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RESUMEN.

La busqueda de nuevos biosurfactantes (Bs) requiere el aislamiento de microorga-
nismos de diferentes ambientes. El Golfo de México (GoM) es un area geogréfica
activa en la exploracion y explotacion de hidrocarburos. Estudios metagenomicos y
microbioldgicos recientes en esta area sugieren una riqgueza potencial de nuevos
microorganismos productores de Bs. En este trabajo, se aislaron diecinueve consor-
cios bacterianos del GoM a diferentes profundidades de la columna de agua y sedi-
mentos marinos. La produccién de Bs de cuatro consorcios bacterianos se detecto
mediante la prueba de agar CTAB, su capacidad para reducir la tension superficial
(TS), presentar indice de emulsion (El24) y actividad hemolitica. Estos consorcios
bacterianos produjeron Bs en medios suplementados con queroseno, diesel o saca-
rosa. Las bacterias cultivables de estos consorcios se aislaron e identificaron me-
diante una caracterizacion polifasica. En algunos consorcios, Enterobacter cloacae
fue la especie predominante. E. cloacae BAGMO1 present6 actividad Bs en medio
minimo y fue seleccionada para mejorar la produccién de Bs usando un disefio ex-
perimental de Taguchiy un Box Behnken. Esta cepa es capaz de crecer y presentar
actividad Bs a 35 g/L de NaCl. El Bs disminuyo la TS a alrededor de 34.5 + 0.56 mN
/m y presentd un El2sa de 71 + 1.27%. En la caracterizacion fisicoquimica este Bs
mostro su estabilidad térmica, a pH alcalinos y a alta salinidad que le confieren ca-
racteristicas que son deseables en mdltiples industrias. El andlisis genémico de la
cepa de E. cloacae BAGMO1, mostré la presencia de genes rhlAB responsables de
la sintesis de ramnolipidos y genes alkAB que estan relacionados con la degradacion
de alcanos. Ademas de la presencia de otras enzimas como lipasas, esterasas, quiti-
nasas, que le confieren capacidades de utilizacion de diferentes sustratos. La molé-
cula bioactiva se identificé como un ramnolipido cuyo congener mayoritario es el Rha-
C10C10 por los métodos de TLC, derivatizacion y analisis por HPLC, andlisis de RMN
'H y UPLC-QTOF-MS.

Palabras clave: Biosurfactantes, Enterobacter cloacae, Produccion,
Ramnolipidos.
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1. INTRODUCCION GENERAL.

La biosfera marina representa una vasta fuente natural de importantes productos, gra-
cias a que la temperatura y la salinidad del agua (hasta 3,5 %) de las masas oceani-
cas varian (Lara-Lara et al., 2008). Estos ecosistemas estan en riesgo latente de
contaminacion por petroleo crudo como resultados de las actividades industriales,
especialmente la de los combustibles fosiles (Raiger-Lustman & Lopez, 2009). En
el 2010 ocurrio un accidente denominado Deepwater Horizon en aguas profundas
del norte del Golfo de México (GoM) donde se derramaron alrededor de 636 millo-
nes de litros de petrdleo crudo provocando dafios ecoldgicos importantes (Babcock-
Adams et al., 2017). Con este accidente la presencia de hidrocarburos de petréleo
(TPH) en el agua del GoM alcanz6 concentraciones en el rango de 202-206 ug/L
(Sammarco et al., 2013). Y en sedimentos se reporto la presencia de hidrocarburos
en concentraciones que oscilan entre 534 y 6159 ng/g-1 para sedimentos superfi-
ciales y entre 325 y 1415 ng/g-1 para sedimentos subterraneos (Badcock-Adams
et al., 2017). La presencia de estos compuestos ha influenciado la estructura de las
comunidades microbianas la cuales se han enriquecido con bacterias que degradan
los hidrocarburos. A profundidades de 183 a 3740 m de la columna de agua, las
clases de bacterias mas abundantes fueron Gammaproteobacteria, Deltaproteo-
bacteria, Alphaproteobacteria, Clostridia, Nitrospira, Phycisphaera y Actinobacteria
(Godoy- Lozano et al., 2018). Por lo tanto, estos sitios son fuentes ricas de microor-
ganismos que producen diversos metabolitos potencialmente novedosos como en-
zimas, terpenos, esteroides, policétidos, péptidos, alcaloides, saponinas, fenoles,

porfirinas, y Biosurfactentes (Bs) por mencionar algunos (Deshpande et al., 2010,
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Kiuru et al., 2014, Gallimore et al., 2017). Los Bs tienen propiedades de reducir la
tension superficial e interfacial tanto en soluciones acuosas como en mezclas de
hidrocarburos permitiendo la formacién y estabilizacion de sistemas heterogéneos
como las emulsiones, que a su vez permiten la solubilizacion de los hidrocarburos
en agua por arriba de la concentracién micelar critica (Cortés-Sanchez et al., 2013).
Esto mejora la disponibilidad de los hidrocarburos hacia los microorganismos y las
plantas para que estos compuestos sean absorbidos, transformados y/o degradados
(Pérez-Vargas et al., 2010).

En este trabajo, se aislaron e identificaron diferentes cepas de E. cloacae de con-
sorcios microbianos aislados en diferentes profundidades de la columna de agua y
sedimentos en el Golfo de México. Particularmente, E. cloacae BAGMO1 crecid y
exhibié actividad tensoactiva y emulsificante a altas concentraciones de NaCl (hasta
35 g/L) y también en diferentes sustratos de carbono (queroseno, hexadecano, aceite
de girasol, diesel y diferentes carbohidratos). El Bs producidos por E. cloacae
BAGMO1 mostré una alta estabilidad térmica, una alta actividad a pH alcalino y a
altas concentraciones de NaCl. El analisis gendmico de la cepa E. cloacae BAGMO01
demostré la presencia de genes relacionados con la sintesis de ramnolipidos y la
utilizacion de alcanos. El analisis estructural del Bs purificado confirmé que la molé-
cula es un ramnolipido y que el monoramnolipido (Rha-Ci0-C10) fue el congénere

predominante.
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I. ANTECEDENTES

El petréleo es una sustancia compuesta por una mezcla compleja de hidrocarburos,

los cuales se pueden dividir en 4 clases: saturados, aromaticos, asfaltenos (fenoles,

acidos grasos, cetonas, esteres y porfirinas), y resinas (piridinas, quinolinas y ami-

das) que estan formados hasta en un 90% de carbono e hidrogeno y otros en menos

proporcion por compuestos como el oxigeno, azufre y nitrbgeno. En caso de derrame,

la presencia de hidrocarburos en los cuerpos de agua causan dafios ecolégicos a los

organismos expuestos, debido a su potencial toxicidad, por su estructura, propie-

dades quimicas (alta hidrofobicidad, baja solubilidad y biodisponibilidad) que son recal-

citrantes y pueden bioacumularse en el tejido adiposo de algunos organismos (Gar-

cia-Cruz y Aguirre- Macedo, 2014).

Estos compuestos presentan caracteristicas de color oscuro, olor fuerte. Se encuen-

tra en estado natural en yacimientos subterrdneos en los estratos superiores de la

corteza terrestre. Su destilacion fraccionada da productos de gran importancia in-

dustrial como la gasolina, el queroseno, el alquitran, los disolventes, etc. (Beltran-

Saavedra, 2015)

El petr6leo puede ingresar al ambiente de manera natural a través de afloramientos
mejor conocidos como chapopoteras o por derrames accidentales ocasionados por
el hombre (Olguin et al.,2012).

En el suelo los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmosfera, ini-
ciando una serie de procesos fisicoquimicos simultaneos como evaporacion y pene-
tracion que dependiendo del tipo de hidrocarburo, asi como las condiciones del me-

dio ambiente, sus caracteristicas (temperatura, humedad, textura del suelo) y cantidad
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vertida, afecta su disponibilidad (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2015).

La razon principal de la dificil degradacion de los compuestos hidrofébicos de alto
peso molecular, es su baja solubilidad en agua, lo cual incrementa la adsorcion de
éstos al suelo o a otras particulas al unirse irreversiblemente y limita la disponibilidad
de estas sustancias el ataque microbiano (Jiménez-Islas et al., 2010). Por lo que es
de suma importancia la busqueda de soluciones que permitan remediar los proble-
mas de contaminacion causados por los derrames de crudo y que a la vez sean eco-
compatibles con el ambiente. En este contexto se han realizado numerosos estudios
gue han permitido generar alternativas utilizando productos biodegradables como lo
son los biosurfactantes (Bs) que son moléculas activas de superficie, sintetizados por

una diversidad de microorganismos.

La demanda de Bs ha ido aumentando de manera constante debido a sus caracte-
risticas fisicoquimicas, baja toxicidad, alta biodegradabilidad por lo que pueden sus-

tituir a sus homologos quimicos (Riojas-Gonzalez et al., 2010).

Los Bs son compuestos tensoactivos producidos por microorganismos como bacte-
rias, hongos y levaduras, generalmente son metabolitos secundarios excretados extra-
celularmente. Se desarrollan en una gran variedad de sustratos lo cual genera produc-
tos con caracteristicas bioquimicas y estructurales diversas. Estas moléculas presen-
tan una alta actividad de superficie, propiedades emulsificantes y dispersantes (Cor-

tes-Camargo y Barragan-Huerta, 2013).
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1.1.Diversidad microbiana del Golfo de México.

En costas marinas, incluidas algunas del Golfo de México (Campeche, Veracruz), se
desarrolla una gran actividad petrolera y en consecuencia han ocurrido derrames de-
bido al transporte en plataformas petroleras. En esta zona de alto impacto de con-
taminacion por petréleo se ha encontrado una gran diversidad microbiana. Los gé-
neros bacterianos mas reportados pertenecen a las Gammaprotobacteria, tales
como Marinobacter, Pseudomonas y Acinetobacter, asi como algunos géneros de
bacterias hidrocarbonoclastas como Alcanivorax, Marinobacter, Thallassolituus,
Cycloclasticus y Oleispira (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo 2015).

En el GoM la informacion disponible sobre la microbiota en sedimentos marinos es
escasa. Covarrubias et al., (2016), realizdé un estudio en sedimentos marinos del
GoM donde existe una alta actividad petrolera y en zonas donde se observan ema-
naciones naturales (chapopoteras) EI dominio de bacterias que presentdé mayor
abundancia y diversidad en los sedimentos del fondo marino son Crenarchaeota,
Proteobacteria, Acidobacteria, Planctomycetes, Gemmatimonadetes, Chloroflexi.
Crenarqueota, Planctomycetes, Cloroflexi, Proteobacteria y Euryarqueota. El estu-
dio, revel6 que no hay diferencias significativas en la composicion de la comunidad
microbiana en los sedimentos superficiales (0-30 cm) del GoM. En las estaciones
donde se colectaron sedimentos a mas de 30 cm de profundidad si se observo
diferencias significativas con respecto a los sedimentos superficiales (Covarrubias
et al., 2016). En la figura 1 se observa la diversidad microbiana a nivel clase pre-

sente en GoM.
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Figura 1. Representacion grafica de diversidad y abundancia bacteriana en sedi-
mentos marinos del Golfo de México a nivel clase (Covarrubias et al., 2016).

En sitios marinos contaminados con hidrocarburos se han aislado microorganismos

y se ha demostrado que son capaces de degradarlos y producir Bs. Estos com-

puestos presentan caracteristicas que tienen mayores ventajas sobre los surfactan-

tes quimicos como su biodegradabilidad, baja toxicidad, biocompatibilidad, especi-

ficidad, una alta actividad de superficie, propiedades emulsificantes, ademas de

su capacidad de ser producidos a partir de sustratos renovables y econémicos

(Sulbaran-Mora et al., 2005; Raiger-Lustman y Lépez, 2009).
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Deshpande et al., (2010) report6 los tipos de Bs producidos por microorganismos

marinos. Donde la mayor proporcion esta representada por los bioemulsificantes y

glicolipidos.
Fosfolipidos R

Llpopéphdos Acidos grasos Arthrobacter hodococcus

Bacillus ¥ Myroldes
Glicopéptido Alcanivorax
Corynebactenium
Lipopéptidos Alcaligenes
Nocardiopsis

Lipopéptidos Halomonas

ofobacter Bacterias marinas
Tipo de biosurfactantes marinos y no Identificadas g - oriac marinas
microorganismos productores de bioemulsificantes productoras de glicolipidos

Figura 2. Microorganismos marinos productores de Bs (Deshpande et al., 2010).

1.2. Caracteristicas de los Bs.

Una molécula de Bs esta constituida por una parte hidrofilica y otra hidrofébica. Esta
ultima es usualmente una cadena hidrocarbonada, mientras la parte polar esta for-
mada por elementos como O, S, N, P; los cuales aparecen en grupos funcionales
como alcohol, éter, éster, &cido, sulfato, sulfonato, fosfato, amina, amida, carbohidra-
tos y de esta forma puede hacer el papel de intermediario entre fases inmiscibles
(GOmez-Martinez et al., 2012).

El principal papel fisiolégico de los Bs es el de permitir crecer a los microorganis-
mos en sustratos inmiscibles en agua mediante la reduccion de la tension superfi-

cial de la interfase (aceite/agua)
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Las propiedades de un tensoactivo o Bs son evaluadas principalmente por cua-

tro parametros:

a) Concentracion micelar critica (CMC): Indica la concentracion de tensoactivo por

b)

d)

debajo de la cual las micelas se forman espontaneamente.

Numero de agregacion (na): Indica el promedio de moléculas de tensoactivo que
se encuentran formando las micelas.

Punto de Nube: Es la temperatura a la cual el tensoactivo (generalmente no i6-
nico) pierde su solubilidad en una solucidn acuosa, la cual a nivel macroscopico
presenta una apariencia turbia, es decir, en forma de nube.

Balance hidrofilico-lipofilico (HLB): Representa la capacidad de un tensoactivo

para formar emulsiones estables en sistemas agua-aceite o aceite-agua.

Tabla 1. Valores de balance hidrofilico-lipofilico (HLB)

Balance hidrofilico- Aplicacion
lipofilico (HLB)
4-6 Emulsificante para sistemas agua aceite
7-9 Agentes humectantes
8-18 Emulsificante para sistemas aceite-agua
13-15 Detergentes
10-18 Solubilizadores
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Los valores de HLB cercanos a 1 (tensoactivos acido oleico) indican que el tensoac-
tivo forma emulsiones estables en sistemas agua-aceite, mientras que valores de HLB
cercanos a 20 (tensoactivo oleato de sodio) sefialan su capacidad para formar emul-
siones estables en sistemas aceite-agua. Estos parametros indican el potencial del
surfactante como agente emulsificante y de superficie, determinando su aplicacién
en diversas areas, principalmente a nivel industrial y ambiental (Jiménez-Islas et al.,

2010).

1.3.Mecanismos de accion de los Bs.
La afinidad por las interfaces es lo que les otorga sus principales caracteristicas
como disminuir la tension superficial cerca de 27 dinas/cm, reducir la tension in-
terfacial y aumentar la solubilidad, mejoran o incrementan la transferencia de masa
de los contaminantes hidrofébicos desde la fase soélida o liquida no acuosa hacia
la fase acuosa al disminuir la tension interfacial y mediante la acumulacion de los
compuestos hidrofébicos dentro de las micelas (figura 3) (Thavasi, et al., 2010;

Raiger-Lustman y Lopez, 2009).

Blosurfactantes: Mecanismo de accion ‘3

....

Figura 3. Mecanismo de accion de los biosurfactantes.
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Los Bs mas eficientes tienen valores bajos de CMC, con respecto a sus homologos
quimicos, es decir, se requiere menos agente tensoactivo para disminuir la tension
superficial. La CMC se define como la concentraciéon minima de Bs requerida para
reducir la tension superficial de agua e iniciar la formacion de micelas (Rufino et al.,
2014).

Los Bs en concentraciones inferiores a la concentracion micelar critica, existen fun-
damentalmente como mondmeros y no contribuyen a aumentar la solubilidad de los
compuestos hidrofébicos. Mientras que, a concentraciones por arriba de la CMC, el
Bs se agrega para formar micelas de tamafio coloidal que les permite el aislamiento
de su parte lipofilica del agua. La formacion de micelas permite que estos contami-
nantes se introduzcan en el nucleo hidrofébico de las micelas y de esta manera se
aumenta la solubilidad aparente de los compuestos en fase acuosa (Jiménez-Islas
et al., 2010). Lo anterior explica que la solubilidad de los compuestos hidrofébicos
es proporcional a la concentracion de los Bs cuando esta es mayor a la CMC;
cuando se emplean concentraciones menores o cercanas a la CMC la adicion del
Bs no incrementa la solubilidad de los compuestos hidrofébicos. Ademas, se ha de-
mostrado que, a concentraciones superiores a la CMC, los Bs disminuyen la adhe-
sion de las bacterias a las particulas de suelo, de tal manera que ellas se comportan
como si estuvieran en suspension en un sistema de crecimiento sin la presencia del
suelo (Kim et al., 2001; Cassidy y Hudak, 2002).

