (Glucosa 14g/L, (NH4):SO, 0.75) y 8 (Glucosa 14 g/L, (NH4).SO. 1.50 g/L),
representan los valores maximos de E24 en el modelo. Sin embargo no son resultados favorables a la

produccion de Bs.

a) Interaccion

15 | B: (NH,;),SO,

indice de Emulsion
(dinas/cm)

100 -050 0.00 050 100

Glucosa

g (4//7 05 05 S
O’
”JPSQ, o N

Figura 20. Superficie de respuesta méxima e interaccién de factores que afectan el IE24 en la cepa SMRG-5
en glucosa. a Superficie de repuesta méaxima de 1E24 con respecto a glucosa y (NH4)2SO4 b. Interaccion de
glucosa - (NH4)2S0a.

Con los resultados obtenidos en este disefio factorial empleando glucosa como fuente de carbono en

la cepa SMRG-5, no favorece los valores de produccion de Bs por lo que se descarta por el momento

esta fuente de carbono para dicha produccién.

5.3.5 Efecto del medio de cultivo para la produccion de Bs por la cepa SM3 en glicerol
(fuente de carbono)

Se us6 un disefio factorial 22 para evaluar el efecto del medio de cultivo en la produccién de Bs en

funcion del glicerol (fuente de carbono), (NH4).SO4 y peptona de caseina (fuentes de nitrégeno). Los

valores de respuesta se basan en la reduccién de la TS e IE2s. En la figura 21 se presentan las

cinéticas de crecimiento en el de los diferentes medios de cultivo evaluados a la cepa SM3.
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Figura 21. Cinéticas de crecimientos de los 11 tratamientos evaluados en la produccién de Bs con glicerol
como fuente de carbono en un disefio factorial 23.

En latabla 27 se presentan los resultados de la velocidad de crecimiento para los 11 medios de cultivo

evaluados en este disefio factorial 23. Se observa que hay una correlacién entre el crecimiento

microbiano y la produccion de Bs en un periodo de 72 h como maximo, cabe destacar que los valores

de u oscilan entre 0.0182 y 0.3585. En estos ensayos evaluados con glicerol (fuente de carbono), el

aumento en la produccién de Bs se ve asociado con respecto al crecimiento, es decir; cuando el

medio de cultivo presenta un aumento en la biomasa celular la produccién de Bs incrementa también.

Tabla 27. Velocidad de crecimiento de los 11 medios de cultivo evaluados en el disefio factorial 22 en glicerol
(fuente de carbono).

Velocidad .
. Densidad .
Medio de de 2 Tiempo
; " Optica
Cultivo  crecimiento (H)
(abs)
(W)
1 0.02179 0.5158 72
2 0.02201 0.5229 72
3 0.01979 0.563 72
4 0.0182 0.4285 48
5 0.02778 0.5335 48
6 0.03585 0.6785 48
7 0.03075 0.7509 48
8 0.02059 0.3052 48
9 0.02866 0.7197 48
10 0.03575 0.6775 48
11 0.02378 0.3859 48
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5.3.5.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de la tensién superficial de la cepa SM3 en
el disefio factorial 23 en glicerol (fuente de carbono)

La tabla 28 presenta el ANOVA de los parametros de regresion del modelo lineal de superficie de

respuesta, los datos demuestran que el modelo no es significativo a un nivel de confiabilidad 0.05%,

dado que el valor de probabilidad fue mayor a 0.05.

El valor de coeficiente de correlacién obtenido en el presente estudio fue de 0.30. Para un modelo

con buen ajuste, el coeficiente de correlacion minima podria ser de 0.60 [82]. Con respecto a la

curvatura esta no fue significativa por lo que los factores estudiados no son lineales.

Tabla 28. Analisis de varianza del modelo factorial seleccionado en la produccion de Bs con respectoala TS
en el disefio factorial 23, glicerol (fuente de carbono).

Suma de Grados de  Cuadrado

Fuente Cuadrados Libertad medio Valor —F Prob >F  Observaciones
Modelo 2.5 7 0.36 1.27 0.5073 no significativo
A-Glicerol 1.05 1 1.05 3.75 0.1923
B-(NH4)2S04 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
C-Peptona de
C. 0.78 1 0.78 2.79 0.2368
AB 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
AC 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
BC 0.061 1 0.061 0.22 0.686
ABC 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
Curvatura 0.25 1 0.25 0.89 0.4456 no significativo
Error Puro 0.56 2 0.28
Total 3.31 10

D. estand= 0.53, R?= 0.8169, Media= 32.45, Adj,R?=0.1761, C.V%=1.63 Pred R>=N/A,
PRESS=N/A,

Adeq Presicion=3.970

El efecto de los factores estudiados fueron diferentes a cero (F, p< 0.05). La ecuacion de primer orden
generada en términos de factores codificados, se presenta en la ecuacion 7 con respecto ala TS. Los
valores se correlacionan con los parametros obtenidos experimentalmente (R? = 0.8169) y sus efectos
sobre la produccion de Bs. Sin embargo, las concentraciones evaluadas en este modelo no se ajustan
al modelo con respecto a la TS. La ecuacion final en el modelo factorial seleccionado, en términos de

factores codificados se presenta en la ecuacion 9.

TS = +32.36-0.36A-0.14B-0.31C+0.14AB-0.14AC+0.087BC-0.14ABC (Ec. 9)
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Donde:

TS = Tensién superficial
A = Glicerol

B = (NH.)2SO04

C = Peptona de caseina

Los resultados de reduccion de la TS evaluado a los 11 tratamientos en el disefio factorial 23 se
muestran en la tabla 29. Los niveles mas bajos de TS se obtienen a las 48 horas en los medios de

cultivo marcados con los nimeros 6 y 8, en un rango de 31.5y 33.4 dinas/cm.

Tabla 29. Resultados de la TS en el disefio factorial 23 de la cepa SM3 con glicerol como fuente de carbono.

Numero de Tension Superficial*
tratamientos (dinas/cm)

33.4+£0.20
32.4+0.30
32.4+£0.30
32.5+0.36
32.6 £0.20
31.6 +0.26
32.5+£0.15
31.5+0.28
33.3+£0.32
32.3+0.20
11 325+0.11
*Promedio de seis observaciones
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En la tabla 30 se presentan los valores reales con respecto a los predichos del modelo, asi como su
gréafica (figura 22). Cuando son seleccionados los factores con interaccion, los cuales tienen efecto

sobre la produccién de Bs.
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Tabla 30. Valores reales vs predichos en el disefio factorial 22 con respecto a la TS en glicerol cepa SM3

Medio de Valores Valores
cultivo Reales Predichos
1 334 32.587
2 32.4 32.307
3 32.4 32.133
4 325 32.413
5 32.6 32.413
6 31.6 32.133
7 32.5 32.307
8 315 32.587
9 33.3 32.36
10 32.3 32.36
11 32.5 32.36

Valores reales vs predichos

3340

3230

Predichos

3175

3120 —

T T T T T
3128 3181 3234 3287 240

Reales

Figura 22. Valores Reales y predichos de la cepa SM3 en el disefio factorial 22 en glicerol (fuente de

carbono).

El analisis de superficie de respuesta basado en las variables de interés y su influencia con otras,
muestran los valores de respuesta y el efecto de cada variable, con el objeto de entender el efecto de
cada factor, se requiere deducir la naturaleza de las interacciones. Los resultados de la mejor
respuesta de reduccion de la TS y la gréfica de interacciones entre dos factores se muestran en la

figura 23.

La superficie de respuesta en la reduccién de la tension superficial, se muestra en el panel a) de la
figura 23; en funcién del glicerol y (NH4).SO.. Cabe destacar que, el efecto de los factores se presenta
cuando las concentraciones de fuente de carbono y nitrdgeno son altas en el medio de cultivo (glicerol
14 gl't, (NH4)2SO4 1.5 gl y peptona de caseina 4 glt) promoviendo la produccién de Bs. Asi mismo,

1
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la gréfica de interacciones entre glicerol y (NH4).SO4 muestra el significado de los valores (desviacion
estandar) de respuesta (TS) a niveles altos y bajos de cada factor involucrado (panel b). Por lo que,
en ambas gréficas se observa una correlacion de la reduccion de la TS promovida por las altas
concentraciones de cada factor analizado.

Interaccion
B: (NH,),SO,

]

3205 13— %

(dinas/cm)

317 —

Tension Superficial
Tension Superficial (dinas/cm)

B: (NH,),SO, (g/L) s e : l ‘ x. l
A: Glicerol (g/L) - 2 -y 135 1400
A: Glicerol

40

Figura 23. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores que afectan la reduccion de la TS en la
cepa SM3 en glicerol. a superficie de respuesta maxima de reduccién de TS con respecto a glicerol y (NH4)2SO4
b. Interaccién de glicerol- (NH4)2SO4

5.3.5.2 Andlisis de varianza (ANOVA) del indice de emulsion (IE24) en el disefo

factorial 23 cepa SM3 en glicerol (fuente de carbono)

Contrario al analisis de varianza de la TS en el |IEz4 presentado en tabla 31, se indica que el modelo
es significativo a un nivel de confiabilidad 0.05%, dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05.
Los valores de los coeficientes de correlacion obtenidos en el presente estudio fueron de 0.31. El
valor de t para el modelo implica que el modelo es significativamente relevante a esta eleccién es
decir, los factores estudiados tienen un efecto de manera individual e interaccion en la generacion de
emulsiones y una alta producciéon de Bs. Los factores y sus concentraciones se ajustan al modelo y
hay una curvatura significativa, por lo que este analisis no requiere la seleccion de aquellos factores

gue ejerzan un efecto sobre la produccién de Bs con respecto al IEza.

71



CM‘PL’C[ALD \

Tabla 31. Andlisis de varianza del modelo factorial seleccionado con respecto al I1E24

Suma de Grados de  Cuadrado

Fuente Cuadrados Libertad medio Valor -F Prob >F  Observaciones
Modelo 25.42 7 3.63 83.8 0.0118* significativo
A-Glicerol 13.78 1 13.78 318.03 0.0031*

B-(NH4)2S04 1.36 1 1.36 31.41 0.0304*

C-Peptona de

C. 3 1 3 69.26 0.0141*

AB 0.91 1 0.91 21.03 0.0444*

AC 5.28 1 5.28 121.87 0.0081*

BC 1.05 1 1.05 24.26 0.0388*

ABC 0.031 1 0.031 0.72 0.4852*

Curvatura 53.01 1 53.01 1223.33 0.0008 significativo
Error Puro 0.087 2 0.043

Total 78.52 10

D. estand= 0,21 R2= 0.9966, Media= 75.32, Adj,R?= 0.9847, C.V%=0.28 Pred R2=N/A, PRESS=N/A,
Adeq Presicion=43.372

La ecuacion final en términos de modelo factorial seleccionado, con respecto al IEz4 se presenta a
continuacion.

IE24 =76.66+1.31A+0.41B+0.61C-0.34AB+0.81AC+0.36BC+0.063ABC (Ec. 10)
Los valores reales contra los predichos del modelo se muestran en la tabla 32. La gréafica demuestra
que estos factores se ajustan al modelo cuando son seleccionados los factores glicerol, (NH4)2SO4 y
peptona de caseina asi como sus interacciones (figura 24). Por lo que este analisis se ajusta, con
respecto al aumento en la produccion de Bs con respecto a la generaciéon de porcentajes de emulsion

altos.

Tabla 32. Valores reales vs predichos en el disefio factorial 22 con respecto al IE24 cepa SM3 en glicerol

Medio de Valores Valores
cultivo Reales Predichos
1 75.1 75.437
2 76.9 76.563
3 76 75.663
4 76.2 76.537
5 74.1 74.443
6 78.9 78.557
7 76.2 75.857
8 79.9 80.223
9 71.9 76.66
10 71.8 76.66
11 715 76.66
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Valores reales vs predichos

Predichos
|

7360 —|
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Figura 24. Valores Reales vs predichos de la cepa SM3 en el disefio factorial 22 en glicerol (fuente de

carbono).

Los resultados de IEz4 evaluados a los 11 medios de cultivo del disefio factorial 22 en la cepa

pigmentada (SM3) se presentan en la tabla 33 con su respectiva desviacion estandar.

Tabla 33. Resultados del IE24 en el disefio factorial 22 de la cepa SM3 con glicerol.

NUmero de indice de Emulsion
tratamientos IE24 (%)

75.1+0.50
76.9+0.20
76.0 £ 0.30
76.2 +0.36
74.1 £ 0.50
78.9+0.26
76.2+0.35
79.9+0.28
71.9+0.32
71.8+0.46
11 71.5+041

*Promedio de seis observaciones.
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Los valores de respuesta muestran una variacion de 68.5 a 79.9 %, demostrando que los factores
analizados (glicerol, (NH4).SO. y peptona de caseina) presentan un efecto significativo con respecto
a los valores de respuesta (TS e IEz4), por lo que la produccion de Bs aumento significativamente los

tratamientos 6 y 8 pues emulsionan el keroseno hasta en un 79.9%.
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No obstante, los resultados de superficie de respuesta y la grafica de interacciones entre factores se
presentan en la figura 25, en funcién del glicerol y (NH4)2.SO4 con respecto al IEzs. Con respecto al

modelo, se observa que el factor (NH4).SO4 no tiene un efecto en la interaccién de factores.

Interaccion

799 | B: (NH,),SO,

778 —

},

757 —

indice de Emulsion (%)
indice de Emulsion (%)
{

736 —

715 —|

B: (NH,),SO, (g/L) *° A: Glicerol (g/L)

A: Glicerol

Figura 25. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores que afectan el indice de IE24 en la cepa
SM3 en glicerol. a superficie de respuesta méaxima de IE24 con respecto a glicerol y (NH4)2SOa4 b. Interaccion
de glicerol- (NH4)2S04

De acuerdo al modelo, los tratamientos marcados con el nimero 6 (glicerol 14 gl, (NH4).SO4 0.75
gl?, peptona de caseina 4 gl') y 8 (glicerol 14 gIt, (NH4).SO4 1.5 gl%, peptona de caseina 4 gl?)
representan los valores maximos de E.4 favoreciendo la produccién de Bs en ambos medios de cultivo
ya que logran reducir la TS a 31.6 y 31.5 dinas/cm, asi como emulsionar el hidrocarburo en un 78.9 y
79.9 % respectivamente. Sin embargo, existe una diferencia entre ambos medios con respecto a la
pigmentacion.

El tratamiento 6 logra pigmentar el medio en un tono fucsia, mientras que el tratamiento 8 presenta
un rosa tenue como se observa en la figura 26.

Figura 26. Perfil fisioldgico de las cinéticas de crecimiento evaluado a los 11 medios de cultivo de la cepa
SM3 en glicerol.
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Ambos medios de cultivo son favorables a la producciéon de Bs. Sin embargo, emplear un medio de
cultivo que contiene pigmento (prodigiosina) impide en algunos casos llevar a cabo una purificacion
de Bs completa [83]. Por lo anterior, y debido a las caracteristicas que presenta el medio de cultivo
marcado con el nimero 8, se usard a futuro para la extraccion de Bs.

Emplear glicerol en el medio de cultivo como fuente de carbono para la produccion de Bs ha favorecido
la reduccion de la TS a 31.5 dinas/cm y emulsionar hidrocarburo en un 79.9% en solo 48 hr. Cabe
destacar que hoy en dia, no existen reportes de cepas de S marcescens que logren reducir la tensién
superficial a 31 dinas/cm asi como lo ha mostrado esta cepa por lo que la hace Unica en su especie
hasta ahora reportada.

De manera similar, se evalud el efecto del medio de cultivo para la produccion de Bs por la cepa
mutante quimica SMRG-5 en glicerol, ya que esta fuente de carbono favorece la produccion de Bs en
la cepa silvestre SM3. Sin embargo, no se llevé a cabo el estudio con glucosa (fuente de carbono) en
la cepa SMRG-5.

5.3.6 Efecto del medio de cultivo para la produccién de Bs por la cepa mutante

guimica SMRG-5 en glicerol

Se ha reportado que cepas de Serratia marcescens (NSK-1) son capaz de producir un Bs en un medio
de cultivo que contiene glicerol como fuente de carbono [84]. Con base a este antecedente, se plante6
evaluar el efecto que ejercen la fuente de carbono y nitrdgeno en un disefio experimental con la cepa

SMRG-5 no pigmentada.

Un disefio experimental 22 fue empleado en la cepa SMRG-5, para evaluar el efecto del medio de
cultivo en la produccion de Bs en funcion de glicerol (fuente de carbono) (NH4).SO. y peptona de
caseina (fuente de nitrdgeno). Los valores de respuesta empleados fueron: reduccion de la TS e IE24

en base a las cinéticas de crecimiento evaluadas durante 72 hr de incubacion (Figura 27).
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Figura 27. Cinética de crecimiento de los 11 medios de cultivo evaluados mediante el disefio factorial 22 de la
cepa mutante SMRG-5 en glicerol

En la tabla 34 se presentan los resultados de la velocidad de crecimiento para los 11 medios de cultivo
evaluados en este disefio factorial 22 con respecto a esta cepa no pigmentada. La velocidad de
crecimiento se ve asociada con el aumento en la produccion de Bs, en un periodo de 72 h como
maximo, cabe sefialar que los valores de p oscilan entre 0.010103 y 0.06175. En estos ensayos
evaluados con glicerol (fuente de carbono), el aumento en la produccion de Bs se ve favorecido con
respecto al crecimiento, es decir; cuando el medio de cultivo presenta un aumento en la biomasa
celular la produccion de Bs incrementa también.

Tabla 34. Velocidad de crecimiento de los 11 medios de cultivo evaluados en el disefio factorial 22 en glicerol
(fuente de carbono) cepa SMRG-5.

Tasa especifica

Medp de de crecimiento ,De.n5|dad Tiempo (H)
Cultivo Optica (abs)
(W)
1 0.01687 0.9839 72
2 0.03099 1.1088 72
3 0.06175 1.435 48
4 0.03055 1.1644 72
5 0.04633 0.3373 72
6 0.10103 1.2095 72
7 0.05608 1.3048 72
8 0.0215 1.2014 48
9 0.00334 0.4087 72
10 0.01168 1.0184 72
11 0.01196 1.3273 72
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5.3.6.1 Andlisis de varianza (ANOVA) de la TS en el disefio factorial 23, SMRG-5 en

glicerol (fuente de carbono)

El analisis de varianza (ANOVA) de los parametros de regresion lineal con respecto al modelo se
presenta en la tabla 35, los datos demuestran que el modelo es significativo y que los factores
evaluados a dichas concentraciones y sus interacciones (factores marcados con *), se ajustan al
modelo a un nivel de confiabilidad 0.05%, dado que el valor de probabilidad fue mayor a 0.05.

Los resultados de reduccion de la TS, con su desviacion estandar de los 11 medios de cultivo
analizados mediante el disefio factorial 2° se muestran en la tabla 35. Los niveles de reducciéon mas
bajos se registraron a las 72 h de cultivo, posterior a este periodo los niveles se mantienen constantes.
Los valores de TS muestran una variacion de 40.4 a 30.2 dinas/cm por lo que, el medio de cultivo
marcado con el nimero 1, describe el mayor efecto que ejercen los factores estudiados, con respecto
a la reduccién de la TS a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno la actividad Bs se

ve favorecida.

Tabla 35. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto a la TS en el disefio factorial 22 de la
cepa SMRG-5 en glicerol (fuente de carbono)

Fuente Csul;rg;ggs GLr%de?fage Cl;?g(;?fo Valor -F Prob >F Observaciones
Modelo 67.85 7 9.69 223.68 0.0045* significativo
A-Glicerol 6.3 1 6.3 145.41 0.0068*

B-(NH4)2S04 4.65 1 4.65 107.34 0.0092*

C-Peptona de

C. 22.11 1 22.11 510.26 0.002*

AB 2.53 1 2.53 58.41 0.0167*

AC 6.66 1 6.66 153.72 0.0064*

BC 14.31 1 14.31 330.26 0.003*

ABC 11.28 1 11.28 260.34 0.0038*

Curvatura 1.13 1 1.13 26.16 0.0362 significativo
Error Puro 0.087 2 0.043

Total 69.07 10

D. estand= 0.21 R?= 0.9987, Media= 32.89, Adj,R?= 0.9943, C.V%=0.63 Pred R>=N/A, PRESS=N/A,
Adeq Presicion=54.171

77



capitt/do \

El analisis de varianza (ANOVA) nos muestra que el efecto de los factores analizados fueron
significativamente diferentes a cero (Fprueba, p < 0.0001) mientras que la falta de ajuste debida al
modelo no lo fue (F, p= 0.0374). Por lo tanto, los factores glicerol, (NH4).SO, y peptona de caseina
ejercen un efecto en el incremento en la produccion de Bs, en la TS (Tabla 36). Estos datos se
corroboran con la ecuacion de primer orden gue se generd en términos de factores codificados
(Ecuacion 11) con los valores de respuesta de reduccion de la tensidon superficial. Los valores
estimados se correlacionan con los parametros obtenidos experimentalmente (R? = 0.9987) y sus

efectos en el aumento de produccion de Bs.

Tabla 36. Resultados de la TS en el disefio factorial 23 de la cepa SMRG-5
Numero de Tension superficial
tratamientos (dinas/cm)*
30.2
315
32.6
314
404
33.3
32.7
32.6
32.6
32.2
11 32.3
*Promedio de seis observaciones

O 00O N O Ul B WN -

=
o

TS =33.09 - 0.89A- 0.76B + 1.66C + 0.56AB — 0.91AC — 1.34BC + 1.19ABC (Ec. 11)
Donde:
A = Glicerol
B = (NH.)2SO4

C = Peptona de caseina
Con el resultado arrojado por el analisis de varianza con respecto a la TS y seleccionando los factores

gue ejercen un efecto en el aumento de la produccién de Bs, el modelo ajustado en términos de

valores reales contra los predichos se especifican en la tabla 37. Asi, como su gréfica (figura 28).
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Tabla 37. Valores reales vs valores predichos en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5 en glicerol (fuente
de carbono)

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 30.2 36.8
2 31.5 38.06
3 32.6 38.06
4 31.4 36.8
5 40.4 425
6 33.3 39
7 32.7 39
8 32.6 425
9 32.6 39.09
10 32.2 39.09
11 32.3 39.09

Valores Reales vs Predichos

Predichos

Reales

Figura 28. Valores Reales vs predichos de la cepa SMRG-5 en el disefio factorial 23 en glicerol (fuente de
carbono).

Los resultados de superficie de respuesta con en la reduccion de la TS se presentan en la figura 29
en funcion de glicerol y (NH4).SOa. El efecto del medio de cultivo se observa a bajas concentraciones
de fuente de carbono y nitrdgeno favoreciendo la producciéon de Bs. Asi mismo, la gréfica de
interacciones en la misma figura panel b, se observa que a bajas concentraciones de fuente de

carbono y nitrégeno los factores tienen un efecto en el medio de cultivo para la produccién de Bs.
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Figura 29. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan la reducciéon de la TS en la
cepa SMRG-5. a superficie de respuesta maxima con respecto a glicerol y (NH4)2S0Oa4. b grafica de interaccion
entre glicerol - (NH4)2SOa.

5.3.6.2 Andlisis de varianza (ANOVA) del IE24 en el disefio factorial 22 en glicerol

(fuente de carbono) cepa SMRG-5

El analisis de varianza (ANOVA) para el IEz4, se indica en la tabla 38. Los parametros de regresion
lineal de superficie de respuesta, muestran que este modelo es significativo a un nivel de confiabilidad
0.05%, dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05. El valor de t para el modelo implica que
el modelo es significativamente relevante a esta eleccion es decir, los factores estudiados tienen un
efecto de manera individual (Glicerol y (NH4)2.S0O4) e interaccién (Glicerol — Peptona de caseina y
Glicerol- (NH4).SO.- Peptona de caseina) en la generacion de emulsiones y un aumento en la
produccion de Bs. Sin embargo, a pesar de que hay un efecto en los factores este modelo aln requiere
de ajuste; es decir, no se requiere de todos los factores para el aumento en la produccion de Bs y los

niveles en IE24 son altos a pesar de la falta de ajuste.
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Tabla 38. Analisis de varianza del modelo lineal con respecto al IE24 de la cepa SMRG-5 en glicerol (fuente de

carbono).

Fuente CSuL;rcTJ]rE;\ggs Gl_ria;)c;??age Cl:sgorl?fo Valor —F Prob >F Observaciones
Modelo 4621.14 7 660.16 1.98E+05 <0.0001* Significativo
A-Glicerol 486.72 1 486.72 1.46E+05 <0.0001*

B-(NH4)2S04 792.02 1 792.02 2.38E+05 <0.0001*

C-Peptona de

C. 192.08 1 192.08 5.76E+04  <0.0001*

AB 528.12 1 528.12 1.58E+05 <0.0001*

AC 1176.13 1 1176.13 3.53E+05 <0.0001*

BC 206.04 1 206.04 6.18E+04  <0.0001*

ABC 1240.02 1 1240.02 3.72E+05 <0.0001*

Curvatura 190.4 1 190.4 5.71E+04 <0.0001 significativo
Error Puro 6.67E-03 2 3.33E-03

Total 4811.54 10

D. estand= 0.058 R2= 1.0000, Media= 71.67, Adj,R?= 1.0000, C.V%=0.081 Pred R2=N/A, PRESS=N/A,
Adeq Presicion=1551.032

La ecuacion final en términos del modelo factorial seleccionado, se presenta en la ecuacién 12 donde
todos los factores ejercen un efecto sobre la produccion de Bs con relacion a la respuesta IEza.

IE24= 69.13-7.80A+9.95B+4.90C+8.13AB+12.13AC-5.07BC-12.45ABC (Ec.12)

Los resultados del IE24 evaluados en el disefio factorial 22 en funcién de la fuente de carbono (glicerol)
y nitrégeno (NH4)>S0O4 a bajas concentraciones se presenta en la tabla 39. Los 11 medios de cultivo
presentaron una variaciéon de 60.5 a 89.7 % con su respectiva desviacién estandar. Los factores
estudiados (glicerol, (NH4)2.SO4, peptona de caseina y sus interacciones) tienen un efecto significativo

y promueven la produccion de Bs cuando los factores se presentan a bajas concentraciones.
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Tabla 39. Resultados del IEz24 en el disefio factorial 23 de la cepa SMRG-5, glicerol

Numero de indice de Emulsién

tratamientos

(%)

O OoONOOULLE WN

[E
o

11

89.7+0.02
84.7+0.01
78.6+0.02
79.9+0.07
60.5+0.04
77.8+0.02
78.9+0.01
78.9+0.01
78.4+0.01
78.5+0.02
78.5+0.01

*Promedio de tres observaciones,

nueve replicas

El analisis de varianza con respecto a los valores reales vs predichos se muestra en la tabla 40 con

su respectiva grafica (figura 30), como se observa la diferencia entre ambos resultados ya que el

efecto de los factores con respecto a la respuesta TS se encuentra dentro de los niveles 6ptimos de

produccién

Tabla 40. Resultados del IE24 valores reales vs predichos,en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5, glicerol

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 89.7 74.54
2 84.7 34.02
3 78.6 78.18
4 79.9 70.18
5 60.5 60.08
6 77.8 68.08
7 78.9 63.72
8 78.9 104.24
9 78.4 69.13
10 78.5 69.13
11 78.5 69.13
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Figura 30. Valores Reales vs predichos de la cepa SMRG-5 en el disefio factorial 22 en glicerol (fuente de
carbono) con respecto al IEza4.

La gréfica de superficie de respuesta (Figura 31a), sustenta los datos de respuesta optima en el |E24,
indicando que a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno se alcanza un alto porcentaje
de emulsion. La gréfica de interacciones (figura 31b) correlaciona los datos de superficie de respuesta
a bajas concentraciones de cada factor involucrado. De acuerdo al modelo, el tratamiento marcado
con el numero 1 (glicerol, 12 gl'1 y (NH4)2SQ4, 0.75 gl) es el mejor medio de cultivo en la produccién

de Bs, ya que emulsiona el medio en un 89.7%.

Roldan-Carrillo [80] y Matsuyama, [83] han estudiado la produccién de Bs empleando disefios
experimentales por cepas de S. marcescens (SmSA pigmentada y NS 25 no pigmentada,
respectivamente). Sin embargo, solo han logran reducir la TS a 33 y 33.9 dinas/cm. La cepa SMRG-
5 de S. marcescens es de gran interés ya que reduce la TS (30.8 dinas/cm) por debajo de otras cepas

previamente reportadas.

Interaccion
B: (NH,),SO,

@
8

— io ——h

“
3
S
S
1

Tensién superficial
(dinasfcm)

Tension superficial (dinas/cm)
U

T T T T I
100 050 000 050 100

A: Glicerol

Figura 31. Superficie de respuesta méaxima e interaccién de factores que afectan el IE24 de la cepa SMRG-5.
a superficie de respuesta maxima del IE24 con respecto a glucosa y (NH4)2S04 b. Interaccién de Glucosa -
(NH4)2S04
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Los factores evaluados en los disefios factoriales de ambas cepas, nos permitieron seleccionar el
medio de cultivo con mayor produccion de Bs; como respuesta a la tension superficial e indice de
emulsion. Por lo tanto, para una produccion de Bs a mayor escala se tomaran de cada cepa el medio

de cultivo adecuado.

5.3.7 Medicion de la actividad Bs a las cepas SM3 y SMRG-5 por el método de placa

(Whilhelmy) en el disefio factorial 23 en glicerol

5.3.7.1 Disefio factorial 23, medicién de la TS en la cepa SM3, método de la placa (Whilhelmy)

Nuevamente el uso de la herramienta estadistica fue empleada, bajo el disefio factorial 2° para evaluar
el efecto del medio de cultivo en la produccién de Bs; en funcién del glicerol, (NH4).SO. y peptona de
caseina, como se mencion6é en el apartado anterior. Los valores de respuesta se basan en la
reduccién de la TS con base en el método de placa (ver materiales y métodos), mientras que el IE24
fue evaluado en keroseno crudo (ensayos previos kerosina). En esta seccidbn se presentan
Unicamente los resultados de actividad Bs, que involucra la TS, IE24, locomocién en swarming y

actividad hemolitica en caja.

El andlisis de varianza (ANOVA) en los parametros de regresion lineal con relacién al modelo se
presenta en la tabla 41, los datos demuestran que el modelo es significativo y que los factores
evaluados a dichas concentraciones y sus interacciones (factores marcados con *), se ajustan al
modelo a un nivel de confiabilidad 0.05%, dado que el valor de probabilidad fue mayor a 0.05. El valor
de t para el modelo implica que el modelo es significativamente relevante a esta eleccién. Cada factor
analizado ejerce un efecto de manera individual (Glicerol y (NH.),SO.) e interacciéon (Glicerol —
Peptona de caseina y Glicerol- (NH4),SO4- Peptona de caseina) En este analisis aiin puede ajustarse
el modelo, es decir, no se requiere de todos los factores o interacciones (glicerol-(NH4).SO4 o glicerol
Peptona de caseina) para un incremento en la produccion de Bs.
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Tabla 41. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto a la TS en el disefio factorial 23 de la cepa SM3
en glicerol, método de placa (Whilhelmy).

Fuente Csul;rS;gSS ﬁ::ggj Cﬁgéi)do Valor- F Prob >F Observaciones
Modelo 25 7 0.36 1.27 0.5073 significativo
A-Glicerol 1.05 1 1.05 3.75 0.1923
B- (NH4)2S04 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
C-Pep. Casein 0.78 1 0.78 2.79 0.2368
AB 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
AC 0.15 1 0.15 0.54 0.5389
BC 0.061 1 0.061 0.22 0.686
ABC 1.05 1 0.15 0.54 0.5389
Curvatura 0.25 1 0.25 0.89 0.4456 significativo
Error puro 0.56 2 0.28
Total 3.31 10

Des. Stand= 021, R2= 0.9987, Media= 32.89, Adj,R?= 0.9943, C.V%=0.63 Pred R?=-N/A,
PRESS=N/A, Adeq Presicion=54.171

La reduccion de la TS, con su desviacion estandar de los 11 medios de cultivo analizados mediante
el disefio factorial 2° se muestran en la tabla 42. Los niveles de reduccién de TS se mantiene con el
mismo patrén que en el ensayo anterior, es decir a altas concentraciones de fuentes de carbono y
nitrégeno se registran los mejores resultados de actividad Bs, en este ensayo los valores de TS
muestran una variacion de 28.4 y 26.5, estos resultados son parametros Optimos de actividad Bs
comparados con los datos registrados con el anillo de iridio previamente empleado, donde los datos
oscilan entre 40.4 a 30.2 dinas/cm por lo que, el medio de cultivo marcado con el nimero 8, describe
el mayor efecto que ejercen los factores estudiados, con respecto a la reduccion de la TS. .

Tabla 42. Resultados de la TS en el disefio factorial 23 de la cepa SM3, método de la placa (Whilhelmy).

Numero de Tension superficial
tratamientos (dinas/cm)*
28.4
27.4
27.4
27.5
27.6
26.6
27.5
26.5
28.3
27.3
27.5

O 00 N O Ul b WN B

Y
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*Promedio de seis observaciones
El andlisis de varianza (ANOVA) nos muestra que el efecto de los factores analizados fueron

significativamente diferentes a cero (Fpreba, P < 0.0045), sin validar el modelo, ya que los valores de
actividad Bs son favorables a la actividad Bs. No obstante, los parametros de optimizacion no aplican
para este disefio factorial ya que los factores no se ajustan al modelo. Los datos arrojados se
corroboran mediante la ecuaciéon de primer orden generada, en términos de factores codificados
(Ecuacion 13).

TS =27.36-0.36A-0.14B - 0.31C + 0.14AB - .014AC + 0.087BC - 0.14ABC (Ec. 13)
Donde:
A = Glicerol

B= (NH4)2804

C = Peptona de caseina

El resultado arrojado por el andlisis de varianza con respecto a la TS y los factores seleccionados
ejercen un efecto en el aumento de la produccion de Bs, el modelo ajustado en términos de valores

reales contra los predichos se especifican en la tabla 43. Asi, como su gréfica (figura 32).

Tabla 43. Valores reales vs valores predichos en el disefio factorial 23 de la cepa SM3, método de la placa.

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales  Predichos
1 28.4 28.9
2 27.4 27.401
3 27.4 27.379
4 27.5 27.499
5 27.6 27.605
6 26.6 26.605
7 27.5 27.495
8 26.5 26.495
9 28.3 27.36
10 27.3 27.36
11 27.5 27.36
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Figura 32. Valores reales vs predichos de la cepa SM3 en el disefio factorial 23, en glicerol, Método de la
placa (Whilhelmy).

La superficie de respuesta en la reduccién de la TS se presentan en la figura 33 en funcion de glicerol
y (NH.)2S0O.. El efecto del medio de cultivo se observa a altas concentraciones de fuente de carbono
y nitrégeno favoreciendo la produccion de Bs. Asi mismo, la gréfica de interacciones en la misma
figura panel b, se observa que a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno los factores

tienen un efecto en el medio de cultivo para la produccion de Bs.

a) b)
Interaccién Glicerol (A) - (NH,),SO,(B)
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Figura 33. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores que afectan la reduccion de la TS en la
cepa SM3, método de la placa (Whilhelmy). a superficie de respuesta maxima con respecto a glicerol y
(NH4)2S0a4. b grafica de interaccion entre glicerol - (NH4)2SOa4.
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5.3.7.2 Disefio factorial 23, medicién del IE24 en la cepa SM3, método de la placa
(Whilhelmy)
El andlisis de varianza (ANOVA) para el |Ez4, se indica en la tabla 44. Los pardmetros de regresion
lineal de superficie de respuesta, muestran que este modelo es significativo a un nivel de confiabilidad
0.05%, dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05. El valor de t para el modelo implica que
el modelo es significativamente relevante a esta eleccion es decir, los factores estudiados tienen un
efecto de manera individual (Glicerol y (NH4).SO.) e interaccion (Glicerol — Peptona de caseina y
Glicerol- (NH4).SO4- Peptona de caseina). Al igual que en la TS este modelo carece de ajuste, es
decir no se requieren de todos los factores o interacciones para incremental la actividad Bs. Sin
embargo los valores de IE24 son favorables y se encuentran dentro de un rango sin cambio significativo

por lo que no es necesario llevarlo a optimizacion.

Tabla 44. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto al IE24 de la cepa SM3 en glicerol, método de la
placa (Whihelmy)

Fuente ci;g]r?ic(ijss &r:ggg Clr{r?gé%do Valor de F Prob > F
Modelo 4621.14 7 660.16 1.980+005 <0.0001 significativo
A-Glicerol 486.72 1 486.72 1.46E+05 <0.0001
B- (NH4)2S04 792.02 1 792.02 2.38E+05 <0.0001
C-Pep. Casein 192.08 1 192.08 57624 <0.0001
AB 528.13 1 528.13 1.58E+05 <0.0001
AC 1176.13 1 1176.13 3.53E+05 <0.0001
BC 206.04 1 206.04 61813.5 <0.0001
ABC 1240.02 1 1240.02 3.72E+05 <0.0001
Curvatura 190.4 1 190.4 57120.05 <0.0001  significativo
Error puro 6.67E-03 2 3.33E-03
Total 4811.54 10

Des Est=0.058, R2=1.000, Media= 71.67, Adj,R?= 1.000, C.V%=0.081 Pred R2=-N/A,
PRESS=N/A , Adeq Presicion=1551.032

La ecuacion final en términos del modelo factorial seleccionado, se presenta en la ecuacioén 14 donde

todos los factores ejercen un efecto sobre la produccion de Bs con relacion a la respuesta IEza.

IE2s= 76.66+1.31A+0.41B+0.61C-0.34AB+0.81AC+0.36BC-0.063ABC (Ec.14)
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Los resultados del IE24 evaluados en este disefio factorial 2° en funcion de la fuente de carbono
(glicerol) y nitrogeno (NH4)2.S04, a altas concentraciones se presenta en la tabla 45. Los 11 medios
de cultivo no presentan variacién significativa y el porcentaje oscila entre el 79.9 y 71.5 % su
respectiva desviacién estandar. Los factores estudiados (glicerol, (NH4).SO., peptona de caseina y
sus interacciones) tienen un efecto significativo y promueven la produccion de Bs cuando los factores

se presentan a altas concentraciones.

Tabla 45. Resultados del IE24 en el disefio factorial 22 de la cepa SM3

Numero de indice de emulsién
tratamientos (%)

75.01+0.02
76.9+0.01
76+0.02

76.2+0.07
74.1+£0.04
78.9+0.02
76.2+0.01
79.910.01
71.9+0.01
71.8+0.02

11 71.5£0.01
*Promedio de tres observaciones,
nueve replicas
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El andlisis de varianza con respecto a los valores reales vs predichos se muestra en la tabla 46 con
su respectiva grafica (figura 34), como se observa no hay una diferencia entre ambos resultados ya
que el efecto de cada factor con base en la respuesta se encuentra dentro de los niveles 6ptimos de

emulsion para esta cepa
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Tabla 46. Resultados del |IE24 valores reales vs predichos en el disefio factorial 22 de la cepa SM3, método de

placa (Whilhelmy)

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 75.1 75.16
2 76.9 76.84
3 76 75.94
4 76.2 76.26
5 74.1 74.04
6 78.9 78.96
7 76.2 76.96
8 79.9 79.82
9 71.9 76.66
10 71.8 76.66
11 71.5 76.66
81 -
_ 80 - °
2 79 ~ )
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o4 - . oo
5 76 ‘. .................. :
74 °
73 . . . . . .