Dos mecanismos son responsables de la transferencia de los compuestos hidro-

fobicos HAPs de las micelas hacia los microorganismos:

12
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a) Difusion de los compuestos hidrofobicos a través de las micelas a la fase
acuosa y de ésta se difunde hacia los microorganismos.
b) Contacto directo entre las micelas y la membrana celular acompafiada por la

fusion a la membrana (Tiehm, 1994).

1.4.Fuentes de Bs.

Los Bs son producidos por diversos tipos de microorganismos capaces de desarro-
llarse en condiciones extremas como en ambientes salinos.

Se han aislado comunidades bacterianas de origen marino, entre ellas las que per-
tenecen a las familias de las Rhodobacteraceae, Rhodospirillaceae, Shewanella-
ceae, Alcanivoracaceae, Halomonadaceae, Oceanospirillaceae y Pseudomonada-
ceae, Enterobactereacea para la producciéon de Bs (Covarrubias, 2016).

En el aislamiento de bacterias productoras de Bs se consideran diferentes pruebas
gue permiten identificar la presencia de un biomulsificante o un tensoactivo. Las
pruebas mas comunmente utilizadas son: actividad hemolitica, indice de emulsifi-
cacion, colapso por gota, reduccion de la tension superficial, dispersion de aceite

etc.

Algunos estudios relacionados con la produccién de Bs han demostrado que depen-
diendo de la fuente de carbono como carbohidratos (glucosa) o derivados del petro-
leo (asfaltenos, aromaticos), se han obtenido cepas que producen glicolipidos, donde
la glucosa no mostré un incremento significativo en la produccion de este Bs (Campos-

Calderdn et al., 2015).

13
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1.5. Clasificaciéon de Bs.
Los Bs se pueden clasificar de acuerdo a su naturaleza quimica, en lipidos, carbohi-
dratos, aminoacidos, glicolipidos que a su vez se dividen en mono, di, tri y tetra-
sacaridos y lipopéptidos ciclicos (lipido aldehido a un polipéptido) (Rufino et al.,
2014).
De acuerdo con su peso molecular se clasifican en: compuestos de bajo peso mole-
cular que son generalmente lipopéptidos, glicolipidos, aminoacidos modificados, aci-
dos grasos y compuestos de alto peso molecular que son polimeros extracelulares
constituidos por polisacéridos, lipopolisacéridos, lipoproteinas o una mezcla compleja
de estos biopolimeros como se presenta en la tabla 2. (Thavasi et al., 2010; Singh et
al., 2007; Raiger-Lustman y Lopez, 2009).
De acuerdo a su carga ionica se clasifican en: agentes aniénicos (carboxilato, sul-
fonato, sulfato o fosfato combinado con una cadena hidrocarbonada); agentes ca-
tionicos (molécula lipofilica unida a un grupo hidrofilico: grupos amonio); agentes
no iénicos (no se disocian en medio acuoso) y surfactantes anféteros (combinado

con una misma molécula con tendencia cationica o anionica) (Singh et al., 2007).
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Tabla 2. Clasificacion de los Bs y microorganismos que los producen (Cortés-

Sanchez et al., 2013).

Bajo Peso

Molecular

Glicolipidos

Ramnolipidos

Fsewdomons SEDQUROES

Semafiz rubides

Trehadipidos

FRhodococcus enthropoiiz

hycobsclenum =po

Saforolipidos

Torwopsis bombicols

Lipidos de

Manosileritritol

Candida antartica

Lipopeptidos Ly

lipoproteinas

Peptido-Lipidos

Baciflus Focheniormis

Viscosina

FPzeudomons flucrencens

Lewconosfoc mesenfenodes

Surfactina

Subtilisina

Bacillus subtillis

Polimixinas

Baciius polimyxs

Gramicidinas

Baciiuz brevies

Acidos gQrasos, lpios

Acidos grasos

Corynebacfenum lepus

Alto Peso
Molecular

neutrales W Penicililum spicwls porez
fosofolipidos Lipidos neutrales MNocordia enthropoliz
[ FosTolipidos Thichaciiuz thicoxidans
Emulsan cinefobaclier calcoacelicus
Swrfactantes Liposan Candids lipoiytics
polimérnicos Bicdis persan Arthrobacier calcoaceficus

Particulas

surfactantes

Vesiculss v fimbriss

Acinsfobacfer calcoaceficus

1.6. Bs glicolipidos.
Uno de los grupos mas importantes de Bs son los glicolipidos, estos son general-
mente Bs que contienen uno o méas carbohidratos en combinacién con largas ca-
denas de &cidos hidroxil alifaticos. Los glicolipidos méas estudiados son los ramno-
lipidos sintetizados por Pseudomonas sp (figura 4a), lipidos de manosileritriol sinte-
tizados por Pseudozyma antarctica, lipidos de trehalosa sintetizados por Rhodoco-

ccus sp., Nocardia sp., Mycobacterium sp. y soforolipidos sintetizados por Candida

sp.

15



Capitulo]

Bacterias marinas como Alcaligenes sp., son capaces de producir glicolipidos,
siendo la parte lipofilica cuatro acidos B-hidroxidecanoicos, unidos por enlaces éster
gue se unen glicociladamente con el carbono 1 de la glucosa. Otra bacteria marina
como Alcanivorax borkumensis, produce un lipido aniénico de glucosa, con una ca-
dena oxiacil tetramerica, (Figura 4b); de igual manera Arthrobacter sp produce treha-

losa con tres acidos grasos y un grupo succinil (Figura 4c) (Maneerat, 2005).

A et PSSO

o 1

C) |

Figura 4. Estructura A) di-ramnolipido (Pseudomonas aeruginosa), B) glucolipido
(Alcaligenes sp), C) trealolipido de glicolipido (Arthrobacter sp).
1.6.1.Ramnolipidos
Estas moléculas son un grupo de glicolipidos anidénicos compuestos de uno 0 mas
acido B-hidroxidecanoico unidos a través de puentes éter, acoplados por enlaces gli-
cosidicos a una o dos moléculas de L-ramnosa, enlazadas entre si, por uniones a- 1,2-
glucosidicas (Soberén-Chavez et al., 2005). En algunos estudios como el de Jakove-
tic et al., (2013) observaron que el ramnolipido producido por Burkholderia plantarii

poseia tres acidos grasos hidroxidecanoicos (Hoskova et al., 2013).
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El carbohidrato es la parte polar no variable y la cadena de carbonos saturada es
la parte variable no polar. Algunas cepas como Acinetobacter calcoaceticus, Ente-
robacter asburiae, son cepas no patogénicas capaces de producir ramnolipidos y
forman micelas a una baja CMC de 15 mg/l y 22 mg/|, respectivamente, comparado
con P. aeruginosa que tiene una CMC de 60 mg/l. El ramnolipido se produce desde
la fase lag hasta la fase estacionaria y en esa fase se observé la maxima concen-

tracion (HoSkova et al., 2013).

1.6.2. Lipidos de trehalosa.

Dentro del grupo de los glicolipidos también se encuentran los trehalolipidos otro
importante grupo de Bs que contienen trehalosa. Los lipidos de trehalosa son Bs pro-
ducidos por bacterias como los Rhodococcus sp. que, ademas de sus conocidos usos
industriales y ambientales estan ganando interés en su uso como agentes terapéuticos.
Estos lipidos de trehalosa, presentan interesantes propiedades fisicoquimicas y bio-
l6gicas que se han propuesto para aplicaciones industriales y ambientales, asi como
agente terapéutico dado que se ha reportado que tiene propiedades antivirales, su

estructura se muestra en la figura 5 (Ortiz et al., 2009).

\/\/\/\/\/CO
/\/\/\/\
HOF C CH,OH
CO
0" > Ncoon

Figura 5. Estructura de glicolipido de Trehalosa (Ortiz et al., 2009).

Los microorganismos que sintetizan este tipo de glicolipido son bacterias tales

como Mycobacterium sp., Corynebacterium sp., Nocardia sp. y Rhodococcus sp.

17



Capitulo]
La cepa Rhodococcus erythropolis produce una mezcla compleja de compuestos

tensoactivos, que permanecen unidos a las células. Los constituyentes principales
son moléculas de trehalosa pero las condiciones limitadas de nitrégeno también

conducen a la produccion anidnica de tetraésteres de trehalosa (Ortiz et al., 2009).

1.6.3. Soforolipidos.

Los soforolipidos son moléculas que pertenecen al grupo de glicolipidos, estos son
producidos por varios microorganismos no patdgenos como especies de levaduras,
tales como Candida bombicola ATCC 22214 (Oliveira et al., 2014).

Estos compuestos estan formados por soforosa, un disacérido de glucosas unidas
por enlaces glucosidicos B- (1,2) (2’-O-R-D-glicopiranolsil-3-D-glicopiranosa) unidas
covalentemente a un acido graso hidroxilado de cadena larga. Pueden observarse
ligeras variaciones en el tamafio de la cadena de &cidos grasos y puede albergar
uno 0 mas insaturacionesy el grupo hidroxilo puede estar situado en posicién terminal
(w) o subterminal (w-1). La figura 6 muestra un soforolipido producidos por C. bom-
bicola; (a) soforolipido lactonico diacetilado; (b) soforolipido de cadena abierta no

acetilado (Oliveira et al., 2014)

Figura 6. Estructura de Soforolipido (Oliveira et al., 2015).

1.6.4. Lipidos de manosileritritol (MEL).
Los lipidos de manosileritritol (MEL) son sintetizados por la levadura Pseudozyma

antartica como una mezcla de cuatro componentes; MEL-A y MEL-B, MEL-C y
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MEL-D como subproductos menores. La espina dorsal de esas moléculas es un
disacarido de manosa-eritritol sobre el cual se acetilan cadenas de acidos grasos
cortas (2 a 8 atomos de carbono) o largas (10 a 18 atomos de carbono) (figura 7).
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Figura 7. Estructura de glicolipido manosileritritol (MEL).

1.7. Produccién de Bs.

La produccion de Bs esté significativamente influenciada por el tipo y concentracion
de nutrientes como las fuentes de carbono, nitrégeno, fosforo y la presencia de
ciertos elementos traza, asi como las condiciones fisicoquimicas de cultivo tales
como pH, temperatura, agitacion (Jiménez-Islas et al., 2010).

El uso de hidrocarburos para la produccion de Bs esta asociado a la capacidad de
los microorganismos de poder utilizar estos compuestos como sustratos. Sin em-
bargo, muchos investigadores consideran que los microorganismos degradadores
de estos contaminantes hidrofébicos, son capaces de utilizar los Bs producidos por
otras especies para biodegradar estos contaminantes hidrofébicos (Brown et al.,
1999; Christofi y lvshina, 2002).

Los enfoques para la produccion de Bs incluyen varias herramientas moleculares
como la expresiéon heterdloga de los genes procedentes de bacterias que natural-
mente los producen, tales como cepas de Pseudomonas (Holden et al., 2002; Berti

et al., 2000) Serratia (Wei et al., 2004.) Bacillus (Yussef et al., 2007).
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Se han empleado otros métodos moleculares como la clonacion, secuenciacion, ex-

presion y caracterizacion de genes en géneros como Escherichia coli, la cual es el
huésped comunmente usado en biologia molecular para la expresion de genes fora-
neos de manera funcional. La eleccion de esta cepa permite manipular el genoma
proveniente de cepas potencialmente patdgenas como Pseudomonas sp. y Serratia
sp., empleando vectores de clonacion y de expresion utilizando a E. coli como el
huésped (Kaar et al., 2008).

Subturani et al., (2016) produjeron un Bs a partir de una cepa de Pseudomonas ae-
ruginosa logrando una produccion de 0.8g/L, en un medio mineral con 1% de glicerol
y 1.3 g de sulfato de amonio a 37 °C, después de 9 dias de incubacion obteniendo
una disminucién de la tension superficial de 32 mN/m y una CMC de 30 mg/L.

La cepa P. fluorescens produce Bs cuando es estimulada por la presencia de aceite
vegetal, una combinacién de nitrégeno organico/nitrégeno inorganico, un alto nivel de

indculo y condiciones aerdbicas (Sastoque-Cala et al., 2014).

Los estudios de Abalos-Rodriguez, (2010) establecen que los aceites vegetales y
residuos oleosos favorecen la produccion de ramnolipidos por diferentes cepas de
Pseudomonas aeruginosa, debido a la presencia de los acidos grasos, que son in-
corporados directamente a la $-oxidacion facilitando la sintesis de grupo - hidroxia-

cido y con ello la sintesis de una variedad de moléculas homologas.

1.8 Aplicacion de los Bs.

El potencial de aplicaciones de los Bs, es muy elevado debido a sus caracteristicas
y en la actualidad la industria petrolera es donde tienen un mayor potencial estos

compuestos, ya que son usados en la extraccion de petrdleo crudo, recuperacion
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mejorada de petroleo y procesos de biorremediacion de contaminantes del medio

ambiente (Thavasi et al., 2010; Pattanathu y Edward, 2008).

1.8.1 Aplicacion de Bs en los procesos de Biorremediacién.

La formacion de micelas por la interaccion de los Bs con los hidrocarburos favorece
los procesos de biorremediacion en sitios contaminados, porque mejoran su dispo-
nibilidad hacia los microorganismos y las plantas con el fin de absorberlos, transfor-
marlos y/o degradarlos (Pérez-Vargas et al., 2010).

Los métodos de recuperacion mejorada de petrdleo constituyen una alternativa de tra-
tamiento a pozos y yacimientos petroleros con impacto en la produccion, a la vez que
garantizan extracciones mas seguras y disminuyen los dafios fisicos y quimicos a la
formacién del yacimiento. Mediante la presencia de microorganismos y los productos
de su metabolismo en especial los Bs y polimeros facilitan la movilidad de los hidro-
carburos en el interior del reservorio y permiten su extraccion en un efecto sinérgico

mejorando la productividad (Batista-Garcia et al., 2011).

1.8.2 Degradaciéon deHidrocarburos.
Con el excesivo uso de combustibles y los productos derivados del petréleo crudo
se ha incrementado la contaminacion por derrames de esta compleja mezcla de
compuestos organicos. Esto ha ocasiona un desequilibrio en el ecosistema e im-
pacta de manera negativa al entorno ecoldgico. Cuando se presenta un derrame de
estos contaminantes en el suelo, la mayoria de los compuestos alifaticos se pierden
por volatilizacién o se degradan, mientras que algunos hidrocarburos policiclicos per-
sisten en la superficie, generando un impacto negativo en virtud de sus caracteristi-

cas fisicoquimicas y sus efectos toxicos para los seres vivos (Riojas- Gonzalez et al.,
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2010).

Los hidrocarburos policiclicos se encuentran entre los contaminantes de mayor impacto
biolégico debido a los efectos cancerigenos y mutagénicos que provocan en los sis-
temas vivos. La agencia de proteccion ambiental americana (EPA) seleccioné 16 de
los HPA, llamados prioritarios debido a su alta toxicidad, entre los que se encuentran
antraceno, fluoranteno y pireno (Petit et al., 2013).

Ahora se sabe que durante el proceso de degradacién del petréleo intervienen varias
especies de bacterias que tienen afinidad por ciertos hidrocarburos como Acineto-
bacter sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp., Bacillus sp., Micrococcus sp.,
Planococcus sp., Rhodococcus sp., las cuales degradan alcanos, mono-aromaticos

y poli-aromaticos respectivamente (Garcia-Cruz y Aguirre- Macedo 2015).
1.8.3 Otras Areas de Aplicacion de los Bs.

En &reas como la agricultura los Bs se emplean en la degradacion de otros compues-
tos xenobidticos como los son los plaguicidas, dado que estos compuestos son de
naturaleza hidrofébica, por lo que el uso de Bs resulta prometedor en la biorremedia-
cion de sitios contaminados o en el tratamiento biotecnoldgico de residuos de plagui-

cidas (Rosa-Galvan et al., 2018).