70 72 74 76 78 80 82
Valores Reales

Figura 34. Valores Reales y predichos de la cepa SM3 en el disefio factorial 23 en glicerol con respecto al
IE24.Metodo de la placa (Whilhelmy)

Los valores en niveles altos de concentracion de carbono y nitrégeno incrementan la actividad
emulsificante en esta cepa, aun a pesar de que este disefio no es el mas adecuado para niveles de

optimizacion, por lo gue no fue necesario recurrir a parametros de

La gréfica de superficie de respuesta (Figura 35a), sustenta los datos de respuesta optima en el |Ez4,
indicando que a niveles altos de carbono y se alcanza un alto porcentaje de emulsion. La gréafica de
interacciones (figura 35b) correlaciona los datos de superficie de respuesta de cada factor
involucrado. De acuerdo al modelo, el tratamiento marcado con el nimero 8 es el medio de cultivo

favorable a la produccion de Bs, ya que emulsiona el medio en un 79.9%.
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Interaccion A: Glicerol — B: (NH,),SO,
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Figura 35. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan el IE24 cepa SM3, método de
la placa (Whilhelmy). a superficie de respuesta maxima con respecto a glicerol y (NH4)2SOa. b gréfica de
interaccién entre glicerol - (NH4)2S0a.

Hasta el momento no hay reportes de actividad emulsificante superior al 70% en cepas de Serratia
marcescens en medios optimizados a dicha produccién, por lo que esta cepa nos da la pauta para
emplearla en actividades con procesos de aplicacion en el area de biorremediacion debido a la
biodisponibilidad que puede ejercer en cuanto a la produccion de Bs.

5.3.7.3 Disefio factorial 23, mediciéon de la TS y analisis de varianza (ANOVA) en la cepa
SMRG-5, método de la placa (Whilhelmy)

El andlisis de varianza (ANOVA) en los parametros de regresion lineal con respecto al modelo se
presenta en la tabla 47, los datos indican que el modelo es significativo a un nivel de confiabilidad
0.05%, los factores evaluados a dichas concentraciones, en este disefio no se presentan como un

ajuste al modelo ya que la actividad Bs en esta cepa alcanzaron niveles 6ptimos.
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Tabla 47. Andlisis de varianza del modelo lineal con respecto a la TS en el disefio factorial 22 de la cepa
SMRG-5, método de la placa (Whilhelmy)

Suma de Grados Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio Valor-F Prob > F Observaciones
Modelo 67.85 7 9.69 223.68 0.0045 significativo
A-Glicerol 6.3 1 6.3 145.41 0.0068
B- (NH4)2504 4.65 1 4.65 107.34 0.0092
C-Pep. Casein 22.11 1 22.11 510.26 0.002
AB 2.53 1 2.53 58.41 0.0167
AC 6.66 1 6.66 153.72 0.0064
BC 14.31 1 14.31 330.26 0.003
ABC 11.28 1 11.28 260.34 0.0038
Curvatura 1.13 1 1.13 26.16 0.0362 significativo
Error 0.087 2 0.43
Total 69.07 10

Des Est= 021, R2= 0.9987, Media= 27.89, Adj,R?= 0.9943, C.V%=0.75 Pred R2=-N/A,
PRESS=N/A , Adeq Presicion=54.171

La reduccion de la TS, evaluada en los 11 medios de cultivo analizados mediante el disefio factorial
23, se muestran en la tabla 48. Los niveles de reduccion mas bajos se registraron a las 72 h de cultivo,
posterior a este periodo los niveles se mantienen constantes. Los valores de TS muestran una
variacion de 35.4 a 25.2 dinas/cm por lo que, el medio de cultivo marcado con el nimero 1, describe
el mayor efecto que ejercen los factores aun a pesar de que este modelo no es el que se ajuste a
cada factor, los resultados demuestran que los niveles de TS son los 6ptimos a la actividad Bs
registrada en la literatura [83], ya que los datos reportados de TS son de Bs purificados, mientras que
los datos aqui reportados son durante la fermentacién a bajos niveles de carbono y nitrégeno,

contrario a los datos encontrados a la cepa silvestre.
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Tabla 48. Resultados de la TS en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5

Numero de Tension superficial
tratamientos (dinas/cm)*
25.2
26.5
27.6
26.4
35.4
28.3
27.7
27.6
27.6
27.2

11 27.3
*Promedio de seis observaciones
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El andlisis de varianza (ANOVA) muestra que el efecto de los factores analizados fueron
significativamente diferentes a cero (Fpeba, p < 0.0001) mientras que la falta de ajuste debida al
modelo no lo fue (F, p= 0.0045), cuando los datos no son seleccionados para guiar el disefio a
optimizacion. Por lo tanto, los factores glicerol, (NH.).SO4 y peptona de caseina ejercen un efecto en
el incremento en la produccion de Bs. Estos datos se corroboran con la ecuacién de primer orden que
se generd en términos de factores codificados (Ecuacion 15) con los valores de respuesta de
reduccibn de TS. Los valores estimados se correlacionan con los parametros obtenidos

experimentalmente (R? = 0.9987) y sus efectos en el aumento de produccién de Bs.

TS =28.09 — 0.89A- 0.76B + 1.66C + 0.56AB — 0.91AC — 1.34BC + 1.19ABC (Ec. 15)

Donde:

A = Glicerol

B = (NH4)2SO4

C = Peptona de caseina

El modelo ajustado en términos de valores reales contra los predichos, calculados a partir de la

ecuacion generada, se especifican en la tabla 49, asi, como su gréfica (figura 36).
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Tabla 49. Valores reales vs valores predichos en el disefio factorial 23 de la cepa SMRG-5 en glicerol, método
de placa (Whilhelmy).

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 25.5 25.23
2 26.5 24.15
3 27.6 27.49
4 26.4 28.73
5 354 33.05
6 28.3 28.29
7 27.7 30.03
8 27.6 27.59
9 27.6 28.07
10 27.2 28.07
11 27.3 28.07
35 -
g 334 g ®
i1 e
e 314 e
5
2 .
25 ; T T T T T T

25 27 29 31 33 35 37

Valores Reales

Figura 36. Valores reales vs predichos de la cepa SMRG-5 en el disefio factorial 22 en glicerol, método de la
placa (Whilhelmy)

Los resultados de superficie de respuesta con en la reduccién de la TS se presentan en la figura 37
en funcién de glicerol y (NH4)2.SO.. El efecto del medio de cultivo se observa a bajas concentraciones
de carbono y nitrégeno favoreciendo la produccion de Bs. Asi mismo, la grafica de interacciones en
la misma figura panel b, se observa que a bajas concentraciones carbono y nitrégeno, cada factor

ejerce un efecto sobre la produccion de Bs en el medio de cultivo.
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Interaccion A: Glicerol — (NH;),SO,
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Figura 37. Superficie de respuesta maxima e interaccién de factores que afectan la reduccién de la TS en la
cepa SMRG-5, método de la placa (Whihelmy). a superficie de respuesta méaxima con respecto a glicerol y
(NH4)2S0a4. b grafica de interaccion entre glicerol - (NH4)2SOa4.

5.3.7.4 Disefio factorial 23, medicion del IE24 y andlisis de varianza (ANOVA), cepa

SMRG-5, en glicerol método de la placa (Whilhelmy)

El analisis de varianza (ANOVA) para el IEz4, se indica en la tabla 50. Los parametros de regresion
lineal de superficie de respuesta, muestran que este modelo es significativo a un nivel de confiabilidad
0.05%, dado que el valor de probabilidad fue menor a 0.05. El valor de t para el modelo implica que
el modelo es significativamente relevante a esta eleccion es decir, los factores estudiados tienen un
efecto de manera individual (Glicerol y (NH4).SOa4) e interaccion (Glicerol — Peptona de caseina y
Glicerol- (NH4).SO.- Peptona de caseina) en la generacion de emulsiones y un aumento en la
produccion de Bs. No obstante, a pesar de que hay un efecto en los factores este modelo aun requiere
de ajuste; es decir, no se requiere de todos los factores para el aumento en la produccién de Bs y los

niveles en IE24 son altos a pesar de la falta de ajuste.
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Tabla 50. Analisis de varianza del modelo lineal con respecto al IE24 de la cepa SMRG-5 en glicerol Método de
la placa (Whilhelmy).

Suma de Grados Cuadrado

Fuente cuadrados libertad medio Valor -F Prob >F Observaciones
Modelo 490.54 7 70.08 21022.93 <0.0001 significativo
A-Glicerol 23.12 1 23.12 6936 0.0001
B- (NH4)2504 1.62 1 1.62 486 0.0021
C-Pep. Casein 169.28 1 169.28 4537.5 <0.0001
AB 15.12 1 15.12 16537.5 0.0002
AC 55.12 1 55.12 46993.5 <0.0001
BC 156.65 1 156.65 20886 <0.0001
ABC 69.62 1 69.62 16.41 <0.0001
Curvatura 0.055 1 0.055 0.89 0.0559 not significativo
Error 6.67E-03 2 3.33E-03
Total 490.6 10

Des Std= 058, R2=1.0000, Media= 78.58, Adj,R?= 0.9999, C.V%=0.73 Pred R2=-N/A,
PRESS=N/A, Adeq Presicion=559.137

La ecuacion final en términos del modelo factorial seleccionado, se presenta en la ecuacién 12 donde

todos los factores ejercen un efecto sobre la produccion de Bs con relacion a la respuesta IEza.

IE24= 78.63+1.70A+0.45B-4.60C-1.37AB+2.62AC+4.43BC-2.95ABC (Ec.16)

Los resultados del IE,4 evaluados en el disefio factorial 22 en funcién de la fuente de carbono (glicerol)
y nitrdgeno (NH4).SO4 a bajas concentraciones se presenta en la tabla 51. Los 11 medios de cultivo
presentaron una variacion de entre 60.5 y 89.7 % con su respectiva desviacién estandar. Los factores
estudiados (glicerol, (NH4).SO4, peptona de caseina y sus interacciones) tienen un efecto significativo
y promueven la produccion de Bs cuando los cuando los niveles de carbono y nitrégeno son
empleados a bajas concentraciones, contrario a lo que sucede en la cepa silvestre SM3, por lo que la
mutacién quimica en esta cepa favoreci6 dicha produccién. Condiciones de cultivo optimizadas han
incrementado la produccion de Bs en cepas de Serratia marcescens como la reportada por Bidlan
[80] quien ha empleado también como sustrato el glicerol, esta fuente de carbono es precursor de los
acidos grasos por lo que puede ser facilmente sintetizado por la bacteria. No solo cepas de Serratia
marcescens han sido optimizadas para la produccién de Bs, Pseudomonas sp han sido producidas
bajo la misma fuente de carbono y los resultados han sido favorables a dicha produccion, ademas de

las ya mencionas en la introduccién. [85].
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Tabla 51. Resultados del IE24 en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5, método de la placa (Whilhelmy)

Numero de indice de emulsidn
tratamientos (%)

89.7+0.03
84.7+0.05
78.6+0.02
79.9+0.06
60.5+0.02
77.810.04
78.9+0.03
78.9+0.04
78.4+0.04
78.5£0.06

11 78.5+0.06
*Promedio de tres observaciones,
nueve replicas
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El analisis de varianza con respecto a los valores reales vs predichos se muestra en la tabla 52 con
su respectiva gréfica (figura 38), como se observa, no hay diferencia significativa a los valores
predichos, ya que el efecto de los factores con respecto a la respuesta IE24 se encuentra dentro de
los niveles 6ptimos de produccion, sin hecesidad de emplear algun otro disefio experimental, a pesar

de que no fue ajustado el modelo ya que no se requiere de dicha optimizacién.

Tabla 52. Resultados del IE24 Valores reales vs predichos en el disefio factorial 22 de la cepa SMRG-5.

Medio de Valores Valores

Cultivo Reales Predichos
1 89.7 89.71
2 84.7 84.71
3 78.6 78.59
4 79.9 79.91
5 60.5 60.51
6 77.8 77.79
7 78.9 78.91
8 78.9 78.91
9 78.4 78.70
10 78.5 78.63
11 78.5 78.61
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Figura 38. Valores Reales vs predichos de la cepa SMRG-5 en el disefio factorial 22 en glicerol, con respecto

al IE24. Método de la placa (Whilhelmy)

La grafica de superficie de respuesta (Figura 39a), sustenta los datos de respuesta optima en el |Eza4,

indicando que a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno se alcanza el mayor

porcentaje de emulsion registrado para esta cepa, comparada con la silvestre y con otras cepas de

Serratia marcescens. La grafica de interacciones (figura 39b) correlaciona los datos de superficie de

respuesta a bajas concentraciones de cada factor involucrado. De acuerdo al modelo, el tratamiento

marcado con el numero 1 (glicerol, 12 gl'1 y (NH4)2SO4, 0.75 gl'?) es el mejor medio de cultivo en la

produccién de Bs, ya que emulsiona el medio en un 89.7%.
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Figura 39. Superficie de respuesta méaxima e interaccién de factores que afectan el IE24 de la cepa SMRG-5,
método de la placa (Whilhelmy). a superficie de respuesta maxima del IE24 en glicerol y (NH4)2SO4 b.

Interaccion de glicerol - (NH4)2SO04
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5.3.8 Ensayos de locomocion en Swarming a las cepas SM3 y SMRG-5

Los factores evaluados en los disefios factoriales de ambas cepas, nos permitieron seleccionar el
medio de cultivo con mayor produccién de Bs; como respuesta a la TS e |IE24. Por lo tanto, para una
produccion de Bs a mayor escala se tomaron de cada cepa el medio de cultivo favorable a la
produccion de Bs, considerante que a partir de este punto, nos da la pauta para que la cepa isogénica
SMRG-5 sea considerada de gran importancia para todo los siguientes analisis.

Los ensayos de actividad Bs, que involucra la medicién de la TS, IE2s, locomociéon en swarming y
actividad hemolitica fueron realizados en cada medio favorable a la produccién de Bs y los resultados
corroboran que en cada medio de cultivo ambas cepas ejercen claramente dicha actividad. La
locomocién en swarming evaluada en ambas cepas en medio rico (LB) se esquematiza en la figura
40a-b SM3 y SMRG-5, respectivamente.

b)

Figura 40. Locomocién en swarming de las cepas: a) SM3, b) SMRG-5 en medio LB.

Mientras que en los medios favorables a la produccion de Bs, la cepa SM3 incrementa su poblacion
bacteriana fisiolégicamente cuando el glicerol es utilizado como sustrato, por lo que en este parametro
de actividad Bs sustenta que el medio es favorable a la induccién del agente activo de superficie
(Figura 41a). Asi mismo, la locomociéon en swarming en la cepa SMRG-5 en el medio de cultivo
propicio a la produccién de Bs, incrementa su densidad poblacional bajo las mismas condiciones de
incubacién. Dado lo anterior, este parametro delimita un incremento en la presencia de Bs, comparado

al medio rico LB (Figura 41b).
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Figura 41. Locomocion en swarming de las cepas a) SM3 y b) SMRG-5 en glicerol

Otro de los parametros que delimitan la presencia de agentes activos de superficie es la actividad
hemolitica que indica la formacion de poros a través de la presencia de Bs. Estas cepas también
fueron sometidas a dicho analisis en placa. Los resultados sustentan la presencia de poros en
ambas cepas como positivo.

5.3.9 Conclusiones

» Evaluar el efecto del medio de cultivo en la cepa SM3 empleando glucosa como fuente de
carbono, en un disefio factorial 24, permite la produccién de Bs reduciendo la TS del medio en
un 33.9 dinas/cm y 79.9%.

> Evaluar el efecto del medio de cultivo mediante un disefio factorial 2* en la cepa SMRG-5,
permite la produccion de Bs reduciendo la tensidn superficial a 36.3 dinas/cm. Sin embargo no

favorece el IE24 en las mismas condiciones, empleando glucosa como fuente de carbono.

> Evaluar el efecto de medio de cultivo mediante un disefio factorial 23, permiti6 aumentar la
produccion de Bs en la cepa SM3. Altas concentraciones de fuente de carbono (glicerol, 14 gl
1 y nitrégeno ((NH4).SO4, 1.5 glty Peptona de caseina, 4 gl), reduce la tension superficial del

medio a 26.5 dinas/cm y emulsiona el keroseno en un 79.9%.

> Evaluar el efecto del medio de cultivo mediante un disefio factorial 23 permiti6 aumentar la
produccion de Bs en la cepa mutante SMRG-5. Bajas concentraciones de fuente de carbono
(glicerol, 12 gI’t) y nitrégeno ((NH4).SO4, 0.755 gl'y Peptona de caseina, 2 gl?), reduce la

tension superficial del medio a 25.5 dinas/cm y emulsiona el hidrocarburo en un 89.7%.
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Evaluar la actividad Bs en los medios de cultivo favorables a la produccion, permitié delimitar
los pardmetros optimos mediante el método de la placa (Whilhelmy) y el anillo Du Nouy. Donde
la cepa SM3 registré una TS de 26.5 dinas/cm mientras que el IE2; permaneci6 igual. Mientras
gue para la cepa SMRG-5 registré una TS de 25.2 dinas/cm y emulsiona el hidrocarburo en el
mismo porcentaje (89.7%). Estos datos, fueron registrados por el método de placa y un anillo

nuevo de iridio

Evaluar el efecto del medio de cultivo, mediante un disefio factorial 22 en la cepa SMRG-5 en

glucosa como fuente de carbono no incrementa la produccién de Bs.

Las herramientas estadisticas empleadas en este trabajo, permitieron determinar las
condiciones favorables al aumento en la produccion de Bs, bajo la influencia de altas y bajas
concentraciones de fuente de carbono y nitrogeno (SM3 y SMRG-5, respectivamente). Estos
parametros de respuesta, dan la pauta para la produccién a gran escala, la caracterizaciéon y

elucidacion de la estructura de dichos agentes tensoactivos, secretados por ambas cepas.
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6.1 ANTECEDENTES

6.1.1 Caracterizacion de Biosurfactantes producidos por las cepas SM3y SMRG-5

Gran cantidad de microorganismos sintetizan compuestos de alto y bajo peso molecular, su maxima
produccion ocurre posterior a la division celular o porque dichas sustancias no son requeridas para el
metabolismo primario o crecimiento celular. Por lo que son denominados metabolitos secundarios.
Estos compuestos, no se identifican por su naturaleza quimica sino por sus caracteristicas
taxondmicas y metabdlicas, los factores fisicoquimicos ejercen un efecto sobre su produccién, como
la temperatura, oxigeno, concentraciones de fosfato e iones metalicos, etc. Cada factor involucrado
en la produccién de Bs tanto fisicoquimico, como biolégico; ejerce un efecto sobre dichas
biomoléculas, los pasos y procesos para la extraccion, purificacién y caracterizacion son hoy en dia
un problema de costos a resolver. En este sentido, en diversas ocasiones depende del

microorganismo empleado y el tipo de Bs a purificar.

Los procesos de extraccion y purificacion de Bs, en cepas de Serratia marcescens, esta delimitado
por el tipo de agente tensoactivo secretado, ya sea a partir de cepas pigmentadas y no pigmentadas.
Ademas, la produccion de Bs y prodigiosina es termoregulado por la temperatura, es decir; la
diferenciacion celular, locomocion en swarming y pigmentos se lleva a cabo a 30°C, pero la produccién
de estos exolipidos no ocurre a 37 °C. La prodigiosina es un metabolito secundario constituido de 3
anillos pirrélicos unidos de manera lineal, derivados de L-prolina (Figura 42), estudios de mutantes
deficientes en este pigmento, secretan precursores de este mismo y la condensacion de moléculas
como el 2-metil-3-pentilpirrol (siglas en inglés: MAP) y 4-metoxi-2,2-bipirrol, 5-carboxialdehido (MBC),
estos compuestos se encuentran presentes en pasos finales de biosintesis de pigmento. De igual
forma, los Bs secretados por la cepa 274 de S. marcescens (Serrawetina 1) son responsables del
incremento en la actividad de translocacién de superficie dependientes ambas de la temperatura. El
mecanismo de biosintesis de estos metabolitos es sintetizado a través del sistema péptido sintetasas
no ribosomales (NRPSs) en paralelo, esto debido al analisis genético estudiado en las secuencias
consenso entre los miembros de las fosfopanteteneil transferasas, las cuales pertenecen a las

proteinas acarreadoras de peptidil-fosfopanteteneilados en el gen pswP [72].
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Figura 42. Estructura quimica de la prodigiosina MAP y MBC. El Bs Serrawetina W1les una dilactona
compuesta de &cido D-3-hidroxidecanoico y L-serina.

Dada la naturaleza de la cepa SM3 de S. marcescens, la purificacion y caracterizacion de los Bs
pudiese verse ligeramente perturbada por la produccion a la par del pigmento. Por tanto, la cepa
mutante SMRG-5 productora de Bs, no pigmentada dara la pauta para una comparacion entre ambos
productos; con el fin de incrementar y mejorar la purificacién de Bs, haciendo una comparacién entre
ambas cepas en cuanto a caracterizacion, delimitando la naturaleza de ambos extractos en cuanto al

efecto de la mutagénesis en la cepa isogénica.
6.2 MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Extraccion de Biosurfactante de la cepa mutante SMRG-5

6.2.1.1 Sistema de extraccion de Biosurfactante |

Para la extraccién de Bs en fase acuosa, un cultivo con volumen final de 200 mL (72 hr de incubacién)
de la cepa SMRG-5, se centrifugé durante 20 min a 5000 rpm y 4°C. El sobrenadante recuperado libre
de células, se acidific6 a pH 2 con HCI 1M y posteriormente se agregaron 2 volimenes de etanol; la
solucion etandlica formada se agité durante 30 min (Corning, agitador/placa caliente) y se refrigeré
por 72 hr con el objeto de precipitar el biosurfactante. Los sedimentos formados se eliminaron por
centrifugacion a 5 000 rpm durante 20 min a 4°C. La solucion etandlica se evapord en un rota-
evaporador (Buchi, R-124). El remanente acuoso recuperado se liofilizd (marca de la liofilizadora).
Finalmente, la muestra liofilizada con aspecto viscoso y color ambar se mezclé con cloroformo-
metanol (2:1 v/v) y se concentrd la solucion orgéanica por evaporacion. Los extractos obtenidos se
revelaron por cromatografia en capa fina (TLC) en placa de silica gel G en un sistema de solvente |
(cloroformo-metanol-5 M amonio (80: 25:4, v/v)). Los extractos se analizaron en placas de silica gel

por cromatografia en capa fina (siglas en inglés: TLC) en los sistemas de solventes I, sistema Il
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(cloroformo-metanol-acetona-acido acético (90:10:6:1, v/v)) y sistema Il (cloroformo-metanol-acetona
(90:10:6, v/v)) [86].

6.2.1.2 Sistema de extraccion de Biosurfactante Il
Este sistema de extraccion de Bs fue acoplado a ambas cepas de Serratia marcescens (SM3y SMRG-

5) por separado.

Un cultivo de la cepa SM3 con volumen final de 2 L previamente incubado durante 8 dias, fue
centrifugado a 5000 rpm durante 20 min a 4 °C, con el fin de recuperar el sobrenadante libre de
células. Un volumen de 500 mL de sobrenadante se somete a 2 extracciones sucesivas con 3
volumenes de acetato de etilo, en cada caso se agité durante 20 h (agitador Corning stirrer/hot plate
agitacion nivel 6) y posteriormente se refrigeré por 24 h a 4°C [87]. Una vez llevada a cabo la
precipitacion, se eliminaron los sedimentos por centrifugacion a 5000 rpm durante 15 minutos a 4°C.
El solvente organico se recuperd por evaporacion. El extracto concentrado con caracteristica viscosa
y color &mbar, se mezclé con 200 mL de la mezcla de solventes: cloroformo-metanol (2:1) y se agitd
durante 1 hr, posteriormente se concentran los solventes organicos por evaporacion. Los extractos
concentrados se analizaron por TLC en una placa de silica gel, empleando como fase mévil metanol

100% y se reveld con vapores de iodo sublimado.

6.2.2 Caracterizacion del Biosurfactante

6.2.2.1 Gel Desnaturalizante de proteinas al 12% (SDS-PAGE)

Se prepar6 un gel desnaturalizante al 12% (SDS-PAGE). Se tomaron 15 ul de muestra (extracto crudo
concentrado de la cepa SMRG-5) y se agrego solucion de muestra (incluye 3-mercapto-etanol) y se
incubd a 92°C durante 5 min. Un volumen final de 25 pl fueron cargados en el gel utilizando 2 pl de
marcador de peso molecular (color Marker, Fermentas), y fue corrido durante ~45 minutos a 150 v en
una fuente de poder PowerPac Basic 300 v, 400 mA, 75 W Bio Rad.

6.2.2.2 Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn (por sus siglas en ingles HPLC)
de las cepas SM3y SMRG-5

Los extractos obtenidos se analizan por cromatografia de liquidos, utilizando un sistema High

Performance Liquid Chromatography (HPLC) con detector y arreglo de diodos acoplado a un detector

UV-visible, (Waters 996 Photodiode Array Detector, con inyector Mod. 7725i). Se utilizaron una

columna XDBC-18 Agilent de 150 x 4.6 mm, 3.5 um y una columna EC 250/4 NUCLEOSIL 120-5 C18.
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6.2.2.3 Sistema de solventes de las cepas SM3 y SMRG-5
El método de separacion empleado para ambas cepas SM3 y SMRG-5 fue en el sistema de solvente
acetonitrilo - agua en un gradiente (tabla 53), la velocidad de flujo total fue de 1.0 ml min, y una

longitud de onda A = 215 nm y un tiempo de corrida de 45 min.

Tabla 53. Sistema de gradiente empleado en la inyeccién de muestra de los extractos crudos concentrados de
las cepas SM3 y SMRG-5.

Tiempo Flujo Solvente:
(minutos) Agua (%) Acetonitrilo (%)
Inicial 1.0 100 0
5 1.0 100 0
35 1.0 50 50
37 1.0 100 0
45 1.0 100 0

El volumen inyeccién de los extractos crudos concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5 fue de 100
pL. Las muestras a inyectar contienen 0.0305 mg de cada extracto crudo resuspendido en 700 uL de
metanol grado HPLC. Los solventes organicos: empleados en este sistema fueron de grado HPLC y

fueron previamente filtrados y sometidos a desgasificacién por sonicacion (20 min).

6.2.2.4 Caracterizacion del extracto por cromatografia de HPLC

Se inyectaron (15 pL) de una solucién agua/metanol del extracto SM3. Para estandarizar el método
de separacion de Bs de la cepa SMRG-5, se emple6 un gradiente con el sistema agua/metanol:
(100/0) hasta alcanzar 100% metanol con un tiempo de corrida de 40 min. La velocidad de flujo total
fue de 1 ml min™.

Una vez monitoreado el tiempo de elucidn, los extractos crudos de la cepa SMRG-5 fueron inyectados
al HPLC para su separacion en un sistema de gradiente isocratico agua - metanol [80:20] conteniendo
0.01% de &cido trifluroacético.

El volumen final de muestra a inyectar fue de 20 ul de extracto crudo concentrado de las cepas SM3
y SMRG-5, resuspendido en 80 pl de metanol. Los solventes organicos: empleados en este sistema
son de grado HPLC y fueron previamente filtrados y sometidos a desgasificacion por sonicacion (20
min).

El volumen final del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 adicionado con el 60% v/v de
glicerol se llevo a un volumen final de 0.500 mL (60% glicerol, 20% extracto crudo concentrado de
SMRG-5 y 20% de Metanol grado HPLC).
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6.2.3 Ensayo de biodegradacion

Los ensayos de biodegradacion se llevan a cabo con el hidrocarburo policiclico aromatico (benzo (a)
pireno (BaP)), el cual se caracteriza por ser un compuesto poco soluble. Mientras que el dimetil
sulféxido (DMSO) es un liquido organico incoloro que es usado como disolvente organico industrial.
En este ensayo se prepararan mezclas de compuestos previamente mencionados interactuando con
distintas cepas de Serratia marcescens para identificar si hay una adsorcién del BaP, y evaluar la
biodisponibilidad de este hidrocarburo a partir de los Bs secretados a partir de las cepas de Serratia
marcescens. Las mezclas se preparan en matraces de 20 mL con 10 mL de las siguientes mezclas:
BaP (36 ppm) con DMSO, cepas de S marcescens SM3 (pigmentada), SM4 (no pigmentada),
mutantes quimicas (SMRG-2, SMRG-3, SMRG-4 y SMRG-5), respectivamente. El BaP es
homogeneizado con DMSO. Los cultivos fueron incubados durante 30 dias de fermentacién en los
medios favorables a la produccion de Bs. Para recuperar los residuos de hidrocarburo, cada muestra
libre de células, es previamente extraida con 3 volumenes de diclorometano, durante 3 veces. La
recuperacion de los residuos de BaP se lleva a cabo en rota-evaporador y cada muestra se analiza
por HPLC. Cada experimento es hecho por triplicado.

6.2.4 Ensayo de actividad hemolitica

Para este ensayo se us6 sangre total (5 mL) y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min a 4°C, el
precipitado celular fue sometido a 3 lavados consecutivos con solucion isoténica (3 veces v/v) para
obtener el concentrado de eritrocitos lavados. Para determinar la actividad hemolitica se partié del
concentrado de eritrocitos lavados, se emplearon como control positivo el surfactante sintético Tween
80 a 3, 30 y 300 mM, mientras que el control negativo se emplearon las muestras de los extractos

crudos concentrados de ambas cepas de S. marcescens SM3 y SMRG-5.

Se tomé 1 mL del concentrado de eritrocitos y se resuspendié en 4 mL de solucién isoténica. Para la
evaluacion de los compuestos se utilizaron 0.195 mL de solucién de eritrocitos a los que se le
adicionaron 0.005 mL del extracto crudo concentrado de cada cepa (SM3 y SMRG-5). El control
positivo se evalu6 tomando 0.195 mL de la solucion de eritrocitos y complementando al volumen final
de 0.200 mL con la concentracion sefalada previamente y como control negativo los extractos crudos
concentrados 0.005 mL, al que se afiadi6 el agua destilada. En cada ensayo se realizaron 2 réplicas

de cada concentracion.

Una vez preparadas las distintas concentraciones se incubaron durante 1 h a 37°C, posteriormente

se centrifugaron, se tomé el sobrenadante y se midio la absorbancia por espectrofotometria.
|
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La actividad hemolitica se evalu6 en el sobrenadante midiendo la absorbancia de las muestras a una
longitud de onda A = 545 nm. Se calcul6 el porcentaje de hemdlisis (%H) a partir del valor medido de
las mediciones de la absorbancia por r+eplica par cada una de las concentraciones de trabajo
empleadas:

%H = . 100
DOcp — DOcy

Donde:

DO = densidad 6ptica, M = muestra, CN = control negativo, CP = control positivo

6.2.5 Produccion de Biosurfactante a escala fermentador de la cepa SM3

Pre-in6culo
Un colonia de cada cepa de S. marcescens SM3 fue inoculado en matraces de 500 mL con 200 mL
de medio de cultivo Luria Bertani (LB) e incubado a 30+2 °C y 150 rpm, durante 16 *2 hrs.

Inoculo

Un cultivo fue preparado, centrifugando 200 mL de medio de cultivo tomado del matraz semilla (pre-
in6culo) a un fermentador de 5 L conteniendo 2 L de medio. El medio de cultivo usado para la
produccién de biosurfactante contiene (g L de agua destilada) glicerol 14, (NH.).SO4 1.5, y peptona
de caseina 1.5. El pH del medio de cultivo fue 7.0. Se incub6 durante 8 dias a temperatura ambiente
(24+0.2 °C) y 150 rpm, tiempo en el cual, la tensién superficial del medio registré el menor valor.
Posteriormente, al sobrenadante libre de células se sometié a extraccion de Bs.

Posterior a estas condiciones de preparacion y analizando los distintos parametros que pudiesen ser
modificados para incrementar la producciéon de Bs, con respecto Se inocul6 el 10% v/v partiendo del
preindculo centrifugando 500 mL de este Gltimo con un peso equivalente en biosamasa humeda de
14 g.
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6.3 RESULTADOS Y DISCUSION
6.3.1. ETAPA I.Produccion de Bs de la cepa SM3 a escala reactor

En orden de obtener mayor cantidad de Bs, la cepa SM3 de S. marcescens fue cultivada a nivel
reactor (2 L de volumen final) en el medio de cultivo favorable a la produccién de Bs analizados en
las secciones anteriores, como se observo previamente, el medio de cultivo que contiene altas
concentraciones de glicerol (14 g/L) y (NH4).SOa4 (1.5¢/L) bajo las condiciones ya mencionadas sera
usado para los posteriores analisis que delimiten cada objetivo a concluir.

Se montaron al menos 4 reactores para la produccién a gran escala de Bs en esta cepa silvestre. Sin
embargo solo se presentan los resultados de crecimiento y reduccién de la TS de tres fermentadores,
mientras que los cultivos restantes fueron empleados para realizar diversos procesos (extraccion,
purificacién y caracterizacion).

En la figura 43a se presenta un crecimiento bacteriano bajo o nulo menor a 0.1 DO indicado en color
azul. Por tanto no hubo crecimiento con respecto a la reduccion de la TS en este mismo cultivo; se
registrd una reduccion de la TS de 58.6 dinas/cm a las 96 h de incubacion. Posterior a este cultivo en
fermentador se montd un segundo fermentador bajo las mismas condiciones previamente manejadas.
Sin embargo, los resultados difieren satisfactoriamente como se muestra en la figura 43b, con
respecto al crecimiento se duplicé en un 100% registrando 1.54 DO. Con respecto a la TS el minimo
registrado fue de 38.6 dinas/cm por lo que se considera aumento en la produccion de Bs. Cabe sefialar
gue empleando el mismo medio de cultivo no sustenta una alta produccion de Bs, deben manipularse

todos los parametros fisicoquimicos involucrados en dicha produccion.
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Figura 43. Cinética de crecimiento de la cepa SM3 a escala reactor con volumen final 2L; 150 rpm,
27+2°C en Glicerol como fuente de carbono. a) Reactor 1 de la cepa SM3. b) Reactor 2 de la cepa SM3.
¢) Reactor 3 de la cepa SM3 aumento de biomasa

Se analizaron cada uno de los parametros que pudieran inferir en la produccién de Bs, por lo que se
decidi6 aumentar la cantidad de biomasa y no realizar los lavados a las células. Los resultados se
presentan en la figura 43c, donde se observa un crecimiento de la cepa SM3 hasta en un 2.45 DO y
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una reduccion de la tension superficial de 33.1 dinas/cm. Por tanto, el aumentar la biomasa celular
permite llevar una fermentacién con alta produccién de Bs a nivel reactor, disminuyendo el tiempo de
cultivo a solo 5 dias. En la tabla 54 se resumen los datos de crecimiento bacteriano correlacionado

con la reduccién de la TS como respuesta en el aumento de la produccion de Bs.

Tabla 54. Crecimiento bacteriano y TS en la produccion de Bs a escala reactor, cepa SM3

Crecimiento Tension
Reactor bacteriano Superficial
(DO) (dinas/cm)
1 0.91 58.6
2 1.01 38.6
2.45 33.1

6.3.2 Produccion de Bs de la cepa SMRG-5 a escala reactor

La cepa SMRG-5 fue cultivada a nivel reactor (2 L de volumen final) en el medio de cultivo, evaluado
en el disefio factorial 23, a bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno (glicerol 12 g/L y
(NH4)2S04 0.75 g/L), con el fin de obtener mayor cantidad de Bs. En base a los resultados obtenidos
a nivel reactor en la cepa SM3, se sigui6 el mismo protocolo de inoculacion en esta fermentacion; es
decir; de un cultivo de 500 mL volumen final se centrifug6 y la biomasa celular sin ser lavada fue
inoculada en un volumen final equivalente al 20% v/v.

La cinética de crecimiento y TS de esta cepa se presenta en la figura 44, donde se registré un maximo
de crecimiento durante las primeras 48 h de fermentacién, asociado con la reduccion de la TS de 36.2
dinas/cm que se alcanza durante el mismo tiempo de cultivo. Cabe sefialar que posterior a este
cultivo, se hicieron replicas produccién y durante la fermentacion se logré controlar la temperatura a
30°C por lo que la reduccién de la TS se registré en un 30. 6 dinas/cm Este resultado comparado con
la cepa silvestre demuestra que es igualmente competitiva y con gran potencial para analizar en

posteriores analisis como elucidacion.
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Figura 44. Cinética de crecimiento de la cepa SMRG-5 a escala reactor 2L, en glicerol 12 gL; (NH4)2SOa4 0.5
gL1; Peptona de caseina 0.5 gL

6.3.3 Etapa Il. Extraccién de Bs por diferentes sistemas de solvente
6.3.3.1 Extraccion de Bs de la cepa SM3

La extraccion de los Bs a partir de la cepa SM3, se llevé a cabo mediante los sistemas de extraccion

'y IV (ver materiales y métodos). Sin embargo, las extracciones realizadas con el sistema de
extraccion lll (precipitacién con acetona fria 3v/v) deben ser liofilizadas para obtener una mayor
cantidad de extracto crudo. Por lo que el método de extraccion IV (precipitacion con acetato de etilo
3 v/v) se considera el mejor método de extraccion ya que en este, no se requiere liofilizar la muestra
para obtener mayor cantidad de extracto crudo de Bs concentrado.

Las extracciones del Bs se llevaron a cabo mediante los sistemas Il y IV (ver materiales y métodos).
Se obtuvieron 6.1 g/L de extracto crudo concentrado a partir del sistema IV. No obstante, la extracciéon
realizada con el sistema Il fue de 4.0 g/L. Estos resultados avalan la diferencia que existe entre cepas
de S. marcescens que secretan al medio un tipo de Bs, pues cepas como DT-1P crecida en glicerol
como fuente de carbono para la produccién de Bs, se extrae en promedio 4.0 g/L de extracto crudo

concentrado de Bs [81].
En la tabla 55 se presentan los distintos sistemas de extraccion de Bs y los g/L de extracto crudo

obtenidos en esta cepa pigmentada. Como se observa el método IV permite obtener mayor cantidad

de extracto crudo.
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Tabla 55. Sistema de extraccion de Bs vs g/L de extracto crudo concentrado de la cepa SM3

Sistema de Extracto
., crudo
Extraccion de
Bs concentrado
(g/L)

[ 4

Il 4.4

1 6

\Y) 6.1

Los extractos concentrados de la cepa SM3 fueron analizados por cromatografia en capa fina. Las
muestras fueron colocadas en una placa de Silica gel 60 F254 (2 x 5 cm), se probaron distintos
sistemas de solvente. Sin embargo, el sistema de solvente organico desarrollado fué acetonitrilo-
metanol [1:1] con un tiempo aproximado de elucién de 3 min como se observa en la figura 45. También
se consideré analizar la fuente de carbono empleada para la produccion de Bs en el mismo sistema
de solvente. El glicerol en este sistema de solvente eluyd en primer orden (figura 45, panel a) mientras
que el extracto crudo concentrado de la cepa SM3 eluy6 en segundo orden como se observa en la
figura 45 panel b 1. Sin embargo, la muestra del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 no
eluye con respecto a las muestras anteriores y permanece en el punto de aplicacién ya que el sistema
de solvente no es el adecuado (figura 45 panel b, 2). Las placas fueron reveladas con vapores de

lodo sublimado.

b)

1 2

Figura 45. Cromatografia en capa fina de los extractos crudos concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5 de
S. marcescens. a) Glicerol (fuente de carbono), b) Extractos crudos concentrados de: 1) SM3, 2) SMRG-5.

Las caracteristicas de la cromatoplaca del glicerol nos da la pauta para inferir en el orden en el cual,

eluyen los compuestos presentes en el extracto crudo concentrado de cada cepa analizada.
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6.3.3.2 Extraccion de Bs de la cepa SMRG-5

La extraccién de los Bs a partir de la cepa SMRG-5, se llevd a cabo en tres sistemas diferentes. El
mejor sistema de extraccion de Bs para esta cepa, fue con el solvente organico acetato de etilo
asignado como sistema de extraccion IV (ver materiales y métodos). Asi mismo, se analiz6 el extracto
crudo concentrado de SMRG-5 generado en distintos sistemas de elucion; asignados como método
de elucion | (sistema de solventes cloroformo-metanol-acetona-acido acético (90:10:6:1, v/v) y
cloroformo-metanol-acetona (90:10:6, v/v)), método Il (sistema de solvente: cloroformo-metanol (2:1)),
como los reportados en la literatura para estas especies de bacterias [84]. Sin embargo, estos
sistemas no fueron los adecuados para la extraccion y separacion de los compuestos presentes en

el extracto crudo concentrado (figura 46).