Los Bs son ampliamente empleados en la industria de los alimentos por sus propie-
dades emulsificantes, antiadhesivas, solubilizantes, humectantes, espumantes, antimi-
crobianas, antioxidante, probiética. Esto abre unaventana a su utilizacion como aditi-
vos en el desarrollo de diversos productos en la industria de los alimentos, como una
nueva gama de compuestos alternativos a los de origen quimico que actualmente son

usados (Cortés-Sanchez et al., 2013).
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Otras industrias en las cuales los Bs son ampliamente utilizados son en la industria

cosmeética en las formulaciones de humectantes y jabones.

En aplicaciones biomédicas como coadyuvantes y como agentes de control anti-

microbianos.
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2. Bacterias del género Enterobacter productoras de Bs

2.1 Introduccién

Las bacterias producen un amplio rango de productos extracelulares con diferentes
propiedades y aplicaciones. Los Bs son compuestos extracelulares de caracter an-
fifilico producidos por bacterias y levaduras, especialmente cuando son crecidas
en sustratos hidrofobicos.

Enterobacter sp., MS16 produce un Bs compuesto por carbohidrato y acidos gra-
sos, el cual exhibe excelentes propiedades sobre la reduccion de la TS. Los Bs
producidos por esta bacteria tiene aplicaciones potenciales en recuperacion mejo-
rada de petroleo, biorremediacion, industria farmacéutica, cosmética, alimentaria y
agricola. En muchas de estas aplicaciones, la combinacion de sus propiedades
activas de superficie, asi como el origen natural del producto mejora sus caracte-

risticas para estas aplicaciones (Jadhav et al, 2011).

En costas marinas, incluidas algunas del GoM (Campeche, Veracruz) se ha encon-

trado una gran diversidad microbiana.

De los Bs producidos por bacterias uno de los mas importantes a nivel biotecnol6-
gico son los ramnolipidos y la cepa productora mas importante de este tipo de
compuestos es Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, se ha visto que muchas
bacterias de diferentes géneros también producen ramnolipidos incluyendo otras
especies de Pseudomonas u otras que son taxondmicamente distantes como Aci-
netobacter calcoaceticus, Pseudoxanthomonas sp., Pantoea sp., Renibacterium
salmoninarum, Nocardioides sp., Tetragenococcus koreensis, Burkholderia sp.,

Enterobacter sp. (HoSkova et al., 2014).
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2.2 Antecedentes directos.
Rosas-Galvan et al., 2018 demostrd que la cepa Serratia marcescens y 5 formas
isogénicas presentan actividad Bs, al evaluar fuentes de carbono y nitrégeno para
incrementar la produccion Bs. Y reportd que esta cepa produce un Bs de tipo lipo-
péptido. En este trabajo se emplearon fuentes organicas e inorganicas de nitrogeno
demostrando que todas las fuentes de nitrdgeno organico producen resultados simi-
lares, mientras que las fuentes inorganicas de nitrégenos resultan significativamente
diferentes en términos de tension superficial y concentracion de Bs. Demostrando
que las fuentes de nitrégeno inorganico principalmente las derivadas de los nitratos
son mas efectivas para la produccién de Bs que las provenientes de nitrégeno amo-
niacal, ademas de que tiene la ventaja de ser de menor costo con respecto al nitré-

geno organico (Rosas-Galvan et al., 2018).

Montes-Dorantes, (2015) estudio el efecto de las fuentes de carbono y nitrégeno,
empleado glicerol, aceite vegetal, extracto de levadura y sulfato de amonio, a di-
ferentes concentraciones, para observar el efecto sobre la produccién de actividad
Bs de Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa; donde concluy6 que la mejores
fuentes para la produccion de Bs fue el aceite vegetal y extracto de levadura a altas
concentraciones, ya que presentaron un mayor porcentaje de indice de emulsion
hasta de un 63.6% (figura 8). Al combinar glicerol y sulfato de amonio a bajas con-

centraciones se obtiene el mejor efecto en la disminucion de la tension superficial.
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Figura 8: Cinética de crecimiento y evaluacion de la actividad Bs en medio MR-1,
Pseudomonas aeruginosa: Tension superficial (9, Indice de emulsion (m)
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3.1 JUSTIFICACION

El Golfo de México por ser una zona con una alta actividad tanto petrolera como ma-
ritima, esta expuesta a la contaminacion por hidrocarburo; dado que el petréleo
crudo se encuentra entre los principales contaminantes de los sistemas marinos.

A raiz de la contaminacion de los nichos marinos, por derrames de hidrocarburos o
por afloramientos naturales (chapopoteras), nuevas investigaciones se estan diri-
giendo a la busqueda de comunidades bacterianas que sean capaces de producir
Bs, ya que estos han tomado una gran importancia en las tecnologias de biorreme-

diacién, y recuperacion mejorada de crudo, por ser seguros y biodegradables.

En el grupo de investigacién del laboratorio de biotecnologia ambiental, del CEIB,
de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos, han sido desarrollados trabajos
donde se ha logrado el aislamiento de cepas productoras de Bs obtenidas de am-
bientes contaminados con hidrocarburos en suelo yaguas someras de Coatzacoal-
cos Veracruz. Por lo que es de suma relevancia explorar ambientes marinos ya que
poseen caracteristicas especiales como diferentes profundidades, presiones, niveles
de salinidad que llegan hasta el 3.5 %, y variaciones de temperatura que van desde
18 °C a 4°C. Lo que permite encontrar una diversidad de microorganismos y una
potencial fuente de comunidades bacterianas con cepas productoras de compues-
tos glicolipidos con capacidad de aumentar la biodisponibilidad de sustancias hidro-

fébicas.
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3.2 HIPOTESIS

Las cepas aisladas de agua y sedimentos del Golfo de México, tendran la capaci-

dad de producir compuestos ramnolipidos, que incrementen la biodisponibilidad

de sustancias hidrofébicas, previo a su biodegradacion.

3.3 OBJETIVO.

Producir, caracterizar, purificar e identificar los Bs ramnolipidos producidos por

bacterias aisladas de columna de agua y sedimentos del Golfo de México.

3.3.1 Objetivos especificos

. Aislar e Identificar consorcios y cepas productoras de Bs ramnolipidos prove-
nientes de muestras de agua y sedimentos marinos (capitulo V).
Mejorar la produccion, extraer los Bs ramnolipidos de la cepa seleccionada
(capitulo V).
Caracterizar la estabilidad fisicoquimica del extracto crudo de los Bs ramnoli-
pidos (capitulo VI).
Determinar la anotacién funcional del genoma de la cepa productora de ramno-
lipidos (capitulo VII).
Determinacion de la estructura molecular del Bs proveniente de la cepa E.
cloacae BAGMO1 (capitulo VIII).
Realizar ensayos de degradacién con la cepa E. cloacae BAGMOL1 (capitulo

1X).
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3.4 Estrategia experimental
El estudio se llevara a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental del
Centro de Investigacion en Biotecnologia, de la Universidad Autonoma del Es-

tado de Morelos.

Andlisis de la anotacién funcional del genoma de la
cepa productora de ramnolipidos.

31



' Capitulo IV




Capitulo 7V

4. Aislamiento y seleccion de consorcios y andlisis polifasico de las cepas

productoras de glicolipidos.

4.1. Introduccion

Diversos géneros bacterianos han sido reportados como productores de Bs. Entre
estos géneros estan Serratia sp. Bacillus sp., Shewanella sp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter sp. La naturaleza quimica de los Bs depende en gran medida de los
sustratos y del género bacteriano. Dentro de los Bs mas importantes estén los gli-
colipidos en particular los ramnolipidos. El productor mas importante de estos gli-
colipidos es Pseudomonas aeruginosa, un conocido patégeno humano. Sin em-
bargo, muchas bacterias han sido reportadas como productoras de ramnolipidos.
Estas incluyen otras especies de Pseudomonas o especies que estan taxonémica-
mente distantes como Acinetobacter calcoaceticus, Pseudoxanthomonas sp., Pan-
toea sp., Renibacterium salmoninarum, Nocardioides sp., Tetragenococcus koreen-
sis 0 Burkholderia sp., Enterobacter sp. (HoSkova et al., 2013).

El género Enterobacter incluye especies como Enterobacter asburiae, Enterobacter
cancerogenus y Enterobacter cloacae, estas cepas pertenecen a la clase de las
Gammaproteobacteria, son bacilos gram negativos, anaerobios facultativos (Xi et
al., 2018).

Este género es muy empleado en biotecnologia para la produccion de enzimas, Bs
y otros metabolitos secundarios. Estas bacterias pueden producir diferentes tipos
de Bs como lipopéptidos, iturinas, fengicinas, kurstakinas, surfactina y/o ramnoli-

pidos al emplear diversos sustratos como hidrocarburos, residuos agro-industriales
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y carbohidratos lo que favorece su rendimiento disminuyendo los costos de produc-
cion (Jadhav et al., 2011; HoSkova et al., 2013; Jia et al., 2015; Jemil et al., 2018).
Estas bacterias productoras de Bs estdn ampliamente distribuidas en suelo, agua
y en sedimentos, por lo que, es importante utilizar métodos que permitan evaluar
su actividad Bs. Thavasi et al, 2011 evalu6 los métodos de deteccién de microor-
ganismos productores de Bs que son una combinacién de ensayos como la activi-
dad hemolitica, el ensayo BATH, el método de colapso por gota, el ensayo de dis-
persion de petréleo, indice de emulsion y la medicion de la TS. Estos métodos se
consideran como pruebas tamiz para seleccionar los consorcios y cepa productores
de Bs. El orden de importancia de los métodos para realizar el tamiz es la medicion
de la TS, ensayo de colapso por gota, dispersion de aceite y el ensayo de indice de
emulsion.

En este capitulo se describe el aislamiento de consorcios y cepas productoras de

Bs de naturaleza glicolipidica.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Descripcion de toma de muestra

Este estudio se realiz6 en el GoM a bordo del buque oceanografico “Justo Sierra”
UNAMII, en 20 ubicaciones diferentes y a las siguientes profundidades: fluorescencia
maxima (Mf. ~ 30 a 80 m), oxigeno minimo (MO2: ~ 253 a 456 m), 1000 m, fondos
marinos y sedimentos (muestreados de 40 a 60 cm de profundidad) como se mues-
tra en la Figura 9. Las muestras utilizadas en este estudio fueron tomadas de la "re-

gion de Perdido" (98°W y 26°N) en GoM. (Anexo 1).

Figura 9. Localizacion de sitios de muestreo de agua y sedimentos del Golfo
de México.
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Se colectaron las muestras de agua usando una roseta oceanografica con doce bo-
tellas Niskin de 20 L que se montaron en un carrusel. Cada muestra de 100 L de
agua de mar se concentré a 3.5 L usando filtracion de flujo tangencial. Se obtuvieron
muestras de sedimento con un muestreador Ekman box corer. Las muestras se ho-
mogeneizaron en un matraz y se refrigeraron 50 g de cada muestra a 4 °C para su

transporte antes del procesamiento en el laboratorio.

4.2.2 Medios de cultivo
Se prepard un medio para el aislamiento de consorcios bacterianos y cepas que
contenia caldo de soya tripticaseina, 20 g/L de NaCl, 1,2 g/L de extracto de carne
y 1,2 g/L de NaNOs. Se us6 un medio minimo para la produccion de Bs el cual
contenia 3.5 g/L K2HPO4, 4 g/L NazHPO4, 0.04 g/L CaClz, 0.7 g/L MgSO4, 10 g/L
NaCl y 0.1 g/L NaNOs suplementado con 0.5 g/L de extracto de levadura y una
fuente de carbono (Sari et al., 2014). Para el disefio experimental, se agregaron
diferentes fuentes de carbono al medio minimo: hexadecano, aceite de girasol y

sacarosa a diferentes concentraciones.

4.2.3 Seleccidn de consorcios y cepas bacterianas productoras deBs.
Se aislaron consorcios cultivables y cepas bacterianas en medio de caldo de soya
tripticaseina mencionado anteriormente y se analiz6 la actividad de Bs llevando a

cobo los siguientes ensayos:
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4.2.3.1 Ensayo de placa de agar CTAB azul demetileno
Se inocularon 20 pL de cultivo en placas de agar con bromuro de hexadeciltrimetila-
monio (CTAB) con azul de metileno a temperatura ambiente, durante 72 a 96 h. Los
halos azul oscuro se consideraron resultados positivos para la presencia Bs anic6-

nicos como los glicolipidos (Siegmund y Wagner, 1991).

4.2.3.2 indice de emulsion (% IE24)
El indice de emulsion (%IE24) se determind agregando 2 ml de queroseno a un tubo
de ensayo y se afiadieron 3 ml de sobrenadante del cultivo libre de células. Ambos
liquidos se mezclaron por vértex durante 2 min y se dejaron reposar durante 24 h, a
temperatura ambiente. El porcentaje El24 se determind por la alturade la region emul-
sionada (cm) dividida por la altura total de la columna de liquido y multiplicada por

100 (Rosas-Galvan et al., 2018).

4.2.3.3 Tension superficial (ST)
La TS en muestras de sobrenadante de células libres se midié con un tensiémetro
digital K20S (KRUSS, Hamburgo, Alemania) basado en el principio del método de

placa (Rosas-Galvan et al., 2018).

4.2.3.4 Actividad hemolitica

Las cepas seleccionadas se cultivaron en placas de agar sangre (5% v/v de sangre)
y se incubaron a 30 °C durante 24-48 h. La actividad hemolitica se detectd por la

presencia de un halo de inhibicion alrededor de la colonia (Hassanshahian, 2014).

4.2.3.5 Pruebade colapso por gota

La técnica de colapso por gota se realizé en una placa de 96 micropozos (Pro Bind,
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Falcon, NY, EE. UU.). Se colocaron 100 ul de sobrenadante libre de células, se afia-
dieron 5 pl de petroleo crudo a la superficie del sobrenadante. Los cultivos producto-
res de Bs presentan gotas dispersas sobre el petroleo como se observa en la figura

10 (Hassanshahian, 2016).

ajoleje | L A
(-) (+)

Figura 10. Prueba de Colapso por gota
4.3 Identificacién taxonémica de bacterias productoras de Bs.

Se realizé un analisis polifasico de las bacterias aisladas de acuerdo con el Manual
de Bacteriologia Determinativa de Bergey’s (2010). La morfologia celular se visualizé
mediante micrografias de secciones transversales de la cepa E. cloacae BAGMO1 se
realizé de acuerdo con Valdez-Cruz et al., (2017) en la unidad de microscopio elec-
tronico (IBT-UNAM, México). Las muestras se lavaron tres veces con buffer de caco-
dilato de sodio 0,16 M a pH 7,2 y 4 °C y se fijaron en una mezcla de p-formaldehido
al 4% y glutaraldehido al 2,5% en tampon de cacodilato de sodio (pH 7,4) durante 2
a 4 °C. Las células se fijaron posteriormente en tetradxido de osmio al 1% (v / v)
durante 90 minutos a 4°C y se enjuagaron dos veces en buffer frioy seis veces en
agua destilada fria, luego se deshidrataron en una serie graduada de soluciones de

etanol y se fueron incrustada en Epon. Se tifieron finos cortes con acetato de uranilo
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y plomo en buffer de citrato y se examinaron bajo un microscopio electrénico ZEISS
Libra 120 plus. Se realizaron ensayos bioquimicos de las cepas bacterianas produc-
toras de Bs y se desarrollaron utilizando el sistema APl (APl E20 Biomeriux,
Francia). Para la taxonomia polifasica de las proteobacterias aerdbicas marinas,
se determind la sensibilidad a los antibiéticos utilizando la cepa E. cloacae BAGMO01
se llevd a cabo por difusién en una placa utilizando discos de prueba de suscepti-

bilidad a antibidticos (Oxoid ™) Thermo Fisher Scientific.

La identificacion de las cepas se realiz6 mediante la extraccion de ADN genémico
bacteriano que se obtuvo con el kit Miniprep de extraccion Quick-gDNA catalogo
D3007 (Zymo Research, TeEpigenetics company). La region V3-V4 de la secuencia
del gen16S rRNA se uso para la identificacion taxondémica de las cepas aisladas. Se
utilizaron primers universales, 27 forwar y 907 revers proporcionados por el servicio
de secuenciacién (Macrogen, Corea). Las secuencias de genes de rRNA se evalua-
ron con la herramienta de busqueda de alineacién local basica (BLAST). Se cons-
truyd un arbol filogenético utilizando las secuencias de rADN 16S y se analiz6 con
CLUSTALW vy el paquete Phylip (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html)

para la construccion del arbol filogenético utilizando el método de unién al vecino.

4.4 Resultados y Discusion.
De los diferentes puntos del muestreo se obtuvieron 80 muestras, de agua y sedi-
mento. Las cuales fueron inoculadas en medio minimo mineral con glicerol y en

medio minimo con glicerol e hidrocarburo (Morales-Guzman et al, en revision).
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4.4.1 Seleccion de consorcios bacterianos con actividad Bs del Golfo de

México.
Se aislaron diecinueve consorcios bacterianos de diferentes sitios del GoM los cua-
les produjeron agentes tensoactivos (Tabla 3). Todas las muestras de consorcios
aisladas de la columna de agua redujeron la TS y trece de ellas presentaron indice
de emulsién. En este estudio, se detectaron cuatro consorcios que producian Bs de
tipo aniénico de naturaliza similar a la de los glicolipidos usando placas de agar
CTAB-azul de metileno. En todas las muestras de la columna de agua y en tres
muestras de sedimentos se detecté actividad hemolitica.

Tabla 3. Consorcio aislado de sedimentos marinos y aguas de columna a diferentes
profundidades.

Consorcios Profundidad Actividad CTAB- Tension %IE24
M Hemolitica azul de superficial
metileno
Al MfH 61 + - + +
A1 mO2 G 253 + - + +
A1l fondo H(C1) 859 + - + +
Al fondo H (C2) 859 + - + +
A2 Mf G (C1) 52 + - + +
A2 Mf G (C2) 52 + - + +
A4 fondo G (C1) 2946 + + + +
Cl1 MfH 48 + + + +
C14 1000 G 1000 + + + -
Al Sed H 879 - - + +
A2 Sed H 2066 + - + +
A3 Sed H 2390 - - + -
A4 Sed H 2966 - - + +
B5 Sed G 550 - - + -
B6 Sed G 1018 - - + -
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B9 Sed H 2946 - - + -
Cl2 Sed G 1329 + + + +
D15 Sed G 622 + - + +
D17 Sed H 900 - - + -

*mO: minima de oxigeno,
*Mf: maxima fluorescencia
* Seabed: Fondo

*Sed: sedimento

La Tabla 3 describe los sitios y la profundidad de las muestras y se presentan los
resultados cualitativos para la actividad de Bs. Cabe destacar que los consorcios
que presentaron resultado positivo a la presencia de Bs anicénicos (placas de
CTAB-azul de metileno) estan distribuidos a lo largo de la columna de agua y sedi-
mentos del GoM, lo que indica que las comunidades bacterianas con capacidad de
metabolizar compuestos hidrofobicos y presentar actividad Bs son ubicuas.

En la Figura 11A, se presenta la actividad tensoactiva y bioemulsificante de los

consorcios aislados.
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Figura 11. Deteccion de actividad Bs en consorcios aislados del Golfo de Mé-
xico. A) Consorcios de columna de agua y B) consorcios de sedimentos. (mO=
minima de Oxigeno, Mf= maxima fluorescencia, fondo, Sed: Sedimento).
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Los consorcios A4 fondo G (C1), C11 Mf H, C14 1000 G y C12 Sed G, dieron posi-
tivo en la prueba de deteccion de Bs aniconicos (placas de agar CTAB-azul de me-
tileno) y por lo tanto, adicionalmente, en la figura 12 se observa la determinacion de
la actividad B de los consorcios usando diferentes fuentes de carbono (diesel, que-
roseno y sacarosa a 10 g/L), bajo las condiciones minimas de cultivo descritas pre-
viamente. Se detecto6 el crecimiento bacteriano en todas estas fuentes de carbono
empleadas. Cuando el diesel es usado como fuentes de carbono, el consorcio C14
1000 G redujo la TS de 69.8 a 49.3 mN/m como se observa en la figura 12A con
diferencias significativas entre los consorcios. En presencia de queroseno, los con-
sorcios C12 Sed G y A4 fondo G (C1) redujeron el TS de 69.8 a 49.1y 69.8 a 52.5
mN/m respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos (figura 12B). Sin em-
bargo, se observé una diferencia significativa entre C11 Mf Hy C14 1000 G. Cuando
se utilizdé sacarosa como fuente de carbono, el consorcio C14 1000 G redujo el TS
de 69.5 a 47.1 mN/m, con una diferencia significativa en comparacion con los otros
consorcios (figura 12C). El consorcio C11 Mf H cultivado en sacarosa como fuente
de carbono mostré actividad tensoactiva. Este consorcio fue el que presentd un IE24
del 17% y al momento de realizar el aislamiento de cepas, este fue el consorcio de

donde se aislaron la mayor cantidad de cepas con actividad Bs.
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Figura 12. Efecto de diferentes fuentes de carbono A) Diesel, B) queroseno y C)
Sacarosa en la reduccién de la tension superficial por consorcios aislados del
Golfo de México.
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Las actividades petroleras en el GoM han propiciado una gran diversidad micro-
biana, lo que ha permitido realizar diferentes evaluaciones (estudios morfologicos,
bioguimicos, moleculares) para la busqueda de diferentes microorganismos produc-
tores de moléculas de interés biotecnoldgico

Estudios metagendmicos muestran que existe una enorme diversidad de microor-
ganismos, compuestos por diferentes comunidades bacterianas con morfologias di-
versas (Godoy-Lozano et al., 2018).

Estas comunidades bacterianas pueden producir metabolitos secundarios que pue-
den tener aplicacion biotecnoldgica, tal como la produccién de Bs que son amplia-
mente utilizados a nivel industrial y en la recuperacion mejorada de crudo o biorre-
mediacion.

Las cepas en este estudio fueron aisladas de cuatro consorcios provenientes de
muestras de agua y sedimentos en diferentes sitios y profundidades del GoM. Estas
fueron identificadas como productores de Bs. Algunas especies bacterianas en los
consorcios presentan la capacidad de producir Bs. Sin embargo, es digno de men-
ciébn que, en el mismo consorcio, algunos aislamientos eran productores de Bs y
otros son capaces de degradar los hidrocarburos, lo que es indicativo de una activi-
dad sinérgica. Thavasi et al., (2011) reportaron que utilizaron agar nutritivo para el
aislamiento de cepas. El uso de petrdleo crudo o de sustrato hidrofébico puede ser
utilizado como criterio para aislar nuevas bacterias productoras de Bs.

Darvishi et al., (2011) realizaron un trabajo con un consorcio conformado por cepas
de Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae al cual denominaron ERCPPI-

2. Este consorcio reduce la TS e interfacial a 31.7 y 0.65 mNm de los valores
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originales de 58.3 y 16.9 mN /m, respectivamente. El consorcio aislado produce Bs
utilizando petréleo crudo pesado como Unica fuente de carbono y un indice de emul-

sion de 83.4%.

4.4.2.1 Andlisis polifasico de las cepas productoras de Bs.

De los 4 consorcios que presentaron actividad en el ensayo en placas de agar CTAB,
se aislaron e identificaron diez cepas bacterianas mediante secuenciacion parcial de
rADN 16S, y posteriormente se caracterizaron por andlisis polifasico.

El andlisis parcial de secuenciacion de rADN 16S de las diferentes bacterias aisla-
das en este estudio revel6 una gran similitud con los géneros Shewanella sp., Baci-
llus sp. y Enterobacter sp., Siendo este ultimo el género predominante que mostré
actividad de Bs. La Tabla 3 muestra los resultados del analisis de multiples alinea-
mientos de nucledtidos de las cepas de E. cloacae. Las secuencias de ADN ribosé-
mico 16S de las cepas identificadas fueron depositadas en la base de datos CIGoM
(http:/mvww.cigom.info/). Estos datos mostraron que E. cloacae es ubicuay se distri-
buye en todos los sitios y profundidades en el area del estudio. Este es el primer

estudio que caracterizo a E. cloacae en diferentes areas de GoM.
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Tabla 4. Analisis de alineacion de nucleotidos (BLAST) a partir de secuencias

parciales del ribosoma 16S.

Aislado

BLAST Cobertura Total  Identidad (%)

C1410006G 21

C141000G 21B1

C12SedG 22

C11MfH 27 Al

C11MfH 27B2

C11MfH 27B3

C11MfH 27C1

C11MfH 27C2

BAGMO1

A4 fondo G
48B

Enterobacter cloacae subp dissolvens

strai TN2002013 16s ribosomal RNA gen, par-
cial sequence

Enterobacter cloacae subp dissolvens

strai TN2002013 16s ribosomal RNA gen, par-
cial sequence

Enterobacter cloacae subp dissolvens

strai TN2002013 16s ribosomal RNA gen,
parcial sequence

Enterobacter sp. BAB-3165 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

Enterobacter cloacae strain 0S5.7 16S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Enterobacter cloacae subp dissolvens
strai TN2002013 16s ribosomal RNA gen,
parcial sequence

Enterobacter cloacae strain VITPASJ1
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Enterobacter cloacae strain OS5.7 16S
ribosomal RNA gen

Enterobacter cloacae strain VITPASJ1
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence

Enterobacter sp. cp-h73 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence

100% 100%
1404
93% 98%
1810
100% 100%
1404
98% 87%
1033
92% 99%
1602
92% 99%
1607
58% 99%
1596
57% 99%
1583
58% 99%
1598
96% 99%
1611

Se genero un arbol filogenético basado en las secuencias 16S de Enterobacter sp.

(figura 13). Las cepas se observan en diferentes clados con respecto a las secuen-

cias de referencia del Genbank: Enterobacter sp. S10 HF572841, E. cloacae RU13

KJ607594, Enterobacter sp. MM034 KT9332255, E. cloacae AB6 JQ640581, E.

cloacae SP4001 KY38115 y Pseudomonas sp. U15 como se muestra en la figura

13. Ademas, E. cloacae C141000G 21B1, E. cloacae BAGMO1 (aislado de C11MfH)
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y E. cloacae C12SedG22 se aislaron de diferentes sitios, sin embargo, estan filoge-
néticamente relacionadas, Ademas, se observaron otras cepas de E. cloacae del mismo

sitio, pero muestreadas a diferentes profundidades en clados que estaban filogenéticamente

distantes (por ejemplo, C141000G21B y C141000G21).

T Enterobacter cloacae C11NfH 27B3

= Enterobacter cloacae C141000 G21B
Enterobacter cloacae C11MIH27 A1

Enterobacter cloacae C11MIH 27C2

Enterobacter cloacae C11MiH 27B2
Enterobacter cloacae C11MIH 27C1
= Enterobacter sp. S10 HF572841

= Enterobacter cloacae RU13KJ607594
‘- Enterobacter cloacae C141000G 21

Enterobacter cloacae C141000G 21B1
~ Enterobacter cloacae BAGMO01

~  Enterobacter cloacae C12SedG 22
Enterobacter sp. MM034 KT9332255
1 Enterobacter cloacae AB6 JQ640581

Enterobacter cloacae SP4001KY38115

Pseudononas sp U1S

l

040 030 020 010 000

Figura 13. Arbol filogenético de secuencias de rRNA de cepas de Enterobacter cloa-
cae aisladas de la columna de agua y sedimentos del Golfo de México.

El arbol se construy6 usando secuencias de la region comparable de las secuencias
del gen de rDNA I6S disponibles en bases de datos publicas.
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Las cepas de E. cloacae de este estudio pertenecen a la familia Enterobacteria-
ceae, phylum y-Proteobacteria y todos los resultados del andlisis polifasico fueron
coherentes con los descritos por el manual de Bergey’s (2010). La figura 14A mues-
tra que, microscopicamente, E. cloacae BAGMOL1 es una bacteria con forma de ba-

cilo de 2 um de largo y 0,5 um de ancho con un flagelo polar (figura 14B).

Figura 14. Morfologia celular de Enterobacter cloacae BAGMOL1, cultivo de 24 h, 150
rpm, 30 °C, en medio minimo con sacarosa A) Bacilo corto B)flagelo.

4.4.2.2 Caracterizacién bioquimica de las cepas productoras de Bs.
Los resultados de la caracterizacion bioquimica se presentan en la Tabla 5. En ge-
neral, las cepas de E. cloacae presentaron catalasa, actividad oxidasa y motilidad.
Estas cepas son capaces de consumir diversos carbohidratos y citrato, indol nega-
tico, produjeron gas Nz. Lo que coincide con las caracteristicas bioquimica del género

de acuerdo con lo reportado en el manual Bergey's, (2010).
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Tabla 5. Caracterizacion Bioquimica de las cepas E. cloacae (API 20)

Caracteristicas BAGMO01 C141000G C141000G C12SedG AdfondoG CliMfH CliMfH Cl1l1MfH C11MfH C11MfH
21 21B1 22 48B 27A1 27B2 27B3 27C1 27C2

Catalasa + + + + + + + T + T

Oxidasa + + + + + N/A N/A N/A N/A N/A

Motiidad + + + + + + + + +

Beta-galactosidasa + + + + + + + + +

Arginine dehidrolasa + + + + + + + + +

Lisina decarboxilasa +

Ornitin decarboxilasa + + + + + + + + +

Utilizacion de Citrate + + + + + + + + +

Produccién H2S

Ureas a

Triptofano deaminasa

Produccion de Indol

Produccion de Acetoina + + + + + N/A N/A N/A N/A N/A

Gelatinasa

Fermentacion/oxidacion Glucosa + + + + +

Fermentacion/oxidaciéon Manitol + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacion Inositol + + + + +

Fermentacion/oxidacién Sorbitol + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacién Ramnosa + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacién Sacarosa + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacién Melobiosa + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacion Amigdalina + + + + + + + + + +

Fermentacion/oxidacién Arabinosa + + + + + + + + + +

Produccion NO2 +

Produccion N2 + + + + + + + - + +

50



Capitulo 7V

Las Gammaproteobacteria es una clase taxondmica con varios géneros bacterianos
reportados como productores prolificos de Bs como Enterobacter sp., Pseudomonas
sp., Serratia sp., solo por mencionar algunos. E. cloacae es la cepa que predominé
en los consorcios aislados de diferentes sitios y profundidades, incluido el sedimento
de GoM, lo que es indicativo de la versatilidad de E. cloacae para sobrevivir en forma
de vida libre en ambientes marinos y terrestres. Distintas cepas de E. cloacae pue-
den sintetizar Bs de diferente naturaleza quimica como los ramnolipidos que se en-
cuentran entre las Bs més activos (Hoskova et al., 2013). En este estudio, el ensayo
CTAB detectd un agente tensoactivo anidnico producido por cepas de E. cloacae.
E. cloacae BAGMO1 fue la cepa con mas actividad Bs y se seleccion6 para una
caracterizacion adicional. HoSkova et al., (2013) estudiaron cepas no patégenas de
Enterobacter asburiae y Acinetobacter calcoaceticus que producen ramnolipidos uti-
lizando citrato de sodio como fuente de carbono. Demostraron que la produccién de

ramnolipidos dependia en gran medida de las fuentes de carbono, nitrégeno yfésforo.

4.4.2.3 Ensayo de sensibilidad a antibioticos.

Las proteobacterias aerdbicas marinas exhiben perfiles caracteristicos de suscepti-
bilidad a los antibioticos, que son Utiles para la diferenciacién de los géneros. Como
parte de la caracterizacién taxondémica de la cepa E. cloacae BAGMOL1 se evalué la
sensibilidad a antibitticos (figura 15). E. cloacae BAGMO1 fue resistente a Vanco-
micina, Bacitracina, Cefoxitina y Clindamicina que pertenecen a los grupos de anti-
biéticos bacteriostaticos como los pertenecientes del grupo de eritromicina, tetra-

ciclina, cloranfenicol, clindamicina, lincomicina, sulfamidas.
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Figura 15. Sensibilidad a antibioticos de la cepa Enterobacter cloacae BAGMO01

En la taxonomia polifasica de las proteobacterias aerdbicas marinas. Las bacterias
de los géneros estudiados exhibieron perfiles caracteristicos de susceptibilidad a
antibiéticos, que fueron Utiles para la diferenciacion de los géneros

En las proteobacterias marinas la sensibilidad a antibiéticos representa la suscep-
tibilidad caracteristica de sus respectivos géneros. Bencilpenicilina, polimixina, lin-
comicina y oleandomicina son taxondémicamente valiosos en la identificacion de
proteobacterias aerobias marinas y puede proporcionar una caracteristica util en
la diferenciacion de bacterias de este grupo a nivel de genéro (Gorshkova e Iva-

nova, 2001).

4.5 Conclusiones.

En la busque de bacterias productoras de Bs de tipo glicolipidos se aislaron 4 con-
sorcios, los cuales presentaban resultado positivo en el ensayo de placas de agar
CTAB, lo cual es indicativo de la presencia de Bs de tipo anidnico como los son los

ramnolipidos. Ademas de que estos consorcios tienen la capacidad de crecer en
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diferentes sustratos como el queroseno, diesel y sacarosa. Ademas de que pre-

sentan actividad Bs de acuerdo con los parametros evaluados (Actividad hemoli-
tica, TS, IE24, colapso por gota).