Método de extraccion | Método de extraccion Il

Figura 46. Sistema de extraccion de Bs de la cepa SMRG-5. a) Cloroformo-metanol-acetona-4cido acético
(90:10:6:1). b) Cloroformo-metanol-acetona (90:10:60). c¢) Cloroformo-metanol (2:1)

Se probarodn otros sistemas acoplados a esta cepa, siendo el sistema Diclorometano — Metanol [90:5]

(figura 47a) el sistema que permite separar los primeros compuestos cuando la muestra se hace eluir
tres veces. El solvente organico metanol [100] también permite separar los compuestos mas polares
en un tiempo de elucion de aproximadamente 3 min (figura 47b), en placa de silica gel 60 F254 (4 X
5 cm) En analogia, con respecto a los reveladores: acido sulfurico 50% (sistema de solvente |) y
sulfato sérico amoniacal (sistema de solvente Il) empleados en cada sistema propuesto, no se
obtuvieron resultados favorables. No obstante, los extractos concentrados revelan evidencia con
puntos amarillos en vapores de iodo sublimado, y previamente identificados bajo la luz ultravioleta
(longitud de onda corta y larga). Lo que nos da un indicio de la presencia de algin grupo de tipo
lipopeptidico. Estos extractos también fueron positivos a vainillina (Figura 47 c y d), y bajo las mismas
condiciones positivas a ninhidrina (figura 46e), por lo que las placas sugieren algun Nitrégeno-terminal
libre [83].
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Figura 47. Extracto concentrado de la cepa SMRG-5. a) Sistema de solvente organico diclorometano-metanol
[95:5], b) metanol [100].c) y d) extracto crudo concentrado de SMRG-5 revelado con vainillina. d) Extracto
crudo revelado con ninhidrina

6.3.4 Perfil proteico a los extractos crudos de Bs de las cepas SM3y SMRG-5

El sobrenadante libre de células, posee una composicion elemental condicionada a una diversidad de
compuestos que secreta la bacteria; incluyendo algunas proteinas que en diversos casos no logran
ser eliminadas durante los procesos de extraccion. Con el objetivo de identificar si los extractos crudos
concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5, contienen proteinas contaminantes que afecten la
extraccion del Bs. Para ello se prepar6 un gel desnaturalizante de proteinas al 12% (SDS-PAGE) (ver
materiales y métodos) y se corrieron las muestras (extractos crudos de Bs concentrado de ambas
cepas) se empled como control positivo y negativo, la digestion de albumina de suero bovino (BSA)
con la enzima tripsina y sin digerir, asi como el marcador de peso molecular (color Marker de
Fermentas). En la figura 48, se observan las distintas muestras digeridas y sin digerir de los extractos
crudos de las cepas SM3 y SMRG-5 incluyendo el marcador de peso molecular. Los extractos crudos
concentrados de ambas cepas no presentan proteinas contaminantes que pudiesen afectar los

resultados de reduccion de la tensién superficial, asi como la extraccion de Bs.
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Figura 48. Gel desnaturalizante de proteinas SDS-PAGE al 12%. Carril 1, marcador de Peso Molecular. Carril
2, Albumina de suero bovino (BSA) sin digerir. Carriles 3 y 4, BSA digerido con la enzima Tripsina. Carril 5, en
blanco. Carril 6, extracto de la cepa SM3 sin digerir. Carril 7, extracto de la cepa SM3 digerido. Carril 8,
extracto de la cepa SMRG-5 sin digerir. Carril 9, extracto de la cepa SMRG-5 digerido25.

6.3.5 Etapa lll. Caracterizacion del Bs de las cepas de S. marcescens SM3 y SMRG-5
6.3.5.1 Perfil Cromatografico de los extractos crudos concentrados de la cepa SM3
Para analizar el extracto crudo concentrado de la cepa SM3 recuperado con acetato de etilo, se
analizaron por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). Para ello se emple6 el sistema de
solvente en fase reversa mavil acetonitrilo-agua en modo de gradiente (ver materiales y métodos). En
los resultados del perfil cromatografico se observan 12 fracciones principales (figura 49); el extracto
presenta distintos compuestos de gran interés, que fueron colectados para su analisis individual y en

conjunto con respecto a la actividad Bs.
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Figura 49. Perfil Cromatogréfico del extracto crudo concentrado de la cepa SM3 en un sistema de solvente
orgéanico, fase reversa: Acetonitrilo- Agua (gradiente). Columna EC/250/4 Nucleosil 120-5 C18.

En la tabla 56 se presenta la tension superficial e indice de emulsion de las fracciones colectadas en
el HPLC, un total de 2 mL se probaron para medir actividad Bs. Se observa que se requiere de mayor

cantidad de cada muestra para reducir la tension superficial y emulsionar el keroseno.
|
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Tabla 56. Actividad Bs de los picos colectados por HPLC del extracto crudo concentrado de la cepa SM3

Tension

Pico indice de
colectado superficial o yision (%)
(dinas/cm)
1y2 50.40.1 8
3 446 £0.2 11
4 51.6+0.1 8
5y6 46.810.1 11.3
7y8 57.4%+0.2 6
9 66.4+0.21 3
10 66.840.3 3.1
11 66.6+0.1 3.2

6.3.5.2 Perfil Cromatografico de los extractos crudos concentrados de la cepa SMRG-5
Una vez realizada la extraccion del Bs crudo concentrado a los cultivos de la cepa SMRG-5 (72 hr de
incubacién 150 rpm, 30+ 2 °C), se analizaron por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).
El perfil cromatografico del extracto crudo concentrado seco de la cepa SMRG-5, extraida con acetato
de etilo sometiéndola a 2 lavados con cloroformo-metanol [2:1] y un lavado en metanol [100%] se
presenta en la figura 50. Se observan doce fracciones diferentes en distintos tiempos de elucion que
indican la presencia de diferentes metabolitos, por lo que; serd necesario realizar una colecta de

fracciones y evaluar la actividad Bs en cada una.
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Figura 50. Perfil Cromatografico del extracto crudo concentrado seco de la cepa SMRG-5 en un sistema de
solvente organico, fase reversa: Acetonitrilo- Agua (gradiente). Columna EC/250/4 Nucleosil 120-5 C18.

No obstante, en la figura 51 se muestra el perfil cromatografico del extracto crudo concentrado
extraido con acetato de etilo sin secar. Se observan al menos 13 fracciones que eluyen a distintos
tiempos de retencién e intensidad. Cada fraccién fue colectada para andlisis de tension superficial,

los resultados se muestran en la tabla 57, cabe sefialar que los datos de reduccién de tension
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superficial que registra cada fraccion oscilan entre 44 — 65 dinas/cm debido a la cantidad de colecta

realizada (~2mL), por lo que se sigue colectando cada fraccién para su analisis de actividad Bs.
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Figura 51. Perfil cromatografico del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 en un sistema de
solvente organico, fase reversa: Acetonitrio- Agua (gradiente).

Tabla 57. TS medida a cada fraccién colectada a partir del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5

Pico colectado en HPLC Tension superficial (dinas/cm)

52.6+0.1
49.4+0.2
44.6+0.1
50.0+0.27
46.1+0.18
44.8+0.17
54.8+0.1
56.1+0.2
64.2+0.17
65.1+0.16
65.7+0.15

el
RPBoo~v~ourwnk

6.3.5.3 Perfil Cromatografico del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5y un Bs
comercial BDM 050

Se analiz6 el extracto crudo concentrado sin secar de la cepa SMRG-5 en un equipo distinto con un
sistema de solvente: acetonitrilo — agua [50 — 50] modo gradiente y el perfil cromatografico muestra
11 fracciones distintas en tiempos de elucion similares al perfil anterior de esta misma cepa (figura
52a). Se analiz6 también, la fuente de carbono empleada en este caso fue el glicerol. Este ultimo se
adicion¢ al extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5, con el fin de despejar la incognita si habia
presencia de glicerol en el extracto crudo, que no hubiese sido degradado por la bacteria en las

cinéticas de crecimiento. En la figura 52b se presenta el perfil cromatografico donde podemos inferir

1
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gque en efecto el extracto crudo presenta remanentes de glicerol cuando incrementamos en un 60%
la cantidad de glicerol en la muestra, este resultado se refleja en la primera fraccion en un tiempo de
retencion de 4.7 min y en todo el perfil cromatografico se observa indefinido. Sin embargo, en la luz
visible no se pueden observar los compuestos que en su estructura poseen alcoholes, como en este
caso el glicerol. Por tanto; en ensayos posteriores se monitorearan cinéticas de crecimiento,

evaluando el consumo de fuente de carbono en el medio de cultivo de estas cepas en HPLC.
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Figura 52. Perfil cromatografico y espectros de la cepa SMRG-5. a) extracto crudo concentrado de la cepa
SMRG-5. b) extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 y glicerol 60%. En un sistema de solvente
organico: acetonitrilo — agua (gradiente).

Se han reportado perfiles cromatograficos similares a los encontrados en este estudio [84] han
identificado 5 fracciones a partir del extracto crudo, de los cuales, el pico principal y mayoritario
corresponde al Bs puro denominado Serrawetina W2, secretado por la cepa blanca de Serratia
liquefaciens (MG1) [84].

Cabe destacar que los extractos crudos concentrados de las cepas de S. marcescens no han sido
analizados con respecto a un control, es decir, un Bs comercial. Por lo que en la figura 53, se presenta
el perfil cromatografico de un Bs disponible en la industria y empleado en derrames de hidrocarburo,
puesto que se desconoce la concentracion del compuesto se inyectd, la misma cantidad de muestra

con respecto a los extractos crudos concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5. Como se observa en
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el perfil cromatografico y corroborando con su respectivo espectro, este Bs comercial Bio Degrease
Marine BDM 050 presenta al menos 6 fracciones diferentes y podemos inferir en la presencia de
glicerol en este compuesto, puesto que al agregar el doble de la concentracion incrementa la fraccion

identificada en los primeros 4 minutos de tiempo de retencién.
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Figura 53. Perfil cromatografico de un Bs comercial BDM 050y 10% de glicerol. En un sistema de solvente
organico: acetonitrilo — agua (gradiente) y su espectro.

Una segunda inyeccion fue hecha en una columna Macherey-Nagel (EC 250/4 Nucreosil 120-5 C18)
del Bs comercial, el perfil cromatografico muestra una sola fraccion (figura 54). Donde la fraccion
uno es similar al perfil que presenta la cepa SMRG-5 cuando se inyecta el extracto crudo

concentrado.
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Figura 54. Perfil cromatografico de un biosurfactante comercial BDM 050 en 70% de metanol. En un sistema
de solvente organico: acetonitrilo — agua (gradiente).

Dada la naturaleza de cada compuesto analizado, como lo son el extracto crudo concentrado de la
cepa SM3y el extracto crudo concentrado seco de la cepa SMRG-5, y haciendo un comparativo entre
ambas cepas y con respecto a un Bs comercial BDM050 purificado como control, se observa la
diferencia que existe entre cada extracto y de alguna manera la similitud con respecto al control en
este caso analizado, cuando se carga la misma cantidad de muestra con respecto a las cepas y solo
un 33% del control (figura 55).
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Figura 55. Perfil cromatografico del extracto crudo concentrado y seco de las cepas SM3 (azul) y SMRG-5
(verde) y un Bs comercial (negro). Sistema de solvente: agua-acetonitrilo (gradiente).

6.3.6 Concentraciéon Micelar Critica de los extractos crudos concentrados de la cepa SM3y
SMRG-5.

La Concentracidon Micelar Critica (CMC) se determina midiendo la TS en una serie de muestras
diluidas en este caso, en agua desionizada. Como puntos estdndar en escala logaritmica
(concentracion de Bs) con respecto a la TS y es usada para estimar la CMC. Para determinar la
concentracion de surfactante en una muestra desconocida, se diluye la muestra hasta que la TS esta
cerca del minimo (la concentracion de surfactante en solucién esta por debajo de la CMC). La
concentracion es determinada usando puntos estandares y multiplicando por el factor de dilucién
adecuado. En algunos casos, cuando se desconoce la identidad de un surfactante se lleva a cabo
una blsqueda deseada de la solucién de surfactante crudo. La concentracion de surfactante puede,
por lo tanto, no ser medida. La solucién de surfactante crudo puede ser comparada con referencia a
laTS.

Se determinaron los valores de CMC en los surfactantes sintéticos: Monooleato de Polioxietileno o
polisorbato (Tween) 20 y 80, con respecto a la concentracion de surfactante vs TS, en la figura 56a
se muestra que la curva depende de la concentracion y TS del surfactante sintético Tween 20, el
rango de concentraciones que oscila entre 1mM y la méxima de 100 mM de surfactante sintético fue
debido a la medicion del mismo, ya que en la mayor concentracion la muestra presentaba un aspecto
sumamente viscoso; lo cual no permite una adecuada medicion de la TS. Sin embargo se logr6 una
reduccion de la TS de 35.8 dinas/cm. Mientras que en la misma concentracion con respecto al Tween
80 fue de 36.4 dinas/cm (figura 56b). Se ha determinado la CMC de surfactantes sintéticos en fase
acuosa. Asi mismo se determind la CMC para un Bs puro de tipo comercial BDM0O50 con una TS de
26.7 dinas/cm (figura 56c¢). El resultado de la CMC en este Bs nos indica que tan competitivo puede
ser un surfactante de tipo biolégico al reducir la tension superficial con respecto a un surfactante de

origen sintético dificil de degradar
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Figura 56. Concentracion Micelar Critica de surfactantes sintéticos. a) Puntos estandar de TS contra la
concentracién de Tween 20. b) Puntos estandar de TS contra la concentracion de Tween 80. La TS fue
medida en un 10 mL de agua destilada.

Dado que la CMC es un importante parametro para evaluar la actividad Bs, una baja CMC nos indica
la cantidad minima requerida para bajar la TS del medio y dar paso a la formacién del ensamble

micelar. Como resultado, el Bs puede cambiar las propiedades de superficie, mostrando funciones de
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solubilizacién, emulsificacién y actividad humectante con respecto a la concentracion de un Bs. Por

lo tanto, los resultados de CMC entre la cepa SM3 y SMRG-5 se muestran en la figura 57.
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Figura 57. Concentracion Micelar Critica, TS contra Bs crudo concentrado de las cepas SM3 (o), SMRG-5 (m).

Una disminucion de la TS de 25.8 and 24.7 dinas/cm fue observada en las cepas SM3 y SMRG-5,
respectivamente. En este punto, la CMC de cada Bs fue de 0.898 and 0.820 g/L, respectivamente.
Esta CMC es baja comparada con respecto a un surfactante sintético como el dodocil-sulfato de sodio
(SDS), este ultimo, tiene una CMC de 2.1 g/L [88]. La CMC ha sido reportada para diversos Bs
disponibles, un ejemplo de ello es el de P. aeruginosa MM1011, el cual presenta unaCMC de 1 g/L y
reduce la TS a 26.5 dinas/cm [89]. Por lo tanto, la CMC de ambas cepas nos indica que el tipo de
agente tensoactivo que secretan ambas bacterias, pueden ser aplicadas potencialmente con la

cantidad minima requerida siendo altamente competitivas con respecto a los de origen sintético.

La TS que presenta el extracto crudo concentrado de la cepa SM3 bajo las mismas condiciones de
preparacion de la muestra, indica que la concentracion aproximada en la que se encuentra es de 1.5
mM con respecto a los surfactantes sintéticos Tween 20 y Tween 80 y el Bs comercial BDMO050 con
44.5 dinas/cm. Con respecto a el extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 la concentracion
aproximada es de un 2.6 mM ya que presenta una TS de 39. 4 dinas/cm bajo las mismas condiciones

de preparacion.
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6.3.7 ETAPA Il. CARACTERIZACION DEL BS A LAS CEPAS SM3 y SMRG-5

6.3.7.1 Determinacion de la actividad hemolitica a los extractos crudos concentrados de las
cepas SM3y SMRG-5 de S. marcescens
Al evaluar la actividad hemolitica a los extractos crudos concentrados de ambas cepas, se observé
que el porcentaje de hemdlisis varia con respecto a cada cepa. Como se observa en la figura 58, el
célculo se realiz6 a partir del valor medio de las mediciones del absorbancia de las réplicas. En las
pruebas realizadas sobre eritrocitos el maximo valor en hemodlisis fue de 78.1% en el extracto crudo
concentrado de la cepa SM3. El célculo se realizd a partir del valor medio de las mediciones de
absorbancia de las réplicas. Sin embargo se noté un tono café oscuro algo anormal en este ensayo
con respecto al control positivo (Tween 80, 300 mM). EI comportamiento que presentd el extracto
crudo concentrado de la cepa SMRG-5 fue en un tono rojizo acorde y un 25.7% de actividad
hemolitica.

T-3mM  T-30mM T- Ext.C- Ext.CD- Ext.C-
300mM SM3 SM3 SMRG-5

Muetras

Figura 58. Ensayo de actividad hemolitica a los extractos crudos concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5.
a) Relacion entre el %H con respecto a los extractos crudos concentrados y controles positivo y negativo. b)
Ai-Az Tween 80, 3mM; As-A7 Tween 80, 30mM; As-A10 Tween 80, 300Mm (control +); B1 extracto crudo
concentrado de la cepa SM3 en agua (control -); C1-Cs, extracto crudo concentrado de la cepa SM3; D1-Ds,
extracto crudo de la cepa SM3; Ei-Es, extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5; F1 extracto crudo
concentrado de la cepa SMRG-5 en agua (control -).

Por lo tanto, este ensayo corrobora la presencia de un agente tenso-activo en los extractos crudos
concentrados de ambas cepas de S. marcescens (SM3 y SMRG-5). Como se observa, el pigmento
en la cepa silvestre ejerce un efecto sobre la medicion de la absorbancia y por lo tanto, el porcentaje

es mayor en este extracto. No obstante el porcentaje de actividad hemolitica en la cepa mutante es

1
124



ca}:ituto VI

menor ya que en esta, no interfiere la prodigiosina. Por lo que estos datos sustentan que el pigmento
ejerce un efecto de interferencia en la actividad hemolitica medida a los eritrocitos totales, no sucede
asi cuando ambas cepas son analizadas en placa con agar sangre, los resultados en esta Ultima son
inversos. Es decir, la formacién de halos de actividad hemolitica es ligeramente mas prominente en
la cepa SMRG-5 con respecto a la silvestre.

669*

6.3.8 Cromatografia de Gases Acoplado a Masas a los Extractos crudos concentrados

de la cepa SM3y SMRG-5

La CG-MS Esta herramienta nos permite separar, identificar y cuantificar los componentes volatiles y
semivolatiles de mezclas complejas. Por lo que en esta seccién se describen los resultados de los
extractos crudos concentrados de ambas cepas, sometidos a fraccionamiento por columna abierta en
silica gel (ver materiales y métodos). Tres de las 12 fracciones obtenidas a partir del extracto crudo
de Bs de la cepa SM3, revelaron la presencia de esteres metilados de acido hexadecanoico con

formula y peso molecular: CisHs202 with 298.28 g/mol (Figura 59a).
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Figura 59. Espectros de Cromatografia de Gases — Espectrometria de Masas (CG-EMS) de la fraccién 3 de
Bs en: a) Cepa SM3 y b) Cepa SMRG-5

Cabe sefalar que las fracciones restantes analizadas, presentaron compuestos trazas de algunos
grupos como amino, talatos que son compuestos remanentes del solvente empleado (Anexos, figura
1).

Para el caso de las fracciones de Bs purificados en la cepa SMRG-5, cuatro de 12 fracciones fueron
identificadas con presencia mayoritaria de acido octadecanoico. (Figura 59b). Los esteres de acidos

grasos predominantes en esta cepa presentan una formula C1gHss0O2 con peso molecular de 270.450
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g/mol. Estos datos son congruentes con los reportados por Ibrahim et al., [90], quienes atribuyen la

fraccion hidrofébica al tipo de sustrato empleado, similar a esta cepa.