Se aislaron 10 cepas provenientes de dichos consorcios las cuales presentan ac-
tividad Bs y mostraron resultados positivos para produccion de Bs anionicos. Las
cuales al ser identificadas mediante la secuenciacion del gen 16S pertenecieron al
género Enterobacter. Estas cepas tienen morfologia de bacilo, gram negativo, mé-
viles, de 2-5u de longitud, con un flagelo polar entre otras caracteristicas bioqui-
mica que confirman la identidad del genero de acuerdo a lo establecido en el ma-
nual Bergey's. La cepa BAGMOL fue caracterizada para la sensibilidad de antibio-

ticos la cual resultd ser sensible al grupo de antibioticos bacteriostaticos.
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5. Establecimiento de las fuentes nutricionales y condiciones fisicoqui-
micas de cultivo (disefios experimentales) para la optimizaciéon de la

produccion de Bs glicolipidos.

5.1Introduccién

Las investigaciones cientificas actuales implican principalmente la busqueda de
nuevos microorganismos productores de Bs que posean caracteristicas atractivas
con el fin de que en un futuro cercano remplacen a los tensioactivos sintéticos. Las
principales dificultades de la produccion de Bs son los altos costos de la materia
prima, su costo de produccion y extracciones de baja eficiencia, asi como el bajo
rendimientos (Bertrand et al., 2018)

El factor clave que rige el éxito de la produccion de estos compuestos es el desa-
rrollo de procesos que utilicen materiales de bajo costo y den alto rendimiento.

La produccion y las propiedades de los Bs estan influenciadas por la fuente de car-
bono, la concentracién de N, P y cationes metalicos, asi como las condiciones de
cultivo como el pH y la temperatura.

Se ha sefialado que las concentraciones de Fe y Mg afectan la produccion de ten-
soactivos en diversos microorganismos ademas las interacciones entre las relacio-
nes C/N, C/Mg y C/Fe. Por ello los disefios experimentales permiten evaluar varios
factores y cuando se combina con una metodologia de superficie de respuesta, son
una herramienta util para modelar y maximizar la variable de respuesta (Roldan-
Carrillo et al., 2011).

Los factores significativos que afectan la produccién de Bs y las propiedades
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bioquimicas deben evaluarse para su seleccion. Tipicamente, la naturaleza y con-
centracién de las fuentes de carbono y nitrégeno son los primeros factores evalua-
dos, seguidos de elegir un microorganismo adecuado. Sin embargo, hay informes
donde los investigadores eligen evaluar otros factores y aspectos nutricionales
como oligoelementos y parametros fisicoquimicos como pH, temperatura y agita-
cién, ya que se ha demostrado que tiene un efecto sobre la produccion de Bs y las
caracteristicas bioquimicas de estos compuestos en ciertos casos (Bertrand et al.,
2018).

Se ha demostrado que el uso de disefios experimentales es una herramienta esta-
distica muy eficiente para mejorar la produccion y propiedades de los Bs. Las op-
ciones a emplear pueden ser los disefios factoriales de dos niveles como el disefio
Plackett — Burman (PBD) y el disefio Taguchi. Por otro lado, las metodologias de
superficie de respuesta se definen como una coleccion de técnicas matematicas y
estadisticas para la construccién de modelos empiricos. Las mas comunmente im-
plementadas para mejorar la produccion son el disefio central compuesto (CCD) y
el disefio Box-Behnken (BBD). Debido a la limitacion de los disefios estadisticos
individuales, se considera la necesidad del uso de mas de uno (Bertrand et al.,

2018).
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5.2.1 Mejoramiento de la produccién de Bs de la cepa E. cloacae BAGMO01

(Taguchi).

Se evaluaron condiciones nutricionales y fisicoquimicas de cultivo a través de un di-

sefio experimental de Taguchi, con a= 0.05. Utilizando medio minimo mineral y se

evaluaron tres fuentes de carbono (sacarosa, aceite vegetal de soya y hexadecano),

dos fuentes de nitrdgeno (extracto de levadura y NaNOs), ademas de concentracion

de NaCl y temperatura. Durante un periodo de incubacién de 288 h, a 150 rpm. En

la tabla 6 se muestra los factores a evaluar en el disefio experimental.

Tabla 6. Factores a evaluar en Disefio experimental Taguchi.

Factores Unidad Nivel
(-1) (+1)
Sacarosa g/L 10 20
Aceite vegatal g/L 10 20
Hexadecano g/L 5 10
Concentracion de NacCl g/L 10 35
NaNOs g/L 0.5 2
Extracto de Levadura g/L 0.5 2
Temperatura °C 10 25

5.2.2 Mejoramiento de la produccion de Bs por E. cloacae BAGMO1 (Box-

Behnken)

En el experimento preliminar, el enfoque del disefio experimental de Taguchi permitio

establecer los principales efectos de 7 factores evaluados; donde 3 factores fueron

los componentes principales que favorecieron significativamente la produccion de Bs.

Luego, se utilizd un diseiio experimental de Box-Behnken para evaluar los factores
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previamente seleccionados y mejorar la produccion de Bs por la cepa E. cloacae
BAGMOL1. Se aplicaron dos niveles y cuatro puntos centrales; Los experimentos se

llevaron a cabo por triplicado.

Este disefo evalla y optimiza los efectos principales, los efectos de su interaccion
y los efectos cuadraticos de las variables independientes. Las variables de res-
puesta (% en reduccion de TS y %IE24) obtenidas se ajustaron a un modelo polino-
mial de segundo orden (polinomio cuadratico). La ecuacién polinomica utilizada es

la siguiente:

Yi=B0+B1X1+B2X2 +B3X3 + B11X12 + 3 22X22 + 3 33X32 + B12X1X2

+ B13X1X3 + B23X2X3 + B123X1X2 X3 + ¢

Donde Yi (i = 1 a 2) son los valores pronosticados para los cambios en la tension
superficial (AST) y el indice de emulsién (% IE24). R0 es la interseccion; X1 (saca-
rosa), Xz (temperatura) y X3 (NaCl) son las variables independientes; 31, 32 y 33 son
coeficientes lineales; B11, B22 ¥ B33 son los coeficientes cuadraticos y Riz, R13, B3y
3123 son los coeficientes de los productoscruzados.

El medio minimo se inoculé con 10% (v / v) de biomasa, durante 15 dias y 150 rpm.
En la tabla 7 se observan los tratamientos del experimento. El andlisis de los datos

se realizd con el software Design-Expert 7.0 (Stat-Ease, Inc, Minnesota, EE. UU).
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Tabla 7. Factores a evaluar en Disefio experimental Box Behnken.

Factores Unidad Nivel
(-1) Q) (+1)
Sacarosa g/L 15 20 25
Temperatura °C 15 22.5 30
Concentracion de NacCl g/L 5 10 15

5.3 Produccidn, extraccion, recuperaciéon y purificacion de Bs
La cinética de produccion de Bs se llevo a cabo bajo las condiciones de sacarosa y
temperatura a niveles altos y NaCl a niveles bajos. En un volumende 1La30°Cy
150 rpm durante 350 h. La actividad de Bs se determind mediante reduccién de TS
(NN/m) y %IE-24. Luego, el cultivo se centrifugd durante 20 minutos a 4200 rpm a 4 °C.
La extraccion de Bs se realiz6 con 2 volumenes de cloroformo/metanol (2:1 viv), se
agitoé durante 60 minutos y se dej6 reposar durante la noche a 4 °C. La fase orgénica
se recolecto y el proceso se repiti6 nuevamente. El Bs extraido se concentré en un
rotavapor (BUCHI R-124) a 60 °C, 340 mbar. Posteriormente, para eliminar cualquier
impureza del Bs, se llevd a cabo una extraccion en fase sélida (SPE) usando una
columna C18 Water Sep-Pak® Vac Silica (20 ml). La fraccién se eluyden agua:meta-
nol (100% de agua, 80:20, 60:40, 100% de metanol). El disolvente de extraccion se
concentr6é hasta sequedad al vacio y el Bs se us6 para determinar la presencia de
ramnolipidos en la muestra. A partir de este momento, BAGMO01 Bs se denomina
producto de Bs purificado con actividad de Bs, el cual se liofilizé para su almacena-

miento a temperatura ambiente.
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5.4 Resultados y Discusién.

5.4.1 Cinéticas de crecimiento en diferentes fuentes de carbono de E.
cloacae BAGMO1.

La cepa Enterobacter cloacae BAGMOL fue seleccionada para determinar la activi-
dad Bs en diferentes fuentes de carbono. Se observa que la fuente de carbono no
tiene diferencia significativa en el crecimiento bacteriano. Las fuentes de carbono
empleadas fueron maltosa, glicerol, galactosa, sacarosa y diesel. En la figura 16, se
observa que al usar sacarosa como fuente de carbono se disminuye la TS de 65.6 a
42.4 mNm. Con maltosa se observo una diminucion de la TS de 60.8 a 45.7 mN/m.
Cuando el glicerol es usado como fuente de carbono se observé una disminucion de
la TS de 59.5 a 55.5 m/N/m por lo que este sustrato no favorece la producciéon de
compuestos tensoactivos. Sin embargo, no existe diferencia significativa en la re-

duccién de la TS usando las fuentes de carbono empleadas.
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Figura 16. Cinética tension superficial de la cepa Enterobacter cloacae BAGMO01
empleado diferentes fuentes fuente de carbono.

Los resultados obtenidos para él % IE24 muestran que sacarosa y glicerol son fuen-

tes de carbono que favorecen la produccion de Bs por la cepa Enterobacter cloacae
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BAGMOL1 ya que se observo un indice de emulsion de 24.7 y 23.3 % respectiva-
mente. Por su parte al usar galactosa como fuente de carbono esta presenta un IE24
de 3%. Al usar diesel como sustrato hidrofobico se observo un IE24 de 19.4% (figura
17). Al realizarse el analisis de varianza, se observa gue no existe diferencia signifi-
cativa en la % IE24.
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Figura 17. Cinética de actividad de indice de Emulsion (%lE24) de la cepa
E. cloacae BAGMO1 empleando diferentes fuentes de carbono.

5.4.2 Evaluacion de las condiciones nutricionales y de cultivo.
El disefio estadistico se ha convertido en una herramienta importante para la produc-
cién y optimizacion de Bs (Bertrand et al., 2018). Con el objetivo de evaluar la pro-
duccion de Bs en condiciones de medio minimo utilizando la cepa E. cloacae
BAGMOL1 se implementaron diferentes disefios experimentales. Se aplicd un disefio
experimental de Taguchi para evaluar los principales efectos sobre 7 factores, inclui-
das fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, temperatura y concentracion de NacCl.
Se evaluaron ocho tratamientos a dos niveles, con un nivel de significancia de

(p>0.05).
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5.4.2.1 Andlisisde varianza: Reduccion de tension superficial.
El analisis de varianza mostré que el modelo fue significativo (Anexo 2). Los factores
sacarosa y temperatura tiene un efecto significativo sobre el porcentaje de reduccion
de la TS como se observa en lafigura 18. El andlisis comparativo de los factores analiza-
dos muestra que sacarosa como fuente de carbono y la temperatura a niveles altos
tiene efecto significativo sobre el porcentaje de reduccién de la TS.

One Factor One Factor

55—

51.75 — SL75—

485 485 —

% Red. TS
% Red. TS

45.25
45.25 —

22—

42—

_1‘ +1 : 1 +1

D: Temperatura
C: Sacarosa

Figural8. Efectos sacarosa y temperatura sobre del % de reduccién de TS

Ecuacion final en términos de factores codificados para €l % de reduccion de tension
superficial

% Reduccion TS= +49.675+2.6*C+1.65*D+1.125*E+1.425*G

En la tabla 8 se observa los resultados de los tratamientos del disefio experimental
Taguchi. Con el tratamiento 2 se obtuvo una reduccion de TS de en rangos de 29.4

a 27.3 mN/m.
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Tabla 8. Efecto de los tratamientos sobre la reduccién de la TS

No. De
Tratamiento TS (mN/m)
Tratamiento 1 28.0+1.2
Tratamiento 2 27.4+2.1
Tratamiento 3 29.0+2.7
Tratamiento 4 27.3x7.2
Tratamiento 5 27.946.2
Tratamiento 6 29.4+0.8
Tratamiento 7 28.320.9
Tratamiento 8 28.7+0.6

5.4.2.2 Andlisis de varianza: % indice de emulsion (% IE24).
El analisis Anova muestra que el modelo es significativo (p>0.05) (anexo 3) y la
temperatura y el extracto de levadura al igual que el NaCl tiene un efecto significativo

sobre la actividad de indice de emulsion como se observa en la figura 19.

One Factor One Factor
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Emulsion }_._‘
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19. Efecto de Temperatura y NaCl sobre del%IE24
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Ecuacioén final en términos de factores codificados para él % indice de emulsion

(% 1E24).
% indice de emulsién=+13.675+1.025*B-0.525*C+6.725*D+1.925*E-6.425*G

En la figura 20 se presenta los resultados del indice de emulsion obtenido en los

diferentes tratamientos utilizando el disefio experimental Taguchi.
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Figura 20. Resultados obtenidos del indice de emulsion en los diferentes trata-
mientos propuestos disefio experimental (Taguchi).

Se observa que el indice de mulsién varia en un rango de 11.1 a 29.4%, siendo el
valor mas alto para el tratamiento 5. En la tabla 9 se presenta los valores experi-

mentales contra los predichos como resultado del analisis de varianza.
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Tabla 9.

Comparacion de los valores predichos contra los obtenidos experimentalmente.

Capitulo 'V

%P emulsion 2 emulsion P
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 42.7 42.9 111 11.0
2 -1 1 1 -1 -1 1 1 49.8 50.9 0 0
3 -1 -1 -1 1 1 1 1 51.3 51.3 16.3 154
4 1 -1 1 -1 1 -1 1 54.3 53.2 0 0
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 52.3 53.6 294 29.3
6 1 1 -1 1 -1 -1 1 49.0 49.0 12.7 13.6
7 1 -1 1 1 -1 1 -1 52.7 51.4 23.2 234
8 1 1 -1 -1 1 1 -1 45.3 45.1 16.6 16.9

Valores experimentales: a
Valores predichos: b
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5.4.3 Analisis de fuentes nutricionales y de cultivo (Box-Behnken)
Un disefio experimental Box-Behnken fue aplicado con el propdsito de evaluar en
dos niveles los tres factores que tuvieron un efecto principal en la produccion de Bs
por E. cloacae BAGMOL. Las variables de respuesta evaluadas fueron reduccion de

TS (%) y 1E24 (%) (p>0.05).

5.4.3.1 Andlisis de varianza la reduccion de laTension Superficial

Lo resultados del andlisis de varianza del disefio experimental Box Behnken para el
porcentaje de reduccién de TS (Anexo 3) muestra que el modelo fue significativo y
gue la interaccion entre los factores sacarosa a niveles altos y NaCl a niveles bajos
tiene un efecto significativo sobre la reduccion de la TS, la temperatura no tiene
efecto significativo. Pero para fines de optimizacion este factor podria manejarse a
niveles bajos.

En la figura 21 se observa el efecto la interaccion entre sacarosa y NaCl, donde nos
indica que para incrementar el % de reduccién de la TS debemos manejar niveles

bajos de temperatura, niveles altos de sacarosa y niveles bajos de NaCl.

Ecuacion en términos de valores de codificados para él porcentaje de reduccion

tension superficial (%):

Reduccion de la TS (%) =26.425+3.625*A+1.7625*B-3.8875* C+5.675* A*B-7.875

* A*C+6.55* B * C+3.1125* A"2+7.1875 * B"2-8.2125* C"2
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Interaccion
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Figura 21. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores que con
efecto significativo sobre el porcentaje reduccion de la TS. A) superficie de res-
puesta maxima de la reduccion de TS (%) y B) interaccion de los factores saca-

rosa y NaCl sobre la reduccion de TS (%).

5.4.3.2 Anélisis de varianza para el indice de emulsion
En el andlisis de varianza del disefio experimental realizado, los resultados mues-
tran que el modelo es significativo (anexo 4) y se observa que el factor sacarosa
tiene efecto significativo cuando se encuentran en niveles bajos y la interaccion de

sacarosa y temperatura tienen efecto significativo sobre él % de IE24. ElI NaCl se

puede utilizar a niveles bajo para fines de optimizacion.

En la figura 22 observamos que para incrementar el % de IE24 se debe usar la
sacarosa y la temperatura a niveles bajo y el NaCl lo podemos usar en niveles bajos

para fines de optimizacion.
Ecuacion en términos de valores de codificados para el indice de emulsion (%):

IE24 (%)= 29.925-4.0625*A+1.675*B-4.875*C+4.825*A*B+4.05*A*C +4.625*B*C

+4.1875*A"2+7.1125*B"2-0.2125*C"2
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B: Temperatura
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Figura 22. Superficie de respuesta maxima e interaccion de factores con efecto
significativo sobre €l % IE24. A) superficie de respuesta maxima sobre el %IE24y
B) interaccion de los factores sacarosa y temperatura sobre €l %lEz2a.

La tabla 10 se presentan los resultados de la comparacion de los valores experi-

mentales con los predichos por el modelo, con el disefio Box Behnken.

Tabla 10. Comparacion de valores predichos con los experimentales

A %Red % Red

Tratamiento Sacarosa B:temperatura C: NaCl TS? TSP %IE 222 %IE 24°
1 -1 -1 0 37.1 37.0 48.4 44.6
2 1 -1 0 26.6 32.9 30.7 30.4
3 -1 1 0 355 29.2 42.1 42.4
4 1 1 0 47.7 47.8 43.7 475
5 -1 0 -1 9.2 13.7 42.5 43.9
6 1 0 -1 38.6 36.7 26.3 24.1
7 -1 0 1 19.8 21.7 334 35.6
8 1 0 1 17.7 13.2 334 32
9 0 -1 -1 38.5 34.1 40.3 42.7
10 0 0 -1 22.7 22.1 30.2 32.7
11 0 -1 1 15 13.2 30.0 31.7
12 0 1 1 25.4 29.8 42.6 40.2
13 0 0 0 25.7 26.4 29.9 28.2
14 0 0 0 25.8 26.4 29.9 27.7
15 0 0 0 28.3 26.4 29.9 34.8
16 0 0 0 25.9 26.4 29.9 29

Valores experimentales: a
Valores predichos: b
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5.5 Cinética de Produccion del Bs de E. cloacae BAGMOL.

Las condiciones para la produccion de Bs fueron establecidas por disefio experi-
mental Box Behnken. Utilizando 25g/L sacarosa, 30°C, 10g/L NaCl, 150 rpm, 450 h.

En la cinética de Bs obtenida para la cepa de E. cloacae BAGMO01, se observa que
la TS se reduce a 42.7 + 1.5 mN / m, después de 144 h. Con respecto, al IE24 de se
obtuvo un valor maximo de 47.3% + 0.07 después de 288 h. La extraccion del BS
fue realizada a este tiempo de incubacion, para proceder a su petrificacion y elucida-
cion. El biosurfactante crudo BAGMO1 presentd una reduccion de la TS de 34.5 £

0.56 mN /m y del indice de emulsion de 71%. (Figura 23).
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Figura 23. Produccién de Bs BAGMO1. Evaluacién de la tension superficial e 1E24
producido por E. cloacae BAGMOL1 cultivadas en medio optimizado a 30°C,
150 rpm.

Con la finalidad de incrementar la produccion del biosurfactante se propuso utilizar
un disefio factorial Taguchi. Este es una buena opcidén, ya que permiten la identifi-
cacion y la seleccion de los factores con efectos significativos de respuesta, en este

caso la actividad Bs. Luego se utiliza un segundo disefio, por ejemplo, un método
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de superficie de respuesta como el disefio Box Behnken, para optimizar las condi-

ciones de cultivo y parametros fisicoquimicos (Bertrand et al., 2018).

En el proceso de la optimizacién de la produccién del Bs se ha reportado que la
fuente de carbono afecta a los productos finales (lipopéptidos, exopolisacaridos o
ramnolipidos) y, en consecuencia, sus propiedades como la estructura, la estabilidad
y por lo tanto su aplicacion (Abassi y Amiri, 2008; HoSkova et al., 2013; Jemil et al.,
2018). Por esta razon, fue esencial seleccionar la fuente de carbono adecuada para
la cepa de estudio a través del disefio experimental. Este enfoque fue para alcanzar
una alta actividad del % reduccién de TS (%) y IE24 (%) con la cepa E. cloacae

BAGMOL1.

En primera instancia se llevo a cabo un disefio experimental Taguchi que nos per-
mitid conocer los factores principales que promueven la actividad Bs. El resultado
fue que sacarosa como fuentes de carbono a niveles altos tienen efecto significativo
tanto en la reduccion de TS como en el IEza. Otros factores que determinan la acti-
vidad Bs fueron temperatura a niveles altos y la concentracion de NaCl a niveles
bajos. Sorprendentemente para este estudio la fuente de nitrdgeno no tiene efecto
significativo sobre la produccion de Bs. Con los factores principales se realizé un
segundo disefio experimental en cuyo resultado observamos que, a niveles altos de
la fuente de carbono, se obtuvo una reduccion de TS de 47%. Bahia et al., (2018),
reportaron el uso de sacarosa como fuente de carbono para la produccién de ramno-
lipidos y mencionan que la sacarosa es una materia prima de bajo costo con alta
disponibilidad y pureza. Por lo tanto, es una excelente opcion como sustrato en la

produccion industrial de Bs. Pereira et al., (2017) también reportaron un aumento en
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la produccion de ramnolipidos con Aureobasidium pullulans con alta concentracion
de carbono. Ahmad et al., (2016), utilizaron este disefio experimental para la estima-
cion del rendimiento de Bs producido por Klebseilla sp. FKOD36, reportando un in-
dice de emulsion de 31.68% y una tension superficial de 21,5 mN/m. Estos resultados
son menores comparados con los obtenidos en este estudio. Martinez-Toledo et al.,
(2011) usaron una cepa de P. putida y determinaron que la glucosa tenia un efecto
significativo en la reduccion de TS (45.7 mN / m). Roldan-Carrilo et al., (2011) apli-
caron el mismo enfoque para optimizar la produccion de Bs con una cepa de Serra-
tia marcescens y reportan una reduccion de TS de 57 a 30 mN/m y que estos resul-
tados los obtuvieron con una relacién C/N a niveles bajos, lo que promovié la produc-
cion de Bs en la cepa S. marcescens SmSA. En este estudio, el mejor resultado
para lareduccion de TS se obtuvo con una C/N de 38. Saika et al., (2014) observaron
unareduccion de TS de 45.16% con glucosa como fuente de carbono usando P. ae-
ruginosa RS29, esto datos son inferiores en comparacion con los resultados de la
reduccion de la TS en nuestroestudio.

En este estudio determinamos que el nitrdgeno no tuvo un efecto significativo en la
produccion de Bs por E. cloacae BAGMO1. Rosas-Galvan et al., (2018) reportaron
que la fuente de nitrégeno estimulé el crecimiento celular, pero no necesariamente la
produccién de Bs. Por esa razén en el disefio de Box-Behnken, el nitrdgeno se man-
tuvo constante, en condiciones limitantes.

Soares dos Santos et al., (2016) obtuvieron datos similares y demostraron que, bajo
concentraciones limitantes de nitrdgeno, la produccion de ramnolipidos aumenté con

P. aeuroginosa PAL. En otro estudio realizado por Martinez-Toledo et al., (2011),
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utilizaron dos fuentes de nitrdgeno (extracto de levadura y NH4Cl) en altas concentra-

ciones, para obtener mejores resultados en términos de reduccion de TS.

En el caso de IE24, se incremento la actividad de 29.4 a 47.7%. Estos valores obte-
nidos con E. cloacae BAGMO01 son mayores que los reportados por Martinez-Toledo
et al., (2011), donde el IE24 fue del 20%. Saika et al., (2014), utilizanron sustratos
hidrofilicos y la cepa P. aeuroginosa, un rango de IE24 de 60-80% esta cepa ha sido
ampliamente reportada como productora de ramnolipidos.

El andlisis de los efectos principales e interacciones demostraron la influencia de
sacarosa, la temperatura y NaCl sobre la produccion Bs. Con estos resultados se
establecieron las cinéticas de la produccion del glicolipido. La produccién maxima
del Bs se observo entre 216 y 288 h. El Bs producido por la cepa E. cloacae BAGMO01
presenta caracteristicas similares a los Bs anidénicos como los ramnolipidos. La elu-

cidacion del glicolipido fue necesaria para confirmar esta hipotesis.
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5.6 Conclusiones.

Los disefios experimentales son herramientas Utiles para el incrementar la actividad
Bs y por ende la produccion de estos compuestos.

Se desarroll6 un disefio experimental de superficie de respuesta que (Box Behnken)
donde de acuerdo a los resultados al emplear sacarosa y temperatura a niveles
altos y la salinidad a niveles bajos con la cepa E. cloacae BAGMO1 podemos obte-
ner una reduccion de la tension superficial de 42.7 + 1.5 mN / m, aproximadamente
después de 144 h, y mostré un IE2s de 47.3% + 0.07 se logré disminuir la tension

superficial e incrementar el indice de emulsion.
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6.1Caracterizacion de la estabilidad de Bs producido por E. cloacae

BAGMOL1.

6.1 Introduccion

La produccion de Bs ha incrementado debido a sus propiedades que los hacen
atractivos para multiples aplicaciones como en la industria cosmética, alimentaria,
farmacéutica, asi como en la de biorremediacion de sitios contaminados con hidro-
carburos.

Los Bs son moléculas muy diversas y su estabilidad esta relacionada con su natu-
raleza quimica (glicolipidos, lipopéptidos, o exoplisacaridos). Generalmente, los Bs
glicolipidos muestran una alta estabilidad en condiciones extremas de salinidad, pH
y temperatura. Los tensioactivos i6nicos son muy sensibles a electrolitos, este fe-
némeno ocurre porque los electrolitos afectan directamente al grupo carboxilo dis-
minuyendo el IE24. Cuando los Bs son expuestos a calor las emulsiones son siste-
mas termodinamicamente inestables, pero los Bs de alto peso molecular disminu-
yen este fendmeno debido al tamafio de sus particulas (Ortega-de la Rosa et al.,
2018). El Bs producido por Pseudomonas sp. H11 es estable incluso hasta 120 °C
con 6ptima actividad a 60 °C. Del mismo modo, el Bs fue estable a diferentes con-
centraciones de sal (Velmurugan et al., 2015)

Los Bs ramnolipidos tienen su 6ptima solubilidad acuosa de pH neutros a alcalinos.
Este fenOmeno se atribuye a que los ramnolipidos contienen un solo grupo carbo-
xilico libre correspondiente al resto del acido graso B-hidroxi y esto le confiere ca-

racter anionico. Ha sido reportado que a medida que el pH aumenta de 5 a 8, la
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carga negativa de la cabeza polar aumenta y esto se refleja por el aumento de la
solubilidad en agua. El aumento del pH puede cambiar la morfologia de la estruc-
tura de micelas formadas por encima de la CMC.

Los Bs producen una considerable actividad de emulsificacion a diferentes niveles
de salinidad. Sin embargo, los Bs pueden disminuir su actividad de |E24 a medida
que la concentracién de NaCl aumenta aproximadamente al 10%. La actividad Bs
observada en condiciones de salinidad extrema indica la viabilidad del Bs para su
aplicacion en diferentes campos relacionados con el petréleo, la mayoria de los

cuales se encuentran en condiciones altamente salinas (Ibrahim, 2018).

6.2 Material y métodos

6.2.1 Concentracion micelar critica.
Se determind la tensién superficial de distintas diluciones del extracto crudo del Bs
liofilizado producido por E. cloacae BAGMOL1 y los resultados se graficaron. Este
ensayo consiste en tomar el punto de interseccién entre las dos rectas que se ajustan
a los puntos que describen el perfil de la tension superficial, las rectas deberan pasar
por el mayor nUmero de puntos experimentales posibles. Se reporta en mg/L (Rosas-

Galvéan et al, 2018).

6.2.2 Efecto de la temperatura, el pH y la salinidad sobre la estabilidad del

Bs BAGMO1

Los Bs producidos por E. cloacae BAGMO1 se caracterizaron en términos de esta-

bilidad a diferentes temperaturas, pH y concentracién de sal y se llevaron a cabo
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evaluando IE24 (%), segun Ibrahim (2018) y Ortega-de la Rosa et al., (2018) Para
determinar el efecto de la temperatura, el sobrenadante libre de células liofilizado se
calent6é durante 30 minutos en un bafio de agua a 25, 50, 80 ° C y bajo condiciones
de esterilizacion (121 °C) respectivamente, y el IE24 (%) fue Medido. Para la evalua-
cion del efecto del pH, se midio el IE24 (%) en sobrenadante libre de células liofilizado

a diferente pH (2, 6, 8 y 14) usando HCI / NaOH 1N.

Para la estabilidad de la salinidad, el IE24 (%) se midi6 en presencia de 2, 6, 10 y

15 g/L de NaCl.

6.3 Resultados y Discusién

6.3.1 Concentracion micelar critica
Se determiné la CMC del extracto crudo de Bs BAGMO1 y se comparé con la de un
ramnolipido comercial y en los resultados se observa que la CMC del extracto crudo

es de 50 mg/L (figura 24) y la del ramnolipido comercial es de 25 g/L.
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Figura 24. Concentracion micelar critica A) extracto crudo de Bs BAGMOL1, B)
ramnolipido comercial
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Sabturani et al., 2016 reportan un CMC de 30 mg/L de un ramnolipido producido por
la cepa P. aeruginosa UKMP14T. Este resultado es menor que el obtenido en este
trabajo posiblemente porque solo se empled un extracto crudo. Otros autores repor-
tan una CMC de 105 mg/L de un ramnolipido producido por Pseudomonas aerugi-
nosa 47T2NCIB40, 044 (Haba et al., 2014) Klosowska-Chomiczewsk et al., 2017
mencionan que generalmente, la CMC es dependiente del pH, temperatura, fuerza
i6nica y estructura tensioactiva. Como los ramnolipidos se sintetizan en un medio
i6nico, el pH tendra mayor influencia sobre la CMC que los otros parametros men-
cionados.
6.3.2 Efecto de latemperatura, el pH y la salinidad del extracto crudo Bs

BAGMO1.

La estabilidad bajo diferentes condiciones de temperatura, pH y salinidad es un
factor importante para la aplicacion de los Bs. El IE24 fue la variable de respuesta
utilizada para evaluar la estabilidad de Bs considerando su aplicacion potencial en

la biorremediacion.

6.3.2.1 Efecto de la temperatura.
Los resultados obtenidos mostraron que el sobrenadante libre de células liofilizado
del extracto crudo de Bs BAGMOL1 fue estable en un amplio rango de temperaturas
(25, 50, 80 y 121 °C). Ademas, no hubo diferencias significativas a temperaturas

inferiores a 80 °C (Figura 25A) Se observé que hubo un aumento en la actividad a

la temperatura mas alta estudiada (121 ° C) con El24 de 72.6%.
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6.3.2.2 Efecto del pH.
Se evaluo la estabilidad de Bs a diferentes pH (2, 6, 8 y 14) utilizando el sobrenadante
BAGMOL1 Bs liofilizado. Los mejores resultados se observaron a pH alcalino de 14
con un El24 de 63.8%. El El24 a pH acido (2 y 6) presento6 valores de 1E24 de 50.9 y
54.6%, y no se observaron diferencias significativas (Figura 25B). Esto demostré que
las Bs de E. cloacae BAGMOL1 presenta buena actividad y estabilidad en un amplio

rango de pH, particularmente en condiciones alcalinas.

6.3.2.3 Efecto de la concentracion de NaCl.
Cuando el sobrenadante crudo libre de células BAGMO01 fue sometido a diferentes
niveles de salinidad (2, 6, 10 y 15 g/L), la actividad El24 fue 57.6 y 56.7% a concen-
traciones de 10 a 15 g/L, respectivamente (Figura 25C). Hubo una diferencia signi-
ficativa en el IE24 a altas concentraciones de NaCl en comparacién con las concen-

traciones bajas.
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Figura 25. Efecto de A) temperatura, B) pH y C) salinidad, sobre la estabilidad del
extracto crudo Bs de Enterobacter cloacae BAGMO1

Los factores fisicoquimicos pueden afectar la efectividad y la estabilidad (temperatura,

pH y salinidad) de Bs, lo cual es importante para su aplicacion.

El extracto crudo del Bs BAGMOL1 present6 una excelente estabilidad a temperaturas
de esterilizacién que podrian ser importantes para aplicaciones en las industrias far-

macéutica y alimentaria. De manera similar, este Bs funcion6 muy bien en pH alcalino
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y presentd actividad a diferentes concentraciones de NacCl, lo cual es importante en
aplicaciones como la biorremediacién de ambientes marinos.