Las fracciones hidrofilicas para ambas cepas no pudieron ser analizados en este sistema de
purificacién, ya que posiblemente al realizar la hidrélisis, esta fraccion fue fraccionada y es por ello
que en todas las fracciones de Bs analizadas presentan trazas de diversos grupos ya antes
mencionados. El tipo, caracteristica y composicién de la diversidad de Bs que existen; dependen de
la cepa, fuente de carbdn y estrategias de procesamiento, como se menciond previamente. Sin
embargo: en estas cepas se encontrd una diferencia en la cadena hidrocarbonada, lo que nos sefala
un indicio de los cambios ocurridos en la cepa isogénica con respecto a la Silvestre, bajo las mismas
condiciones de produccién de Bs, se han reportado diversidad de estructuras en diversas especies,
esto atribuido al tipo de sustrato empleado [91]. Interesantemente, en este estudio, podemos
corroborar la produccion de dos diferentes tipos de moléculas de Bs, empleando el mismo sustrato y
una cepa isogénica, capaz de desempefiar la actividad Bs, mejor que la cepa Silvestre, por lo que sus
propiedades bioquimicas le confieren gran potencial para diversas aplicaciones. El perfil
cromatogréafico CG-MS confirma los dos tipos diferentes de esteres de acidos grasos unidos o libres
(alusivo a la fraccion hidrofébica), secretados. Reportes de Bs con esteres de acidos grasos como
fraccion hidrofébica, han sido estudiados por Matsuyama et al [86], Ibrahim [90], Mientras que en otras
especies de bacterias como Rhodococcus sp TW53 aisladas de columnas de agua del océano

pacifico, presentan en sus extractos de Bs fracciones de acido hexadecanoico [92].

Los Bs producidos por ambas cepas de S. marcescens son exolipidos activos de superficie que han
demostrado tener diferentes funciones que se sustentan por su comportamiento en la actividad Bs y
caracteristicas fisiol6gicas. Sin embargo, los resultados obtenidos hasta ahora de la cepa isogénica,
ponte en controversia y tela de juicio lo ya reportado por Sunaga et al., [72], quienes demuestran que
la ausencia del gen pswP, afecta la produccion en paralelo de Bs y prodigiosina en la cepa 274 de S.
marcescens. Cabe sefalar que este mismo gen se encuentra presente en nuestra cepa silvestre SM3
e isogénicas, pero la produccién de Bs en estas mutantes se ve favorecido con un ligero incremento
de actividad. Por lo que da la pauta para analizar donde se registro la mutacion y que pudiese haber

desencadenado.
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6.3.9 Remocion de Benzo [a] Pireno (BaP)

Los ensayos de remocion de BaP fueron llevados a cabo en los medios éptimos a la producciéon de
Bs determinados previamente en ambas cepas. La concentracion inicial de BaP fue ajustada a 36ppm,
y el porcentaje de remocion registrado para ambas cepas fue del 59% durante las primeras 72 h de
fermentacion, la figura 60 muestra como la concentracién de BaP va transformandose durante las
primeras 72 horas de cultivo. Interesantemente ambas cepas promueven un comportamiento
diferente, sin embargo el porcentaje de remocion en ambas fue el mismo, cabe destacar que la cepa
SMRG-5 ejerce un patrén similar a las cinéticas de produccién de Bs, es decir reduce el porcentaje
de BaP al mismo tiempo que es secretado el agente activo.

La secrecion de Bs durante la fermentacion en ambas cepas mostro un incremento en la solubilidad
del medio de cultivo de manera homogénea. Por lo que esta cepa posee gran potencial catabdlico
para degradar o solubilizar contaminantes hidrofébicos, interactuando sinérgicamente con la
produccion de Bs. Diversos reportes, demuestran que especies de Pseudomonas BP10 y
Rhodococcus sp NJ2 son capaz de degradar petréleo hasta en un 60% posterior a los 30 dias de
incubacion [93]. Mientras que en este estudio se alcanza casi el mismo porcentaje en menos de 10
dias En efecto, los Bs producidos in situ pueden contribuir significativamente a la emulsificacion y

solubilizacién de petréleo incrementando su biodisponibilidad.

pireno (ppm)

Concentracion de Benzo [«]

10 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo (h)

Figura 60. .Cinética de Remocion de Benzo [a] Pireno por la SM3 (e) y SMRG-5 (m).Control concentracion de
BaP (A).

El ensayo de remocion de BaP, también fue llevado a cabo en las cepas mutantes SMRG-4 y SMRG-
3, cepas generadas por mutagénesis quimica, mencionadas previamente en antecedentes. Los
resultados demuestran que ambas cepas son capaz de remover en BaP en un 59% al igual que las

cepas silvestre y SMRG-5.
|

127



CM‘PL’C[ALD VI

Estudios de estabilidad indican que el porcentaje de emulsion y la TS en extractos de Bs en ambas
cepas, permanecen constantes después de 9 meses, y con actividad Bs cuando es sometido a 60-
100°C. Por lo tanto, los Bs estudiados en este trabajo presentan potencial idoneo, en la remocion de
hidrocarburos policiclico aromaticos bajo reservorios con diferente salinidad, pH y altas temperaturas.
De acuerdo a la literatura, bacterias tolerantes a hidrocarburos como S. marcescens degradan

petréleo crudo por arriba del 90% después de 20 dias de cultivo [90].

6.3.10 Identificacion molecular y polifasica de las cepas de S. marcescens

Ademas de los estudios realizados establecidos en este proyecto, las cepas SM3 y SMRG-57 fueron
caracterizadas bioquimica y microbiol6égicamente, siguiendo el protocolo del manual Bergey’'s, como
se muestra en la tabla 58.

Tabla 58. Caracteristicas microbioldgicas de las cepas SM3 y SMRG-5

Resultados
Analisis Cepa Cepa

SM3 SMRG-5
Tincion de Gram - -
Motilidad
Consumo de Citrato
Oxidasa - -
HierroTriple - -
Sulfuro de Hidrégeno - -
Quitinasa + +
Lipasa + +
Catalasa + +
Glucosa - -
Maltosa - -
Ramnosa - -
Lactosa - -
Sucrosa + +

+ +
+ +

Las cepas fueron también identificadas via analisis molecular con la amplificacion y secuenciacion de
gen gyrB y 16S rRNA. Ambas cepas fueron identificadas como S. marcescens (Figura 61). EIl DNA
genomico fue secuenciado usando los pares de primer universales 27-F (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") y 907-R (5-"CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3") para las regiones
3y 4. Para el caso del gen gyrB este fue secuenciado por PCR y los productos fueron secuenciados
usando gyrB-UP1Sec (GAA GTC ATC ATG ACC GTT CTGCA-forward primer) y gyrB-UP2rSec (AGC

AGG GTA CGG ATG TGC GAG CC-reverse primer) [94].
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Las secuencias obtenidas a partir del 16S y gyrB fueron manipuladas usando el software Bioedit,
BLASTN-NCBI y BLASTX. El analisis de alineamiento mdultiple fue realizado con CLUSTAL W y
CLUSTAL X. El andlisis filogenético fue llevado a cabo usando el software the phylogeny fr: TreeDyn.
[95]. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con NCBI-BLAST y comparadas con las secuencias
de GenBank (NCBI) usando algoritmos BLASTN y BLASTX. La secuencia fue alineada en
CLUSTALX.

El alineamiento multiple revel6 un 98% de identidad con respecto a Serratia sp. Un arbol filogenético
fue generado usando las secuencias parciales del producto de PCR del gen gyrB [88]. Ambas cepas
se agrupan con S. marcescens y presentan una identidad con respecto a otras cepas como DOAB
216-82, AGPIim1A (99 %), B3 (99 %), SSM2560 and G3770 (98 %).

Serratia_sp._CF S35_gi_662234836
Serratia_marcescens_gi 88824778
Serratia_marcescens_gi 341029580
SMRG

SM3
Serratia_marcescens_gi_558605702
Serratia_marcescens_gi_15551684
Serratia_marcescens gi 15551686
Serratia_marcescens_gi 452850048

Sermatia_plymuthica_gi 490433507
Serratia_plymuthica_gi 15551680
Serratia_liquefaciens_gi_490433517

Serratia_liquefaciens _gi_ 15551690

Escherichia_coli_gi 675822794
Dickeya_chrysanthemi_gi_484353854
gi_757959129 _gb_KP299920.1
Pseudomonas_aeruginosa_gi 254055402
— Burkholderia_cepacia_gi 254055408
— Burkholderia_cenocepacia_gi 68138709

0.1

Figura 61. Analisis filogenético de las cepas SM3 y SMRG-5 usando la secuencia parcial del gen gyrB y su
relacién con otras cepas reportadas S. marcescens. Las longitudes de las ramas son proporcionales al
namero de sustituciones. Software the Phylogeny fr software.

6.3.11 Secuenciacion del genoma de Cepas de S. marcescens SM3, SMRG-5, SMRG-4 y
SMRG-3

Los genomas de las cepas SM3, SMRG-5, SMRG-4 y SMRG-3 fueron secuenciados usando la
plataforma lllumina. El tamafio generado para el draft del genoma de las cepas fue de 5211345 pb,
5209248 pb, 5156061 pb y 5498252 pb, estas comprenden 27, 30, 25y 28 contigs. Contienen ademas
4734, 4741, 4727 y 5017, secuencias codificantes (CDS), 26, 26, 3y 26, rRNAs, y 82,74, 54y 78
tRNAs, respectivamente).

Una busqueda bioinformatica preliminar realizada a estas cepas, ha demostrado homologia con
diferentes vias biosintéticas identificadas y su homologia con otras especies como se observa en la
tabla 59.
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Tabla 59. Vias identificadas en el genoma de las cepas SM3, SMRG-3, SMRG-4 y SMRG-5

Genoma ID Proteina

Identificada
KZP92658

SM3

WP_015368046.1

NP_250123.1

NP_250121.1

NP_250562.1

NP_252413.1

P54291.2
XP_020223349.1
YP_105605.1
WP_012989257.1

ADF62088.1

YP_004590887.1

YP_003611743.1

YP_003614372.1

SMRG-3 KZP92658

Homologos en el
genoma

PROKKA_02806 UDP-
Glc:alpha-D-GIcNAc-
diphosphoundecaprenol
beta-1,3-
glucosyltransferase WfgD

PROKKA 04093
Capsular glucan synthase

PROKKA_04287
Regulatory protein SdiA

PROKKA_02907 Murein
DD-endopeptidase MepM

PROKKA_02054 Phenolic
acid decarboxylase
subunit D

PROKKA_04413 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase FabG

PROKKA_04411 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase 3

PROKKA_03557
Multidrug efflux pump
subunit AcrB

PROKKA 01213
Flavohemoprotein

PROKKA_ 04648 UDP-
Glc:alpha-D-GIcNAc-
diphosphoundecaprenol
beta-1,3-
glucosyltransferase

Vias identificadas

Sistema de dos components,
Quorum Sensing, Formacién de
Biofilm - Escherichia coli

Degradacion Amino-benzoato

-Biosintesis de Ac. Grasos
-Metabolismo de Biotina
-Biosintesis de Ac. Grasos
insaturados

-Biosintesis de Ac. grasos

-Resistencia a beta-Lactama
Resistencia a péptidos
antimicrobianos
cationicos(CAMP)

-Infeccion a Salmonella
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WP_015368046.1

NP_250123.1

NP_250121.1

NP_250562.1

NP_252413.1

P54291.2

XP_020223349.1

YP_105605.1

WP_012989257.1

ADF62088.1

YP_004590887.1

YP_003611743.1

YP_003614372.1

SMRG-4 KZP92658

PROKKA_03727
Capsular glucan synthase

PROKKA_04887 PhoPQ-
activated pathogenicity-
related protein

PROKKA_01364
Extracellular minor
metalloprotease precursor
PROKKA_04547 Murein
DD-endopeptidase MepM

PROKKA_01364
Extracellular minor
metalloprotease precursor

PROKKA_04179 Inner
membrane amino-acid
ABC transporter
permease protein YecS

PROKKA_00170
Thiol:disulfide interchange
protein DsbD precursor

PROKKA_05000 Non-
heme chloroperoxidase

PROKKA_03408 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase FabG

PROKKA 03410 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase 3

PROKKA_00807 4-
methylaminobutanoate
oxidase (formaldehyde-
forming)

PROKKA_04265
Multidrug efflux pump
subunit AcrB

PROKKA_01334
Flavohemoprotein

PROKKA_04377 UDP-
Glc:alpha-D-GIcNAc-
diphosphoundecaprenol

Gapitt/do VI

-Biosintesis de Ac. Grasos
-Metabolismo de Biotina
-Biosintesis de Ac. Grasos
insaturados

-Biosintesis de Ac. Grasos

-Resistencia a beta- Lactama
-Resistencia a Péptidos
Antimicrobianos Cationicos
(CAMP)

Infeccién a Salmonella
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WP_015368046.1

NP_250123.1

NP_250121.1

NP_250562.1

NP_252413.1

P54291.2

XP_020223349.1

YP_105605.1

WP_012989257.1

ADF62088.1

YP_004590887.1

YP_003611743.1

YP_003614372.1

SMRG-5 KZP92658

WP_015368046.1

beta-1,3-
glucosyltransferase WfgD
PROKKA_03370
Capsular glucan synthase

PROKKA_04138 PhoPQ-
activated pathogenicity-
related protein

PROKKA_00067
Transcriptional activator
protein EsaR

PROKKA 04479 Murein
DD-endopeptidase MepM

PROKKA_00920
Extracellular minor
metalloprotease precursor

PROKKA 01391 Inner
membrane amino-acid
ABC transporter
permease protein YecS
PROKKA 02028
Thiol:disulfide interchange
protein DsbD precursor
PROKKA_04026 Non-
heme chloroperoxidase
PROKKA_03052 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase FabG

PROKKA_03054 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase 3
PROKKA_00278 4-
methylaminobutanoate
oxidase (formaldehyde-
forming)
PROKKA 01477
Multidrug efflux pump
subunit AcrB

PROKKA_00950
Flavohemoprotein
PROKKA_02952 UDP-
Glc:alpha-D-GIcNAc-
diphosphoundecaprenol
beta-1,3-
glucosyltransferase WfgD
PROKKA 04175
Capsular glucan synthase

-Biosintesis de Ac. grasos
-Metabolismo de Biotina
-Biosintesis de Ac. Grasos
insaturados
Biosintesis de Ac. grasos

-Resistencia a beta-Lactama

-Resistencia a Péptidos
Antimicrobianos Catiénicos
(CAMP)

Infeccién a Salmonella

Gapitt/do VI
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NP_250123.1

NP_250121.1

NP_250562.1

NP_252413.1

P54291.2

XP_020223349.1

YP_105605.1

WP_012989257.1

ADF62088.1

YP_004590887.1

YP_003611743.1

YP_003614372.1

PROKKA_03191 PhoPQ-
activated pathogenicity-
related protein
PROKKA_ 00015
Transcriptional activator
protein EsaR
PROKKA 02851 Murein
DD-endopeptidase MepM
PROKKA 01292
Extracellular minor
metalloprotease precursor
PROKKA 04620 Inner
membrane amino-acid
ABC transporter
permease protein YecS
PROKKA_02769
Thiol:disulfide interchange
protein DsbD precursor
PROKKA_03304 Non-
heme chloroperoxidase
PROKKA_03856 3-
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] reductase FabG

Biosintesis de Ac. Grasos
-Metabolismo de Biotina
-Biosintesis de Ac. Grasos
Insaturados
PROKKA_03858 3- -Biosintesis de Ac. grasos
oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase 3
PROKKA_00827 4-
methylaminobutanoate
oxidase (formaldehyde-
forming)
PROKKA_ 04706
Multidrug efflux pump
subunit AcrB

-Resistencia a beta-Lactama
-Resistencia a Péptidos
Antimicrobianos Cationicos
(CAMP)
PROKKA_01262 Infeccién a Salmonella

Flavohemoprotein

Gapitt/do VI

Cabe destacar que la secuenciacién del genoma de la cepa silvestre y sus derivadas, tienen por

objeto el saber donde callo la mutacién y hacer una comparacion entre ellas, para delimitar las rutas

biosintéticas que aun no estan reportadas, esto como proyecto a futuro préximo.

La generacion de cepas isogénicas a partir de la cepa pigmentada hasta ahora han arrojado

diferencias en cuanto a tamafio, composicién y actividad Bs por lo que nos da la pauta para analizarlas

con respecto a otras actividades. Cabe sefalar que la cepa mutante SMRG-4 ya ha sido explorada y

se sabe secreta una lipasa termoestable con capacidad de biotransformar residuos de aceites y con

futura aplicacion en la generacion de biodiesel.
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6.3.12 Mutagénesis por Transposén- mini-Tn5 de la cepa SM3

Los eventos de transposicion mdaltiple por transposén Tn-5 para la busqueda de cepas productoras
de Bs no pigmentadas, derivadas de la cepa pigmentada silvestre SM3; nos permitirian obtener
informacién acerca de los posibles o posible gen involucrado (s) en la produccién de prodigiosina 'y a

su vez aumentando la produccién de Bs en cepas derivadas de la cepa silvestre.

El pldsmido que contiene la cepa de E. coli S17-1 A-Pir fue introducido por conjugacion en la cepa
SM3 de S. marcescens [96]. Un total de 61 de 9,054 transconjugantes fueron analizadas con respecto
a sufisiologia, es decir solo se seleccionaron aquellas colonias que fueran blancas y que no revirtieran
el pigmento haciendo una resiembra de al menos 8 veces. El andlisis de produccion de Bs en estas
cepas no pigmentada mutantes, fue llevado a cabo en medio de cultivo apto para la produccion de Bs
previamente estudiado mediante los disefio factorial 2° (medio 8, ver materiales y métodos). La tabla
60, muestra la reduccion de la TS de cada cepa analizada con respecto a la produccion de Bs.
Clasificandolas con respecto al rango de reduccién de la TS.

Tabla 60. Reduccidn de la tensién superficial de las cepas mutantes obtenidas por transposén mini-Tn5

Cepas Mutantes Rango de Reduccion de la Rango de indice de
Tension Superficial (dinas/cm) Emulsion (%)
1-23 68 — 62 N/E24
24 - 31 61- 59 2
32-39 58 — 56 2
40 - 52 55-50 2
53 -61 49 — 45 6

Cabe destacar, que se analizaron solo 37 colonias pigmentadas que en su fisiologia habian sido
afectadas por dicha mutacién se probaron 17 colonias pigmentadas en tono rosa, mientras que las
20 restantes fueron colonias bacterianas sumamente pigmentadas, es decir, un tono rojo intenso,
caso curioso que llamo la atencion, sin embargo la produccién de Bs no fue significativo, ya que el
valor de reduccion de la TS se registro por arriba de las 45 dinas/cm.

La generacion de nuevas cepas productoras de Bs con la caracteristica de no presentar pigmento, no
fue posible mediante esta técnica. Sin embargo, esta técnica nos permitié saber la sensibilidad de la
bacteria a los antibioticos Kanamicina y tetraciclina en una concentracion de 80-15 pug/mL
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6.4 CONCLUSIONES

El sistema de extraccion IV con acetato de etilo fue el que permiti6 obtener mayor eficiencia de
extracto crudo concentrado para ambas cepas SM3 y SMRG-5, En este método una ligera diferencia
es percibida en la actividad Bs en esta Ultima cepa. Esto se atribuye posiblemente a la ausencia de

pigmento en esta cepa y el incremento en su produccion.

Y

La digestion de los extractos crudos concentrados de las cepas SM3 y SMRG-5 permitio
corroborar mediante un gel de proteinas desnaturalizante SDS-PAGE 12% que no se

encuentran proteinas contaminantes en cada extracto.

» Enlos perfiles cromatogréaficos analizados por HPLC del extracto crudo concentrado de la cepa
SM3 se observan 12 fracciones distintas, con actividad Bs. Las fracciones purificadas por

columna abierta con silica gel (60 MESH) fueron sometidas a analisis por CG-MS.

Y

El analisis por HPLC del extracto crudo concentrado de la cepa SMRG-5 presenta 13 fracciones
colectadas y analizadas por actividad Bs. Los extractos crudos concentrados fueron purificados
por silica gel (60 MESH), y las fracciones marcadas con el nimero 1, 2 y 3 fueron analizadas
por CG-MS.