Efecto de la temperatura. Bs BAGMO1 mostro alta estabilidad (IE24 72%) a 121 °C.
Esta actividad emulsionante mostré el mismo comportamiento que en el trabajo de
Ortega-de la Rosa et al., (2018) que reporto una estabilidad térmica de un bioemul-
sionante producido por Acinetobacter bouvetii UAM25 cultivado en etanol y en una
mezcla de glicerol y hexadecano como fuentes de carbono. Ibrahim, (2018) estudio
las cepas Ochrobactrum anthropi HM-1y Citrobacter freundii HM2, aisladas de suelo
contaminado con aceite residual de motor y el Bs presentd una actividad incluso a
120 °C. El IE24 registrado fue 72.7 y 70%, respectivamente, pero a 50 ° C mostr6 un
IE24 més alto (92 y 90%, respectivamente). Natrialba sp. C21 presento estabilidad a
40 °C con un IE24 de 68%, pero cuando se calentd a 100 °C, el Bs perdi6 su actividad
(Khemili-Talbi et al., 2015). Khopade et al., 2012 observaron un comportamiento si-
milar con Nocardiopsis sp. B4 cuando el Bs era calentado. En otro estudio, Jemil et
al., (2018) emplearon la cepa E. cloacae C3 que mostr6 un IE24 de aproximadamente
55% en un rango de temperatura de 20 a 80 °C, mas bajo que el observado en nuestro

estudio.

El Bs BAGMO1 exhibe alta estabilidad en condiciones alcalinas (pH de 8 a 14), con
IE24 del 63%. Este rango de pH es mas alto que el reportado para la estabilidad de
Bs (pH maximo 12). El estudio de Ibrahim, (2018) mostro un IE24 del 95% a pH 6.
Esto podria deberse a la alteracion de la estructura de Bs después de haber sido
sometido a estas condiciones de pH (los ramnolipidos son optimamente solubles en

pH neutro a alcalino). Del mismo modo, un aumento en el pH tiene un efecto positivo
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sobre la actividad y la estabilidad del emulsionante. Se ha observado una mejor es-
tabilidad de las micelas del acido graso en presencia de NaOH Yy la precipitacion
de metabolitos secundarios a pH alto (Khopade et al., 2012; Khemili-Talbi et al.,
2015). El mismo comportamiento se observd en los Bs producidos por A. bouvetii
UAM25 a pH 10, debido al hecho de que en las soluciones alcalinas los biopolimeros
adquieren un caracter anionico (Ortega-de la Rosa et al., 2018). Esto es comparable
con los Bs producidos por Natrialba sp. C21 que mostro alta actividad de emulsion
a pH 12 (66%).

El Bs BAGMO1 mostré 57% de emulsion en presencia de 10 g/L de NaCl, que es
mas alta que la concentracién reportada por Jemil et al., (2018) con la cepa E. cloa-
cae C3, donde el valor IE24 fue 50% en presencia de 0.5 a 1 g/L de NaCl. Curiosa-
mente, los autores mencionaron que la actividad emulsionante disminuy6 con un au-
mento en la concentracion de NaCl por encima de 1 g/L. Ortega-de la Rosa et al.,
(2018) mencionaron que los tensioactivos idnicos son muy sensibles a los electroli-
tos, este fenédmeno ocurre porque los electrolitos afectan directamente a los grupos
carboxilo disminuyendo la actividad Bs. En un estudio realizado por Ibrahim (2018),
las cepas O. anthropi HM-1 y C. freundii HM-2 mostraron IE24 de 97 y 94.7%, res-
pectivamente, con 4% de NaCl.

Los Bs obtenidos de E. cloacae BAGMO1 con caracteristicas de estabilidad a altas
temperaturas, amplia actividad de pH y tolerancia a concentraciones elevadas de
NaCl hace que este producto sea muy prometedor para su uso en aplicaciones
como la biorremediacion de agua marina y la industria alimentaria, por nombrar

algunos ejemplos.
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6.4 Conclusiones.
Los Bs son moléculas anfifilicas capaces de actuar en diferentes ambientes. Sus
caracteristicas de CMC variable ademas de su estabilidad a diferentes temperaturas,
pH y salinidad son factores determinantes para su aplicacion.
El extracto crudo de Bs producido por E. cloacae BAGMO1 presentan CMC 50 mg/L
la cual es similar a la de una mezcla de ramnolipidos comercial, lo que favorecea a
actuar disminuyendo la TS y permitiendo la formacion de micelas en presencia de
sustratos hidrofébicos.
Los Bs producidos por la cepa E. cloacae BAGMO1 son capaces de presentar activi-
dad en diferentes temperaturas, incluyendo temperaturas de esterilizacion (121°C) lo
cual le confiere caracteristicas deseables para ser utilizados en industrias como la
alimentaria, la cosmética y la farmacéutica. Otros factores como el pH y la salinidad
son de gran relevancia e interés de biotecnoldgico. El extracto crudo del Bs de E.
cloacae BAGMOL1 presentd excelente actividad a rango de pH de 2 a 14. Presentando
alta actividad de IE24 a pH alcalinos y a concentraciones de sal de hasta 15 g/L, por
lo que puede sustituir a los surfactantes quimicos en la industria de los hidrocarburos

en aplicaciones como la extraccion mejorada de petréleo y en biorremediacion.
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Capitulo VI7
7.1 Andlisis de la anotacion funcional del genoma de E. cloacae BAGMO01

7.1.1 Introduccion

La sintesis de ramnolipidos ha sido descrita ampliamente para la cepa de Psuedo-
monas aeruginosa esta cepa produce ramnolipidos a través de tres reacciones prin-
cipales. La primera involucra la sintesis del dimero de acido grasos y de los acidos
grasos libres (HAAS) que parece estar ligado levemente a la membrana interna. La
siguiente reaccion es catalizada por enzima RhIB ramnosiltransferasa usando DATDP-
L-ramnosa y un acido hidroxialkinoato (HAA) como precursor para producir un mono-
ramnolipido. Estos compuestos se convierten en sustratos y se unen a dTDP-L-ram-
nosa mediante la enzima RhIC que sintetiza el di-ramnolipido como se observa en la
figura 26 (Soberén-Chavez et al., 2005).

Ruta Biosintesis de Ramnolipido

glucosa-6-fosfoato

| Alge
v
glucosa-1-fosfato
‘ RmIA Sintesis de novo acido graso
dTDP-D-glucosa l
[ \1_1,5
RmIB 3-ketoacil-ACP
dTDP-6-deoxy-D-4-hexulosa i RhIG
e HAQ
l RmIC 3-hidroxiacil-ACP’<_
.
dTDP-6-deoxi-L-lixo-4-hexulosa PHA
\ RhIA
RmiD .
dTDP-L-ramnosa + 3-{3-hidroxialkanoiloxilalkanoatos
/ 1 RhiB l
LPS PHA

mono-ramnolipidos

l RhiC

di-ramnolipidos

Figura 26. Ruta de sintesis de ramnolipidos (Soberén-Chavez et al., 2005).
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La enzima responsable del precursor de acido graso es llamada RhIG y presenta
una secuencia significativamente homologa con la secuencia de nicotidamida ade-
nina dinucleotido fosfato dependiente de ketoacil reductadas. RhIG esté especifica-
mente involucrada en la producciéon y también afecta la sintesis de PHA. Fue re-
cientemente reportado que RhIG esta involucrada en proveer proteinas acarreadoras
de grupo acil (ACP) que es un precursor de acidos grasos para la biosintesis de
HAQs y que a su vez esta relacionada con QS en cepas de Pseudomonas (Sobe-
rén- Chavez et al., 2005).

El dimero de B-HAA es formada por el RhlA subunidad del complejo RhIAB. Subse-
cuentemente RhIAB transfiere una molécula de L- ramnosa y forma el mono ramnoli-
pido. El complejo de enzimas responsable de la sintesis del di-ramnolipido es la ram-
nosiltransferasa Il (Rhl C). En P. aeruginosa ambas enzimas se localizan separadas
dentro del genoma, donde ambas cadenas de RhIAB estan codificadas y co-expre-
sadas entre el operdn rhl ABRI el cual es controlado por acil homoserina lactona
(AHL) dependiente del quérum sensing (QS).

En un grupo reducido de microorganismos carentes de la ruta de Embden- Meyer-
hof (glicolisis) la activacion de L-ramnosa se deriva de la ruta de gluconeogénesis
de la ruta de Entner-Doudoroff esta ruta metabdlica cataliza de glucosa a piruvato
usando una serie distinta de enzimas que las que intervienen en la glucolisis y en
la ruta de la pentosa fosfato (Muller et al., 2012).

Los principales subproductos de la ruta de sintesis de ramnolipidos incluyen polihi-
droxialcanoatos, lipopolisacaridos (LPS) y exopolisacaridos, alginatos, y molécu-

las- QS como AHL y 4hidroxy-2-alkylquinolinas. Se ha reportado que los acido
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B-hidroxidecanoicos son excretados por la célula y posteriormente tomados para

la sintesis de los ramnolipidos y de polihidroxialcanoatos (PHA) (Soberdn- Chavez

et al., 2005)

La regulacion de la produccién de ramnolipidos a nivel genético consiste en un

conjunto de interacciones muy complejas de densidad celular, mediadores AHL,

QS, factor a y regulador transcripcional (Mdller, et, al. 2012). (Soberon-Chavez et

al., 2005). En la figura 27 se observa de manera simplificada la regulacion de la

produccion de ramnolipidos.
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Figura 27. Regulacion de la sintesis de ramnolipidos (Soberén-Chavez et al.,
2005).
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7.2 Materiales y métodos

7.2.1ldentificacion de genes que participan en la sintesis de Bs y la degra-

dacion de alcanos.
La secuencia del genoma de E. cloacae BAGMO1 se obtuvo mediante servicios de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) de la Unidad de Sintesis y Secuencia-
cion de ADN IBT-UNAM, México. La secuencia del genoma se deposito en la base
de datos CIGoM. La anotacion funcional del genoma de E. cloacae BAGMO1 se
realizé utilizando la tecnologia de subsistema de anotacion rapida RAST version
2.0 (Aziz et al., 2008) y el software ARTEMIS version 17.0.1 https://www.san-

ger.ac.uk/science / tools / artemis (Carver et al., 2012).

Se realiz6 un andlisis de multiples alineamientos con el software Mauve este es un
sistema utilizado para construir multiples alineamientos gendmicos en presencia de
eventos evolutivos a gran escala, como reordenamientos e inversiones. Las alinea-
ciones genodmicas multiples proporcionan una base para la investigacion en gené-
mica comparativa y el estudio de la evolucién dinamica en todo el genoma (Darling

et al., 2010).
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7.3 Resultados y Discusién

7.3.1. Anotacién funcional del genoma de E. cloacae BAGMOL1 e Identifi-
cacion de genes relacionados con lasintesis de ramnolipidos y ladegra-

dacién de alcanos.

El genoma de E. cloacae BAGMO1 fue analizado y los resultados mostraron que
este genoma esta conformado con 5.034.410 pb, con un contenido de GC del
54,66%. El genoma esta conformado por 4,739 secuencias codificantes de protei-
nas. El genoma codific6 64 tRNAs, 1 tmRNAs y no se encontraron plasmidos en la
cepa.
E. cloacae BAGMO1 muestra la presencia de actividad de Bs glicolipidos y la ca-
pacidad de crecer en diferentes hidrocarburos como hexadecano, keroseno y pe-
troleo crudo. Este fue el precedente para la busqueda e identificacion de los genes
responsables de ambas actividades.
Segun los resultados de la anotacion los genes involucrados en la produccién de
Bs glicolipidos especificamente aquellos de la sintesis de ramnolipidos, la degra-
dacién de hidrocarburos alifaticos y aroméaticos, estan presentes en el genoma de
E. cloacae BAGMO1.

7.3.1.1 Anotacién funcional de genes relacionados con la produccién de

ramnolipidos.

Con el objetivo de detectar genes que participan en la sintesis de Bs glicolipidos, se
realizé un andlisis funcional del genémico de la cepa E. cloacae BAGMOL1. Se detectd
un grupo o cluster de genes rhlAB que intervienen en diferentes etapas de la sintesis

de ramnolipidos. Estos genes incluyen el gen rhlA que codifica la sintesis de 3 (3-
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hidroxialcanoiloxi) alcanoatos (HAA), y el gen rhIB que codifica la ramnosiltransferasa

| que une a la desoxitimidin difosfato -L-ramnosa (dTDP-L-ramnosa) al grupo HAA
por enlace a-glucosidico, para sintetizar mono-ramnolipidos, y también se observo su
inductor homoserina lactona. Otros genes detectados fueron los que participan en la
sintesis de ramnosa, también los que codifican para la sintesis de acidos grasos y la

sintesis de lipopolisacéaridos.

7.3.1.2 Anotacion funcional de genes relacionados con ladegradacién de

hidrocarburos.
Los genes alkAB involucrados en la degradacién hidrocarburos alifaticos. También
fue anotada la presencia de multiples genes de enzimas oxigenasas las cuales
podrian actuar en las vias de degradacion de hidrocarburos. Estos genes incluyen
Quercetina 2,3-dioxigenasa, 3,4-dihidroxifenilacetato 2,3-dioxigenasa, alfa-keto-
glutamanto dependiente de taurina dioxigenasa, 3-fenilpropionata dioxigenasa, Fe
(2+) /alfa-cetoglutarato dependiente dioxigenasa LpxO, 4,5-DOPA dioxygenasa es-
tradiol (EC 1.13.11.29), 2-dihidroxi-3-keto-5-metiltiopenteno dioxygenasa, subuni-
dad Vanillato O-demetilasa oxigenase. Existen reportes donde informaron la pre-
sencia de los genes rhlAB en P. aeruginosa, pero solo identificaron un gen involu-
crado en la degradacion de alcanos alkB (tabla 11) (Leite et al., 2015).
Los compuestos aromaticos podrian bioconvertirse en acido salicilico por la accion
de una serie de oxigenasas, hidroxilasas, reductasas y descarboxilasas, ademas,
gue los compuestos alifaticos pueden ser oxidados por las monoxigenasas. (Lan
et al., 2017). Otras enzimas que se identificaron en este estudio fueron lipasas y

esterasas que son importantes en el metabolismo de las sustancias hidrofobicos
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Tabla 11. Analisis de la anotacion funcional del genoma de la cepa E. cloacae BAGMOL1.

Localizacion Longitud Descripcion

secuencia
Ramnolipidos
scaffold_130-size_ 59647 10645 9716 10645 9716 Alpha-L-Rha alpha-1,3-L-rhamnosyltransferasa (EC 2.4.1.-)
scaffold_130-size 59647 15278 14730 15278 14730 dTDP-4-dehidroramnosa 3,5-epimerasa (EC 5.1.3.13)
scaffold_130-size 59647 16160 15282 16160 15282 Glucosa-1-fosfate timidilltransferasa (EC 2.7.7.24)
scaffold_130-size_59647 17112 16213 17112 16213 dTDP-4-dehidroramnosa reductasa (EC 1.1.1.133)
scaffold_130-size 59647 18197 17112 18197 17112 dTDP-glucosa 4,6-dehidratasa (EC 4.2.1.46)
scaffold_130-size_59647_ 19447 18551 19447 18551 UTP--glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (EC 2.7.7.9)
Degradacion de hidrocarburos
scaffold_145-size_157375_ 19514 20170 19514 20170 Alpha-ketoglutarato-dependente de dioxygenasa AlkB (EC 1.14.11.33)

alkA

scaffold_92-size_12080_3981_4832 3981 4832 3,4-dihidroxifenilacetato 2,3-dioxygenasa (EC 1.13.11.15)
scaffold_97-size_12925 11614 12462 11614 12462  Alpha-ketoglutarato-dependente de taurina dioxygenasa (EC 1.14.11.17)
scaffold_101-size_16843 11119 12027 11119 12027  Fe(2+)/alpha-ketoglutarato-dependente de dioxygenasa LpxO
scaffold_118-size 34174 32213 32914 32213 32914  Quercetin 2,3-dioxygenasa (EC 1.13.11.24) => YhhW
scaffold_133-size_69002_28251_27928 28251 27928  3-fenolpropionato dioxygenasa subunidad ferredoxin
scaffold_139-size_88439 48164 48952 48164 48952  4,5-DOPA dioxygenasa estradiol (EC 1.13.11.29), pero no fisioldgico sustrato
scaffold_141-size_100937_40564_39374 40564 39374  Flavohemoglobina /oxido nitrico dioxygenasa (EC 1.14.12.17)
scaffold_33-size_130146_14675_ 15217 14675 15217  1,2-dihidroxi-3-keto-5-metiltiopenteno dioxygenasa (EC 1.13.11.54)
scaffold_133-size_69002_27612_26590 27612 26590 Vanillato O-demetilasa oxygenasa (EC 1.14.13.82)
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7.4 Genes metabolicos y fimbriales de la cepa E. cloacae BAGMOL.