» El perfil cromatografico de extractos crudos de Bs en ambas cepas, presenta un perfil
comparativo y diferente al Bs de tipo comercial. Sin embargo, los picos registrados al mismo

tiempo de retencién al Bs comercial presentan actividad Bs en ambas cepas.

» La CMC de ambas cepas (SM3: 0.893 y SMRG-5: 0.820 g/L) se encuentra por debajo de la
registrada en surfactantes de origen sintético como el Tween 80 que es de 2.1 g/L. Por lo tanto,
los Bs de ambas cepas son altamente competitivos para su aplicacion, ya que la reduccién de

la tension superficial fue de 25.8 y 24.7, respectivamente.

\/4

El porcentaje de actividad hemolitica fue medida a los eritrocitos totales con un 78.1% para el
extracto crudo de Bs en la cepa SM3 y 25.7%, esta discrepancia en ambos resultados
posiblemente sea debido a la presencia de pigmento en el extracto crudo de Bs en la cepa

silvestre.
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El analisis por CG-MS realizado a las fracciones purificadas de Bs en ambas cepas, demuestra
la presencia de esteres metilados de acido hexadecanoico con formula C16H320- con peso de
298.28 g/mol en la cepa silvestre SM3, mientras que para la cepa SMRG-5 se registro la
presencia de esteres de acidos grasos de acido octadecanoico con formula CigHss02 con peso
molecular de 270.45 g/mol. Cabe sefalar que estos datos corresponden a la fraccion
hidrofébica en Bs de ambas cepas.

Los ensayos de remocion de BaP demuestran la capacidad degradadora de estas cepas por
sustratos hidrofébicos, ya que el porcentaje de remocion fue del 59% durante las primeras 72
h de cultivo en medios que favorecen la produccion de Bs en ambas cepas, lo que las hace

altamente competitivas para su uso en el area de biorremediacion.

La identificaciébn molecular y polifasica realizada a estas cepas complementa los resultados
hasta ahora obtenidos, mientras que la secuenciacién del genoma permitira llevar a cabo un
andlisis detallado y definitivo a la busqueda de la mutacion generada en las isogénicas cepas
no pigmentadas, asi como la complementacion de resultados metagendémicos que sustenten

la resolucién de la ruta de biosintesis para Bs en estas cepas.
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7.1 CONCLUSIONES FINALES

Las cepas bacterianas identificadas como S. marcescens, mediante andlisis molecular por
amplificacién de los genes 16S y gyrB, incrementan la actividad Bs en presencia de altas y
bajas concentraciones de fuente de carbono y nitrégeno (SM3 y SMRG-5 respectivamente). Al
evaluar los medios de cultivo en glucosa y glicerol, este Ultimo; favorece dicha produccién en
ambas cepas registrando una reduccion de la TS de 26.5 y 25.2 dinas/cm, mientras que el IE24
es del 79.9y 89.9% en SM3 y SMRG-5, respectivamente. El porcentaje de actividad hemolitica
se ve favorecido en los extractos de la cepa SM3 con un 78%, mientras que en SMRG-5 fue
de 27%, lo que se atribuye a la presencia del pigmento. El andlisis de CG-MS demuestra que
la fraccion hidrofébica identificada en la cepa SM3 presenta un éster de acido graso libre con
formula molecular Ci6H3:02 con un peso de 298.25 mg/mol corresponde a un &c.
Hexadecanoico, mientras que la cepa SMRG-5 tiene una fraccién apolar con formula molecular
CisH3602 y peso de 270.450 g/mol, corresponde a un ac. Octadecanoico. En ambas cepas la
CMC, se registra por debajo de la concentracion a la que actda un surfactante de origen
sintético. Por lo que ambas cepas tienen un alto potencial de usar sus productos metabdlicos
en diversas areas biotecnoldgicas. La capacidad de los Bs para remover el BaP, fue
demostrado durante las primeras 72 H de fermentacién. Ambas cepas presentan gran potencial

para su aplicacion en biodegradacion de hidrocarburos.
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Perfil cromatografico de CG-MS de los Bs purificados de la cepa SMRG-5,
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Abstract

In this study, the biosurfactants (Bs) production of two Serratia
marcescens strains (SM3 and its isogenic SMRG-5 strain) was
improved and the tenso-active agents were purified and
characterized. A 22 factorial design was used to evaluate the
effect of nitrogen and carbon sources on the surface tension
(ST) reduction and emulsion index (El,4) of the produced Bs.
Optimum Bs production by SM3 was achieved at high
concentrations of carbon and nitrogen, reducing ST to

26.5 £ 0.28 dynes/cm, with an Ely4 of 79.9 + 0.2%. Meanwhile,
the best results for SMRG-5 were obtained at low
concentrations, reducing the ST to 25.2 + 0.2 dynes/cm, with

Keywords: benzo [a] pyrene removal, biosurfactants, emulsion index,
surface tension reduction
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an Ely4 of 89.7 + 0.28%. The optimal conditions for Bs
production were scaled up in a 2-L reactor, yielding 4.8 and
5.2 g/L for SM3 and SMRG-5, respectively. Gas
Chromatography—-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis
revealed the presence of two different lipopeptides (hidrofobic
fractions: octadecanoic and hexadecanoic acid for SM3 and
SMRGS5, respectively). Both strains were capable of benzo [a]
pyrene removal (59% after 72 H of culture). © 2018 International
Union of Biochemistry and Molecular Biology, Inc. Volume 00, Number 0,
Pages 1-11, 2018

1. Introduction

Biosurfactants (Bs) present diverse advantages with respect
to surfactants of synthetic origin because they are highly
biocompatible, biodegradable, present lower toxicity, and
are ecofriendly. Bs are amphiphilic molecules; they have
hydrophilic moieties and a hydrophobic portion, which allows
them to interact at the interfaces between aqueous and
nonaqueous systems, including air. Their effect in these
systems includes many processes, such as surface tension
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(ST) reduction and emulsification, and they also favor the
formation of micelles and present hemolytic activity [1].

For these reasons, they are considered a better alternative
for use in biotechnological processes [2]. The biochemical
properties of Bs allow them to be utilized as surface wetting
agents, antimicrobial agents, dispersing agents of hydrophobic
compounds through emulsion formation, and accelerators of
bacterial swarming mobility on semisolid surfaces [3-5].

The production and properties of Bs are influenced by the
concentration of the carbon and nitrogen source as well as the
physicochemical culture conditions such as pH and temper-
ature [6-10]. Reports on Bs properties show that even small
differences in their composition may have a great influence on
the factors that determine their application [11, 12].

In the last decade, attention to Bs has considerably in-
creased as these compounds are potential candidates for many
commercial applications in different industrial processes, such
as in the petroleum, pharmaceutical, biomedical, and food
industries [13, 14]. However, the application of Bs on an indus-
trial scale has been limited due to the high cost of production
[15]. The most important factors that determine the production
cost are the selected strains, production yields, and production
optimization.

Diverse microorganisms are capable of producing Bs in-
cluding Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Rhodococ-
cus ruber, Acinetobacter radioresistens, Clostridium sp., Can-
dida bombicola, and Serratia marcescens [16].

Serratia marcescens produces Bs such as serrawetins that
present wetting activity on various hydrophilic and hydrophobic
surfaces [17].Microbial Bs production is related to their capacity
to degrade hydrocarbons, such as aliphatic and aromatic
compounds [18]. However, there are reports of bacterial
strains that produce Bs but are not capable of hydrocarbon
degradation, as in the case of a Thalassospira sp. strain [19].

In this study, the production of Bs by two S. marcescens
strains (the pigmented wild-type SM3 and its pigmentless
mutant SMRG-5) was evaluated. The effect of the carbon and
nitrogen source on Bs production by both strains was also
analyzed. Additionally, the produced Bs were purified and
biochemically characterized.

2. Materials and Methods

2.1. Bacterial strains and culture conditions
The native S. marcescens SM3 strain was isolated from soil
contaminated with hydrocarbons in the state of Veracruz, Mex-
ico. The soil physicochemical parameters were the following:
temperature 21-28 °C and salinity 0-5%.. SM3 was subjected to
chemical mutagenesis using ethyl methyl sulfonate according
to the protocol reported by Chaturvedula et al. [20]. From a
total of 1,750 mutants, only five were nonpigmented (white
mutants). In this work, the SMRG-5 pigmentless mutant was
the strain of interest.

The SM3 and SMRG-5 strains were separately grown in
solid LB medium at 30 °C. A preculture of each strain was
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Microbial characteristic of the strains SM3 and

TABLE 1 SMRG-5
Results
Test SMa3 strain SMRG-5 strain
Gram staining — —
Motility 4 +
Citrate utilization + +
Oxidase — —
Triple iron — —
Hydrogen sulfide — —
Chitinase + +
Lipase 4k i
Catalase + +
Glucose = —
Maltose — -
Rhamnose — —
Lactose - -
Sucrose F I

prepared by inoculating one colony each strain in 125-mL
flasks containing 50 mL of LB medium at pH 7, and then
incubated at 30 °C and 150 rpm. The biomass was recovered
by centrifugation at 560 g for 15 Min at 4 °C, then resuspended,
adjusted to 10% (vol/vol) in the optimum medium for Bs
production (the corresponding optimal media were defined in
the experimental design, see Section 2.3), with a final volume
of 200 mL, and then incubated at 30 °C and 150 rpm for 120 H.

2.2. Identification of S. marcescens SM3 and SMRG-5
strains
Both S. marcescens strains were identified and characterized
according to Bergey’s manual [21]. The S. marcescens strains
were also identified by 16S and gyrB gene sequencing
(Macrogen Inc.). For the 16S gene sequencing, the strains were
grown under aerobic culture conditions in liquid LB medium at
30 °C and 150 rpm, and genomic DNA extraction was carried
out using the Zymoclean Quick g-DNA TM Mini-prep Kkit.

2.3. Bs production

One carbon source (factor A: 12-14 g/L of glycerol) and two
nitrogen sources (factor B: (NH4)>,S04 0.75-1.5 g and factor C:
peptone from casein enzyme digest 2-4 g/L) were evaluated
(Tables 1 and 2) and referred to as the peptone/glycerol-
Bs medium. Cultures of both strains were carried out in
triplicate using 500-mL flasks with 200 mL of liquid medium

Bs Production by Serratia marcescens Strains



Factorial 2° experimental design used to evaluate the glycerol as carbon source and (NH4)2S0,4 and peptone casein enzymatic

TABLE 2

Variables in coded levels

Responses of the strain SM3

digest as nitrogen sources on Bs production of the strains SM3 and SMRG-5

Responses of the strain SMRG-5

Surface
tension®

Surface

Casein  tension?

Emulsion Emulsion

Surface
tension®

Surface

tension? Emulsion Emulsion

Run Glycerol (NH.),SO, peptone (dynes/cm) (dynes/cm) index® (%) index® (%) (dynes/cm) (dynes/cm) index? (%) index® (%)

1 -1 -1 -1 284 +£ 0.20 28.901 75.1 £ 050 75.16 25.2+0.23 2523 89.7 + 0.24 78.62
2 1 -1 =1 274 £ 0.30 27.401 769 £ 0.20 76.84 26.5+0.21 2415 84.7 £ 0.25 78.62
3 —1 1 -1 274 +£ 030 27379 76.0 £030 7594 27.6+0.21 2749 78.6 £ 0.22 78.62
4 1 1 -1 275 £ 0.36 27.499 76.2 £ 0.36 76.26 26.4+0.24 2873 79.9 + 0.23 78.62
5 -1 -1 1 27.6 +£ 0.20 27.605 74.1 £ 050 74.04 354+0.32 33.05 605+ 0.24 78.62
6 1 -1 1 26.6 = 0.26 26.605 789 £ 0.26 7896 28.3+0.33 28.29 77.8 £ 0.25 78.62
7 -1 1 1 275 + 015 27.495 76.2 £ 035 76.26 27.7+0.31 30.03 789 £ 0.26 78.62
8 1 1 1 26.5 £ 0.28 26.495 799 + 0.28 79.82 27.6+0.23 2759 78.9 + 0.25 78.62
9 0 0 0 28.3 + 0.32 27.36 719 £ 0.32 76.66 27.6+0.24 28.07 784 + 031 7847
10 0 0 0 27.3 £ 0.20 27.36 71.8 £ 0.46 76.66 27.2 £ 0.21 28.07 785 + 0.32 78.47
11 0 0 0 275 + 0.11  27.36 715 + 041 76.66 27.3+0.24 28.07 785 + 031 78.47

Coded values for glycerol -1 =12 g/L, 0 =13 g/L, +1 =14 g/L.
Coded values for (NH4)2S04 -1 =0.75g/L,0=1g/L, +1 =1.5 g/L.
Coded values for casein peptone-1=2g/L,0=3g/L, +1 =4 g/L.
2Experimental data.

PEstimated data.

and incubated for 96 H. The effect of medium composition was
analyzed with respect to growth and Bs production, employing
a 2% factorial design for both S. marcescens strains. A 2¥
factorial design provides all the possible combinations of a
possible set of variables (factors) with a fixed number of levels
in each complete test involving the interactions of each factor
to be analyzed.

The main effects of the evaluated factors on the response
were:

pi = (Yi*) — —(Yi"),

where Bi is the effect of the ith factor on the response, and yi*
and yi~ are the mean responses for the upper (+) and lower
(=) levels of the ith factor. The interactions of two factors were
also calculated by this equation. The general equation is a
first-degree polynomial:

Y:ﬁo—l—Zﬂin-i-Zﬂinzj +e,

where Y is the estimated response, 8 is the general mean,
> BiX; is the sum of the main effects of the factors, )" 8;;.X;; is
the sum of the two-factor interaction effects, and ¢ is the lack
of fit of the model (error).

Biotechnology and Applied Biochemistry

2.3.1. Analysis of carbon source (glycerol) consumption
The bacterial culture was centrifuged (560 g at 4 °C for 15 Min)
and the cell-free culture was considered the supernatant. The
supernatant was filtered (membranes with 0.45-um diameter
pores of polyvinyl difluoride; Millipore, Bedford, MA, USA) and
5 L. was analyzed by high-pressure liquid chromatography
(HPLC) (Agilent Technologies 1100; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA), with a refraction index factor. A Supelcogel C610-H
cationic exchange column was used at 40 °C, with a 6 mM
sulfuric acid solution as the mobile phase with a flow rate of
0.8 mL/Min.

2.4. Extraction and purification of Bs

The supernatant was acidified with 6 N HCI and adjusted to
pH 2. The extraction was performed with two volumes of ethyl
acetate (2:1 v/v) by vigorous shaking during 30 Min and then left
to stand overnight at 4 °C; this process allowed the separation
of the two phases. The organic phase was removed, and the
process was repeated. The Bs extracts were concentrated in a
rotavapor (BUCHI R-124) at 60 °C. The viscous amber product
was considered the crude Bs. The crude Bs was purified by
column chromatography using silica gel 60 (230-400 mesh;
Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany) and developed in



a solvent gradient system: chloroform-acetonitrile (90:10),
acetonitrile-acetone (90:10), acetone-methanol (90:10), and
methanol-acetic acid (90:10); 12 fractions were collected from
the crude Bs extracts from both strains (SM3 and SMRG-5).
The fractions were pooled, and the solvent was evaporated.

2.5. Bs chromatography profiling
2.5.1. Thin layer chromatography of S. marcescens SM3
and SMRG-5 crude Bs extracts
Preliminary characterization of the Bs was performed by the
thin layer chromatography (TLC) method. Silica gel (F254)
plates were prepared, and a sample of crude Bs was placed
on the silica plate. The Bs was separated on the plate using
chloroform-methanol-water (99:8:2). The compounds on the
plate were detected after spraying with ninhydrin to detect
amino groups as red spots. The appearance of yellow spots
with vanillin and iodine vapor indicated the presence of the
protein and lipid portions of the Bs, respectively.

2.5.2. HPLC analysis of S. marcescens SM3 and SMRG-5
crude Bs extracts

The samples were subjected to HPLC analysis to determine
the profile of each crude Bs. A gradient system was used with
an XDBC-18 Agilent column (150 x 4.6 mm, 3.5 um). The
employed solvent system was acetonitrile-water (HPLC grade).
The run time was 45 Min, and the compounds were detected at
a wavelength of 215 nm with a UV detector.

2.5.3. GC-MS analysis of purified Bs

GC-MS analysis of the Bs was realized by using a modified
version of Chandran and Das [22]. The purified Bs was mixed
with 5% HCl-methanol reagent. After the reaction was stopped
with 1 mL of water, the samples were extracted with methanol
and injected into the GC-MS model 6890 (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) equipped with a capillary inlet and mass
selective detector set to scan from m/z 45 to m/z 800 at a scan
rate of 1.2 scans per second, and the oven temperature was
programmed from 5 °C/Min-250 °C during 3 Min to 10 °C/Min-
285 °C during 20 Min. Helium was used as the carrier gas at a
flow rate of 1 mL/Min and a split ratio of 5:1 at 40 °C/Min.

2.6. Bs activity assays and characterization

2.6.1. ST reduction and emulsion index

The reduction of the ST of the supernatants was measured using
the ring method with a Du-Nouy tensiometer (Fisher Scientific
Surface Tensiometer 20). The emulsion index (El.4) was defined
as the percentage of emulsified kerosene generated after 2 Min
in a vortex shaker and left to stabilize for 24 H; the emulsion
was measured according to the Cooper and Goldenberg method
[23].

2.6.2. Hemolytic activity analysis

The hemolytic potential of the Bs was evaluated with human
erythrocytes. The hemolytic activity was determined in 5 uL
by using an aliquot of the crude Bs extract produced by each
strain added to 0.195 mL of erythrocytes. For the extraction
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of erythrocytes, 5 mL of fresh human blood was centrifuged at
560 g for 10 Min at 4 °C. The cellular precipitate was washed
three times with an isotonic solution (injectable CS-C 17.7%
PISA). The hemolytic activity was determined by absorbance
readings at 620 nm. Purified Bs was analyzed in blood agar
plates containing 5% (v/v) total blood. Hemolytic activity was
identified with the presence of clear zones (halos) around the
extracted Bs [24].

2.6.3. Determination of critical micellar concentration
The critical micellar concentration (CMC) was determined by
plotting the ST function of different Bs concentrations according
to the protocol reported by Guerra-Santos et al. [8].

2.7. Benzo [«] pyrene removal assays

The best media for Bs production (previously determined,
section 2.3) were used to evaluate the Benzo [«] pyrene (Bla]P)
removal by both strains. The liquid medium composition
described in this study was performed in 500-mL shaking
flasks with a final volume of 200 mlL supplemented with

36 ppm of Bl«]P. Medium with B[a]P and no inoculum was used
as the control. The cultures were incubated for 15 days at 30 °C
with shaking at 150 rpm. The growth kinetics were determined
by measuring the optical density at 620 nm at defined time
intervals. The hydrocarbon residues were extracted three
times with dichloromethane from the culture supernatant. All
experiments were performed in triplicate [18].

2.8. Statistical analysis

All experiments were performed independently, and the differ-
ences between the treatments were evaluated by analysis of
variance (ANOVA, P = 0.05) using Design-Expert version 7.0.1
(Stat Inc., Minneapolis, MN, USA).

3. Results and Discussion

3.1. Polyphasic identification of S. marcescens strains
In this study, the SM3 (pigmented) and SMRG-5 (pigmentless)
strains were biochemically and microbiologically characterized
(Bergey’s manual, Table 1).

The strains were also identified via molecular analysis with
the amplification and sequencing of the rRNA 16S and gyrB
genes. The sequences are in the process of being submitted
to GenBank (NCBI). The SM3 (red) and isogenic SMRG-5
(white mutant) were identified as S. marcescens (Supporting
Information Fig. S1).

3.2. Bs production by SM3 and SMRG-5
The effect of the type and concentration of the carbon and
nitrogen source was analyzed for both strains with the aim of
increasing the Bs activity. Additionally, the influence of these
sources on the biochemical characteristics of the secreted Bs
was evaluated.

The wild-type SM3 showed a swarming behavior in high
carbon and nitrogen concentrations, while its mutant strain
SMRG-5 presented swarming in low concentrations of the same

Bs Production by Serratia marcescens Strains
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Relevant factor interactions affecting surface
tension and emulsion index in both S. marcescens
strains: (a) Effect of the interaction of glycerol and
(NH4),S0O4 with respect to surface tension in SM3
and (b) effect of the interaction of glycerol and
(NH4)»,S04 with respect to surface tension in
SMRG-5. (c) Effect of the interaction of glycerol
and (NH4),S04 with respect to the emulsion index
in SM3 and (d) effect of the interaction of glycerol
and (NH4),S04 with respect to the emulsion index
in SMRG-5.

FIG.1

nutrients (Supporting Information Figs. S2a and S2b). These
findings suggested the presence of a tenso-active agent when
both strains were grown in media that favored Bs production in
the presence of high and low nutrient concentrations. Swarm-
ing motility is intrinsically surface-linked dependent and a
cell density dependent phenomenon, and various extracellular
compounds such as Bs facilitate surface motility [25]. In this
work, the swarming motility and Bs production increased after
72 H of culture. Swarming locomotion has been well studied
in nutrient-rich media and semisolid surfaces. However, up to
now, this phenomenon has not been studied in optimum Bs pro-
duction culture conditions, as carried out in the present study.

3.2.1. Effect of carbon and nitrogen concentrations on
Bs production with respect to ST

The effect of glycerol as the carbon source and (NH4),SO4 and

peptone casein as the nitrogen source on Bs production was
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studied using a 22 factorial design. Both strains were evaluated
individually with respect to the ST reduction and Ely4 (Table 2).
With the aim of understanding the significance of the
effect of each factor, it was necessary to deduce the nature
of the interactions. Bs production by both S. marcescens
was influenced by the carbon and nitrogen concentration.
However, ANOVA showed that the effect of the studied factors
was significant (strain SM3: F test, P < 0.001 and SMRG-5:
P < 0.0335), while the lack of fit of the model was not (strain
SM3: F test, P = 0.89 and SMRG-5: F test, P = 0.0160). An
analysis of the most significant effects is shown in the following
equations with respect the ST reduction for both strains
(SM3—Eq. (1) and SMRG-5—E(. (2); each factor was previously
described in Section 2.3), where each equation was reduced to:

ST (dynes/cm) = 27.36 — 0.36A — 0.14B — 0.31C — 0.14AB

—0.14AC + 0.088BC — 0.14ABC 1

ST (dynes/cm) = 28.07 — 0.88A — 0.78B + 1.67C + 0.58AB

—0.92AC — 1.32BC + 1.18ABC 2)

An analysis of the interaction of two factors, the significance
value and the standard deviation at a low level (—) and high
level (+) of each response (ST reduction and El»4), is shown in
Figs. 1a-1d.



The interaction between glycerol and (NH4)>SO4 on the
ST of SM3 is shown in Fig. 1a. When glycerol was used at a
high concentration (14 g/L) and the concentration of (NH4),SO4
was low (1.5 g/L), the ST reduction was considerably reduced.
However, a drastic reduction in ST was observed when both
factors were at high levels. Given that the values of glycerol
and (NH4),SO,4 were negative (—0.36 and —0.14, respectively),
it can be concluded that high concentrations of the carbon
and nitrogen sources favored Bs production of the strain SM3.
Similar results were obtained by Wu et al. [26] who reported
that Bs production was favored with inorganic nitrogen sources
at high concentrations in P. aeruginosa. However, the nitrogen
used in this work was less than the concentration used by those
authors. With respect to the glycerol-peptone interaction, it can
be deduced that there was no significant effect on the Bs pro-
duction (see ANOVA in Supporting Information Table S1a). This
observation could be explained by the fact that in some cases the
organic nitrogen sources can stimulate cell growth but not nec-
essarily Bs production [26]. The interaction of both factors in-
volved with respect to the SMRG-5 strain is shown in Fig. 1b. ST
reduction was not affected by the glycerol concentration when
(NH4)>SO4 was high (14 g/L). However, when the (NH4)2SO4
concentration was low (-), ST notably decreased when 12 g/L
was used. Given that the values of glycerol and (NH4),SO4 were
negative (—0.88 and —0.78, respectively), it can be concluded
that low concentrations of the carbon and nitrogen sources
favored Bs production of the chemical mutant SMRG-5.

3.2.2. Effect of carbon and nitrogen concentrations

on Bs production with respect to El»4
The analysis of the interactions in relation to the El,4 is shown
in Figs. 1c and 1d. The increase in carbon and nitrogen
concentrations increased the emulsion percentage for the SM3
strain. The ANOVA shows that the effect of each factor studied
was significant (strain SM3: F test, P < 0.05, strain SMRG-5:
F test, P < 0.0001), while the lack of fit of the model was not
significant. An analysis of the significant effects in terms of the
coded factors is presented in Eqs. (3) and (4) (SM3 and SMRG-5,
respectively).

El>4(%) = 76.66 + 1.31A + 0.41B + 0.61C — 0.34AB
+0.81AC + 0.36BC 3)

El»4(%) = 78.63 + 1.70A + 9.95B — 4.60C — 1.37AB
+2.63AC + 4.43 4)

The analysis of the interactions in relation to the Ely4 is
presented in Figs. 1c and 1d. The increase in the carbon and
nitrogen concentrations of the medium enhanced the emulsion
capacity of SM3 (Fig. 1c). However, for SMRG-5, the effect
of the carbon and nitrogen concentrations was the opposite;
low concentrations of carbon and nitrogen favored emulsion
(Fig. 1d).
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Figures 2a-2d illustrate the response surface with respect
the ST reduction and El,4 in function of glycerol and (NH4)>SO4
(the main significant factors) for both strains. Figures 2a and
2b show the response surface with respect to the ST reduction
in function of glycerol and (NH4)>SO4 in medium that contained
peptone (4 g/L) for both strains. Figures 2¢ and 2d show the
response surface with respect to the El,4 also in function of
glycerol and (NH4)2S04.

According to the model, for the wild-type SM3, culture
medium 8 (Table 2), containing high glycerol concentration
(14 g/1.), (NH4).S04 (1.5 g/L), and peptone casein enzymatic di-
gest (4 g/L), was the best medium for maximum Bs production.
Under these conditions, a ST reduction of 68 to 26.5 + 0.28
dynes/cm was registered, which was similar to the estimated
value (Fig. 2a). Likewise, in the model corresponding to the
isogenic strain SMRG-5, culture medium 1 (Table 2), contain-
ing glycerol 12 g/L, (NH4)2SO04 0.75 g/L, and peptone casein
enzymatic digest 0.5 g/L, was the best medium (without exper-
imental domain) to increase Bs production, with the reduction
of the ST from 25.2 4+ 0.23 dynes/cm; there was no difference
compared to the estimated value of 25.23 dynes/cm (Fig. 2b)
(see ANOVA in Supporting Information Table S1b).

In relation to the model, the emulsion percentage with
respect to the highest response surface is shown in Fig. 2¢, with
79.9% emulsion for SM3. Figure 2d shows the response surface
of El,4 of SMRG-5 in function of glycerol and (NH4)>SO4 (sig-
nificant factors). The best emulsion was 89.7%. The influence
of a low carbon and nitrogen concentrations on these strains
was associated with an increase in Bs production, as seen in
the analysis of the factors evaluated in the ANOVA (Supporting
Information Table S1b).

The difference between the carbon and nitrogen consump-
tion in both strains was influenced by the chemical mutation
with respect to the Bs activity and the absence of the secondary
metabolite named prodigiosin. Similar observations have been
made nitrogen limitation has been shown to play an important
role in Bs production [27, 28]. In another study, Mouati et al.
[29] observed that under optimum conditions of substrate con-
centration, (NH4)»,SO4 levels, and other factors, the surfactant
production increased. However, in this study, optimization was
not necessary, since the results obtained were comparable with
literature.

Diverse factors that promote Bs production have been
studied, such as different concentrations of carbon and nitrogen
sources, as well as the interaction of salts and minerals,
in bacterial strains (including S. marcescens), which have
been isolated from hydrocarbon-contaminated soils. Different
experimental designs have been explored and implemented,
permitting the evaluation of the factors that exert an effect on
Bs production at different levels, thus optimizing Bs production
[29].

In spite of the results obtained in this study using the 23
experimental design, the factors did not adjust to the model.
However, the factors had an effect under the optimal conditions
for increased Bs production. Optimized culture conditions

Bs Production by Serratia marcescens Strains
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Response surface methodology (RSM) showing
the relationship between glycerol and (NH4),SO4
with respect to the surface tension and the
emulsion index for both S. marcescens strains: (a)
RSM showing the surface tension reduction for
SM3, (b) RSM showing the surface tension
reduction for SMRG-5, (c) RSM showing the
emulsion index for SM3, and (d) RSM showing the
emulsion index for SMRG-5.

FIG. 2

such as those reported by Bidlan et al. [30] increased the Bs
production of strain S. marcescens DT-1P when glycerol was
used as the carbon source, as this substrate is a precursor
for fatty acids and can thus be easily synthesized. Glycerol
has also been used as a carbon source for producing Bs
with Pseudomonas sp. (UCP0992), but at high concentrations
(30 g/L) [31]. The Bs produced by this strain was favorable
and competitive and showed potential for environmental
application. Nonetheless, SM3 and SMRG-5 were able to
produce Bs at lower concentrations of carbon and nitrogen,
compared to other reports.

3.2.3. Microbial growth kinetics, carbon source
(glycerol) consumption, and Bs production
by SM3 and SMRG-5
Both strains were evaluated in the medium that favored their
Bs production. In the presence of high carbon and nitrogen con-
centrations, the wild-type strain presented exponential growth
during the first 72 H of culture (Fig. 3a), with a growth rate of
u=0.0205 H™". In the same way, during the first 36 H of culture,
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substrate consumption by SM3 was associated with the secre-
tion of surface active substances. The relationship between the
degradative capacity of the substrate and the gradual decrease
in the ST was crucial during this incubation period, reaching
27.5 dynes/cm. Although glycerol is considered to be a sub-
strate that generally limits growth, this was not the case for this
strain (Fig. 3b). With respect to the SMRG-5 strain, a slightly
slower growth rate was recorded (1 = 0.0168 H™') compared
to the wild-type (SM3). For SMRG-5, low concentrations of the
substrate resulted in an increase in Bs production, suggesting
that Bs production in this strain was not associated with carbon
and nitrogen concentration (i.e., at lower concentrations of the
carbon and nitrogen sources, Bs production was greater) (Fig.
3a). The metabolic behavior of both strains was related to sub-
strate consumption and bacterial growth during the first 24 H of
culture, favoring the rapid reduction of the ST. Between 36 and
96 H, the ST continued to decrease slowly, reaching the lowest
level of 26.7 dynes/cm after 96 H (Fig. 3c). The difference in
bacterial growth of both strains suggests a correlation with the
generated mutation of the SMRG-5 strain. Additionally, various
S. marcescens Bs-producing strains have been reported to pro-
duce Bs during the first 3 days. Such is the case of S. marcescens
UCP1549 that produced Bs in the first 72 H of culture and was
reported to reduce the ST to 33.10 mN/m; however, 60 g/L
of the carbon source was needed for Bs production [32]. The
strains in this study exhibited improved production times
under substrate-limiting conditions, with typical activity of a
pure Bs.
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Growth kinetics of SM3 (®) and SMRG-5 (R), (b)
substrate consumption kinetics (®) and surface
tension of SM3 (), and c) substrate consumption
kinetics (®) and surface tension of SMRG-5 (R).

3.3. Characterization of the Bs produced

by S. marcescens SM3 and SMRG-5
The purification processes of Bs are affected by diverse factors,
such as the secretion of certain metabolites, pigments, and
proteins. Hence, in this study, white mutant strains that did
not revert (in terms of pigment production) with unaffected Bs
production were generated.

The surface properties of crude Bs were measured to
estimate the extent of Bs activity with respect to ST reduction,
El,4, hemolytic activity, and CMC. A total of 4.8 + 2 g and
5.9 + 2 g/L (dry weight) of purified Bs was obtained from SM3
and SMRG-5, respectively. The crude Bs of SM3 and SMRG-5
presented ST values of 25.5 dynes/cm and 24.6 dynes/cm and
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FIG. 4 the purified Bs from SM3 (®) and SMRG-5 (R).

El,4 values of 83.4% and 93.6%, respectively. The hemolytic
activity was 78% for SM3 and 27% for SMRG-5. Bs recovery
from SMRG-5 was 100%, while Bs recovery from SM3 was
lower (about 80%) due to the presence of the red pigment.
This result provides evidence that the secondary metabolite
(prodigiosin) secreted by the SM3 strain affected the Bs pu-
rification process, resulting in more effective Bs purification
from the isogenic SMRG-5 strain. Additionally, Tahzibi et al.
[33] reported lower yields in Bs purification with P. aerugi-
nosa MM1011 (1.5 g/L. pure Bs). However, the mutant strain
(PTCC1637) produced 12.5 g/L. of pure Bs, 10-fold higher
than the native strain. Other strains isolated from petroleum-
polluted soils have been reported to produce Bs with sucrose
as the carbon source. However, under these conditions ST was
only reduced to 40 dynes/cm. Serratia marcescens strains have
also been reported to completely emulsify olive oil [34]. There-
fore, the production and purification yields from both of the
S. marcescens strains reported in this work are competitive
compared to previous reports without the need to purify the
Bs, therefore they can be used as crude extracts.

3.3.1. Critical micellar concentration

CMC surfactants can change surface properties, with bio-
chemical functions such as solubilization, emulsification, and
humidifying activity, thus the concentration with which they
are applied is important [10]. The CMC is an important phys-
iochemical parameter used to evaluate Bs activity. A low CMC
means that this is the minimal concentration of a surfactant
required to form micelles. The results of the CMC of produced
Bs by both strains are shown in Fig. 4.

A decrease in ST of 25.8 and 24.7 dynes/cm was observed
for the SM3 and SMRG-5 Bs, respectively. At this point, the
Bs CMC was 0.898 and 0.820 g/L, respectively. This CMC was
lower compared to some commercially available chemical
surfactants; for example, sodium dodecyl sulfate has a CMC
value of 2.1 g/L [35]. The CMC for other surfactants from
other bacterial genera have been reported for strains such as
P. aeruginosa MM1011, which presented a CMC of 1 g/L. and

Bs Production by Serratia marcescens Strains
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FIG. 5 produced by (a) SM3 and (b) SMRG-5.

reduced the ST to values as low as 26.5 dynes/cm [36]. Thus,
the CMC of the Bs produced by both strains suggests that they
could be applied in lower quantities than synthetic surfactants.

Both Bs extracts presented 11 (SM3) and 12 (SMRG-5) dis-
tinct fractions after HPLC analysis (Supporting Information Fig.
S3); all fractions presented ST reduction and hemolytic activity
(Supporting Information Table S2). Similarly, the purified Bs
from each strain were separated in silica gel columns, and
the surface active compounds were detected in all collected
fractions, as observed from TLC analysis (Supporting Informa-
tion Fig. S4). Yellow spots detected with the sublimed iodine
vapors of the Bs extract indicated the presence of some type
of lipopeptide group. A single spot was detected with vanillin,
and under the same conditions, ninhydrin also stained the Bs
TLC plates, suggesting a free N-terminus. Matsuyama et al.
[36] and Ibrahim et al. [37] reported negative staining results
for the serrawettin W2 and W3 of the nonpigmented strains
of S. marcescens with ninhydrin. TLC was performed using an
ethyl acetate-methanol (90:10) solvent system. The purified
fractions of Bs obtained from both strains were analyzed by
GC-MS fingerprint (Fig. 5).

Three of 11 fractions obtained from the SM3 Bs revealed
the presence of hexadecanoic acid and methyl ester (signal
located in the 255 region, peak 4, Supporting Information Fig.
S5; Fig. 5a). For SMRG-5, four of 12 fractions were identified as
octadecanoic acid (signal located in the 270 region, peak 3, data
not shown) (Fig. 5b). The predominant fatty acid esters present
the molecular formula C,9H330, with 298.28 g/mol in the SM3,
while that in SMRG-5 is C17H340,, with a molecular weight
of 270.450 g/mol. The hydrophilic fractions for both strains
were not analyzed by this assay. The type, characteristics, and
composition of diverse Bs depend on the bacterial strain, the
carbon source, and the processing strategy [38]. Reports have
shown that the structure of the tenso-active agent produced
by P. aeruginosa depended on the used substrate, in this case,
palm oil [39]. Interestingly, in this study, the production of two
different Bs molecules by the SM3 and SMRG-5 strains using
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the same substrate was detected. The production of different Bs
by the S. marescens strains using the same substrates and their
attractive biochemical properties imply great biotechnological
potential for possible applications in area of bioremediation
environmental such as microbial enhanced oil recovery.

The GC-MS profile of the biosurfactant of both strains re-
vealed different types of fatty acid esters that are bound or free.
The fatty acid esters detected in this study were comparable
to those obtained by Matsuyama et al. and Ibrahim [36, 37].
The hexadecanoic and octadecanoic acids (SM3 and SMRG-5,
respectively) observed in this study are consistent with data
published by Peng et al. [40], who found a predominant hex-
adecanoic component in extracts obtained from Rhodococcus
sp. TW53 isolated from deep water samples in the Pacific
Ocean. On the other hand, octadecanoic acid has been de-
tected, as the main component in the Bs extract obtained from
the SMRG-5 strain was congruent with the GC-MS analysis
reported by Ibrahim et al. [37] for their S. marcescens strain;
they attributed their results to the substrate.

3.4. Benzol«a] pyrene removal by SM3 and SMRG-5
Bla]P removal was evaluated for 15 days, and the remaining
hydrocarbon residues were extracted from the culture broth.
The initial B[a]P concentration was adjusted to 36 ppm, and
the removal percentage registered for both strains was 59%
during the first 72 H. The findings are presented in Fig. 6.

Bs secretion during fermentation showed an improvement
in the homogenous solubility in the culture medium. The results
demonstrated that bacteria with the catabolic potential to de-
grade hydrophobic contaminants could interact synergistically
with surfactant-producing strains to hasten the biodegradation.
Kumari et al. [41] demonstrated that Pseudomonas sp. BP10
and Rhodococcus sp. NJ2 were able to degrade petroleum
hydrocarbon (60.6 and 49.5%, respectively) after 30 days of
incubation. Bs stability studies have indicated that the emulsion
percentage and ST reduction in both the extracts of Bs remain
constant after 9 months, with activity after being subjected to
a range of temperatures (60-100 °C) (data not shown). Hence,
the Bs studied in this work present potential for suitability
in the removal of polycyclic aromatic hydrocarbons under



45L

s E
£ 2
Eg
SR
=
£
-

10 T T T 1

0 20 40 60 80
Time (h)
Benzo[o] pyrene removal kinetics. SM3 (@),
FIG. 6 SMRG-5 (B), and control Bap concentration (A).

reservoirs with different salinity, pH, and high temperatures. In
fact, Bs have been demonstrated to contribute significantly to
the emulsification and solubilization of crude oil, therefore in-
creasing its bioavailability for hydrocarbon-degrading strains.
Moreover, the Bs-producing strains can participate in the
biodegradation process, enhancing diesel degradation [31, 371.
According to the literature, hydrocarbon-tolerant bacteria
such as S. marcescens degrade up to 70-90% of crude oil after
20 days of culture [36]. In this work, both SM3 and SMRG-5
were able to remove B[a]P (a highly toxic compound from the
aromatic fraction) during the first 72 H of culture in media that
favored Bs production. These results demonstrate the capacity
of both strains to produce Bs and their potential application in
the bioremediation of hydrocarbon-polluted sites.

4. Conclusions

Bacterial strains identified as S. marcescens SM3 and SMRG-
5 increased Bs production in the presence of high and low
concentrations of carbon and nitrogen sources, respectively.
The Bs for both strains presented a low ST and high emulsifying
activity. GC-MS analysis showed that although the Bs from
each strain were of a lipopeptide nature, they were different
(hexadecanoic and octadecanoic acids for SM3 and SMRG-

5, respectively). The capacity of Bs to remove B[a]P was
demonstrated after 72 H. Both strains presented great potential
for application in the biodegradation and bioremediation of
hydrocarbons.
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