Otros genes interesantes relacionados con el desarrollo de procesos biolégicos
clave para la adhesion y colonizacion del huésped son los que codifican para bio-
films y fimbrias (tabla 1). Las fimbrias se conocen como pili y esta ampliamente
distribuido en las proteobacterias de las cuales depende el éxito de la adhesion de
la bacteria al huésped o a diversas superficies, incluso en presencia de hidrocarbu-
ros. La diversidad de las fimbrias contribuye a la variacion en colonizacién y deter-
minacion del huésped de diferentes cepas de E. cloacae. Las fimbrias estan ubi-
cadas en la membrana externa las subunidades de fimbrias generalmente se en-
samblan en estructuras de filamentos usando la via de proteinas chaperonas. La
presencia de multiples genes de fimbrias indica que es probable que la cepa E.
cloacae puede colonizar una amplia gama de huéspedes o entornos. La variacion
de fimbrias entre diferentes cepas de E. cloacae se espera que alteren la eleccion
de los huéspedes o nichos ambientales que la cepa puede colonizar y contribuir,
asi a la diversidad de las especies (Liu et al., 2013).

Otros genes detectados en este estudio codificaron enzimas interesantes como tres
quitinasas, dos de las cuales eran adyacentes al sistema de secrecion tipo Il.

E. cloacae BAGMO1 fue aislada de muestras de agua del GoM y estas enzimas
podrian conferirle la capacidad de poder degradar la quitina presente en este am-
biente, por lo que puede disponer de ella como fuente de energia.

Del mismo modo, la anotacion muestra genes relacionados con la resistencia a te-

lurita y arsénico, toxinas, antitoxinas, una region conservada de la biosintesis de
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enterobactina, genes de produccion y tolerancia de colicina V, biosintesis de anti-
biéticos (multidrogas) la anotacion de estos genes se describe en la tabla 1. Tam-
bién se observaron genes de bacilomicina y emulsan. Estos datos coinciden con los
resultados obtenidos de la base de datos de antibiéticos y metabolismo secundario

"antiSMACH" (Medema et al., 2011). Estos genes se pueden observar en la tabla

12.
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Tabla 12. Analisis de la anotacion funcional del genoma de la cepa E. cloacae BAGMO01

Localizacié Longitud Descripcién
ocalizacion secuencia
Sideroforos
scaffold_134-size 71498 65513 67255 65513 67255 Aerobactin sinthasa (EC 6.3.2.39), aerobactin biosintesis proteina lucC
scaffold_134-size_71498 68604 70793 68604 70793 Aerobactin sideroforo receptor IutA
scaffold_33-size 130146 55430 54102 55430 54102 Enterobactin esterasa
scaffold_33-size 130146 55447 57687 55447 57687 TonB-dependente de receptor de membrana externa para enterobactina
férrica y colicinas B, D Exportado-
scaffold_33-size_130146_46855_45608 46855 45608 res de Enterobactin EntS
scaffold_33-size_130146_ 46964 47971 46964 47971 Sistema de transporte de enterobactina férrica permease proteina FepD (TC 3.A.1.14.2)
scaffold_33-size_130146_47968_ 48960 47968 48960 Sistema de transporte de enterobactina férrica permease proteina FepG (TC 3.A.1.14.2)
scaffold_33-size_130146_48957 49757 48957 49757 Transporte de enterobactina férrica proteina de union a ATP FepC (TC 3.A.1.14.2)

Quitinasas

scaffold_148-size_258057_222941 221088 222941 221088 Quitinasa (EC 3.2.1.14)
scaffold_148-size_258057_226370_223668 226370 223668 Quitinasa (EC 3.2.1.14)
scaffold_126-size_50865_ 33699 34955 33699 34955 Quitinasa (EC 3.2.1.14)

Sistemas generales de secrecidn
scaffold_148-size 258057 228989 227910 228989 227910 Via de secrecion general proteina L

scaffold_148-size 258057 230072_229056 230072 229056 Via de secrecion general proteina K

scaffold_148-size 258057 230734 230069 230734 230069 Via de secrecion general proteina J

scaffold_148-size 258057 231105 230731 231105 230731 Via de secrecion general proteina |

scaffold_148-size 258057 231583 231098 231583 231098 COG2165: Via secretora de Tipo I, pseudopilina PulG
scaffold_148-size 258057 234721 233243 234721 233243 Via de secrecion general de proteinas E
scaffold_148-size 258057 236663 234735 236663 234735 Via de secrecion general de proteinas D
scaffold_149-size_359542_330510_332243 330510 332243 Lipasa

scaffold_149-size 359542 153634 155100 153634 155100 Fosfolipasa Al

scaffold_14-size 83060 _56580 57572 56580 57572 Lisofosfolipasa L2 (EC 3.1.1.5)
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scaffold_100-size 15419 14076 13159

Produccién de Colicina V
scaffold_148-size_258057_232032_231583
scaffold_148-size_258057_233243_232035
scaffold_148-size 258057 237449 236676
scaffold_35-size 154553 16174 16308
scaffold_35-size 154553 16417 16563

Resistencia a Arsenico y Telurito
scaffold_95-size_13400_4369 3938
scaffold_95-size_13400 5671 4382
scaffold_95-size_13400_6027_5707
scaffold_12-size_21355 15165 15518

scaffold_12-size_21355_15566_15928
scaffold_12-size_21355_15946_17697
scaffold_12-size_21355_17746_19035
scaffold_12-size_21355 19048 19473
scaffold_131-size 66370_30671_ 31855

scaffold_12-size_21355_19908_19504
scaffold_15-size_114419_46146_45166

scaffold_131-size_66370_30671_31855

scaffold_15-size_114419_46269_47270
scaffold_15-size_114419 47270_47863
scaffold_15-size 114419 50931 51605

Fimbrias
scaffold_116-size_31419 1165 512

scaffold_116-size_31419 2770 1172
scaffold_116-size_31419 6695 6072
scaffold_116-size_31419 8590 9174
scaffold_120-size_37983 23444 23986
scaffold_120-size 37983 24049 24786
scaffold_120-size 37983 27445 28023

14076

232032
233243
237449
16174
16417

4369
5671
6027
15165

15566
15946
17746
19048
30671

19908
46146

30671
46269
47270
50931

1165

2770
6695
8590
23444
24049
27445

13159

231583
232035
236676

16308
16563

3938
4382
5707
15518

15928
17697
19035
19473
31855

19504
45166

31855
47270
47863
51605

512

1172
6072
9174
23986
24786
28023
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Lipasa, familia GDXG

Via de secrecién general proteina G; Tolerancia acolicina_E2
Via de secrecién general proteina F; Tolerancia_a_colicina_E2
Via de secrecion general proteina C

Presucursor de Entericidina A

Entericidina B

Arsenato reductasa (EC 1.20.4.1) glutaredoxin-coupled, glutaredoxin-like family
Bomba de proteinas de flojo de Arsenico
Operon represor de resistencia arsenical
Operon represor de resistencia arsenical

Resistente arsénico operdn represor transactivo ArsD
ATPasa con bomba para Arsenico (EC 3.6.3.16) TEMP
Proteina de la bomba de flujo de arsénico

Arsenato reductasa (EC 1.20.4.1)

Proteinas inductibles de Selenito y telurito TsgA

ATPasa con bomba para Arsenico (EC 3.6.3.16) TEMP
FIG005189:Transferasa putativa agrupada con proteinas de resistencia telurita TehA / TehB

Proteina TsgA inducible por selenito y telurito
Proteina de resistencia al telurito TehA

Telurita metiltransferasa (EC 2.1.1.265)

Lipoproteina de membrana no caracterizada agrupada con proteinas de resistencia telu-
rito TehA /TehB

CFA/I | chaperona fimbrial

CFA/I adesina menor fimbrial
CFA/I subunidad principal fimbrial
Proteina fimbrial

Proteina fimbrial tipo YadN
Adesina Fimbrial cpD

Proteina finbrial putativa
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scaffold_120-size_37983 28048 28590
scaffold_120-size_37983_28590_29225
scaffold_120-size 37983 23444 23986
scaffold_120-size_37983_24049_ 24786
scaffold_120-size_37983_24852_ 27431
scaffold_120-size_37983_27445 28023
scaffold_139-size_88439_37747_36689
scaffold_139-size 88439 38486 37731
scaffold_139-size_88439_41565_41008
scaffold_139-size_88439 42844 41780
scaffold_139-size 88439 43578 42844
scaffold_142-size_111846_100955_101518
scaffold_142-size_111846_101587_102132
scaffold_142-size_111846_102167_102859
scaffold_142-size_111846_105452_106456
scaffold_142-size_111846_106466_106990
scaffold_142-size 111846 107674_107042
scaffold_30-size_184862_28897_29334
scaffold_30-size 184862 29347 30729
scaffold_30-size_184862_30719_31903

Sistemas Multidrogas
scaffold_145-size_157375_151333_ 148256

scaffold_145-size 157375 154456 151334

scaffold_145-size_157375_155658 154456
scaffold_148-size_258057_7362_8618
scaffold_26-size_154302_8911 5798

scaffold_26-size_154302_10062_8923

28048
28590
23444
24049
24852
27445
37747
38486
41565
42844
43578
100955
101587
102167
105452
106466
107674
28897
29347
30719

151333

154456

155658
7362

8911
10062

28590
29225
23986
24786
27431
28023
36689
37731
41008
41780
42844

101518

102132

102859

106456

106990

107042
29334
30729
31903

148256

151334

154456
8618

5798
8923
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Proteina similar a fimbrial no caracterizada YadL
Proteina similar a fimbrial no caracterizada YadK
Proteina Fimbrial YadN

Adesina Fimbria EcpD

Proteina de membrana externa HtrE

Proteina fimbrial putativa

Proteina YbgO asociada al sistema fimbrial

Chaperona fimbrial periplasmica

Proteina similar a fimbrial putativa

Proteina asociada al sistema fimbrial no caracterizada YbgO
Chaperona fimbrial no caracterizada YbgP

Proteina similar a fimbrial no caracterizada SfmA

Adhesivo similar a las fimbrias Fiml

Chaperone fimbrial STmC

Proteina similar a fimbrial no caracterizada SfmH

Proteina similar a fimbrial no caracterizada SfmF

Regulador transcripcional de la expresion de fimbrias FimZ (LuxR/UhpA)
pilin PilA tipo IV

Conjunto de fimbrial tipo IV, ATPase PilB

Proteina de ensamblaje fimbrial tipo IV PiIIC

Sistema de flujo de multiples farmacos MdtABC-TolC,

Sistema de flujo de multidrogas MdtABC-TolC, inner-membrane proton/drug antiporter MdtB
(RND)

Sistema de eflujo multidrogas MdtABC-TolC, componente de fusién de membrana MdtA
Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtG

Sistema de eflujo de miltiples farmacos AcrEF-TolC, antipuerto de protones / farmacos

de membrana interna AcrF (tipo RND)

Sistema de eflujo de multiples farmacos AcrEF-TolC, componente de fusién de mem-
brana AcrE
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7.5. Andlisis del metabolismo general la cepa E. cloacae BAGMO01

Se realiz6 un andlisis del metabolismo utilizando el genoma de E. cloacae BAGMO01
y se observo que esta cepa lleva a cabo vias metabdlicas generales como el meta-
bolismo de carbohidratos, aminoacidos, cofactores, vitaminas y procesos celulares
generales. Este analisis mostrd la presencia de genes que codifican cofactores,
vitaminas, pigmentos y grupos proteicos, genes que codifican células de pared y
capsula, genes que codifican para movilidad y quimiotaxis, genes que codifican el
metabolismo de &cidos grasos, lipidos e isopropenoides y genes que codifican el
metabolismo de los carbohidratos omo se observa en la figura 28.
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Figura 28. Metabolismo general de la cepa E.cloacae BAGMO1
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7.6 Analisis de multiples alineamientos de la secuencia genGmica conser-

vada con reordenamientos del genoma de la cepa E. cloacae BAGMO1.
Al genoma de E. clocace BAGMOL1 se le realizé un andlisis de multiples alineamien-
tos de la secuencia gendmica conservada con reordenamientos (MAUVE version
20150226) para la comparacion a nivel genémico, en base a secuencias de tres
cepas de E. cloacae disponibles en el Centro Nacional de Informacion Biotecnolo6-
gica (NCBI) (Darling et al., 2010). E. cloacae ATCC 13047 (es la Unica cepa que
tenia 2 plasmidos) se us6 como referencia de una cepa patdégena, E. cloacae SDM
se uso para la produccién de 2, 3-butanodiol, E. cloacae ENHKUOQL es un enddfito
de pepino de mar. El analisis de color de malva se utilizé para comparar la cepa de
este estudio con otras tres cepas de Enterobacteriaceae; una cepa patégena, una
cepa ambiental y un enddfito. La cepa patogéna de E. cloacae ATCC 13047
contiene dos plasmidos de 0.2 y 0.08 Mb. Las cepas ambientales y enddfitas no
tienen plasmidos. En el contexto gendémico, E. cloacae BAGMO1 presentd un plas-
mido fragmentado en el andamio 118, que es muy similar al de E. cloacae ATCC
13047. E. cloacae BAGMO1 también fue similar a las otras dos cepas posiblemente

debido a su estilo de vida (Figura 29).
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L A [
AT I TE

Figura 29. Analisis de multiples alineamientos de secuencias gendmicas conserva-
das con reordenamiento.
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7.7 Conclusiones.

En la Identificacién de genes relacionados con la sintesis de ramnolipidos y la de-
gradacion de alcanos en la cepa E. cloacae BAGMOL1. Se analiz6 el genoma com-
pleto para buscar genes putativos responsables de la produccion de Bs glicolipidos,
como una forma de determinar si estos genes son los relacionados con la biosintesis
de ramnolipidos. EI genoma de E. cloacae BAGMOL1 present6 un cluster de genes
rhlAB relacionados con la produccion de ramnolipidos. Ademas, se detectaron ge-
nes alkAB relacionados con la degradacion hidrocarburos alifatica.). Otras enzimas
identificadas en este estudio incluyen lipasas y esterasas que son importantes en el
metabolismo de los sustratos hidrofobos. Ademas, de genes que codifican para el
metabolismo general y de adaptacion que la cepa requiere para vivir en ambientes

marinos.
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8.1 Determinacion de la estructura molecular de los ramnolipidos produ-
cidos por la cepa E. cloacae BAGMOL1.

8.1.1 Introduccidn
Los Bs incluidos los glicolipidos, fosfolipidos, lipopéptidos, polisacaridos Yy lipidos neu-
tros, son compuestos activos de superficiales producidos a través del metabolismo
bioldgico.
Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae son capaces de producir Bs de diferente
naturaleza quimica. Estas cepas pudieron coproducir varios lipopéptidos como iturinas,
fengicina, kurstakin y surfactina. Sin embargo, no se ha descrito mucha informacién
sobre surfactina producida por las cepas de esta familia solo hay un reporte sobre el
componente producido por Citrobacter que se especul6 que era una surfactina basado

en masa molecular (Jia et al., 2015).

Algunos trabajos han descrito la produccion de diferentes isoformas pertenecientes a
kurstakin y familias de surfactina por cepa de E. cloacae. Tres homdlogos de kurstakin
gue difieren segun la longitud de la cadena de &cido graso de Cio a Ci2 fueron detec-
tados. El espectro de los lipopéptidos perteneciente a la familia surfactina contiene
varias isoformas que se diferencian por la longitud de la cadena del acido graso, asi
como los aminoacidos en las posiciones cuatro y siete (Jemil et al., 2018). Otras es-
pecies de Enterobacter pueden producir otro tipo de Bs como ramnolipidos (HoSkova
et al.,2013)

Para la identificacion de estructuras quimicas de Bs numerosas metodologias son
empleadas. La caracterizacion estructural de Bs se divide cominmente en dos partes,
incluido el analisis de la cadena de &cidos grasos, la composicién y secuencia de la

cadena peptidica o del carbohidrato.
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El método tradicional en el andlisis de las cadenas de acidos grasos es la resonancia
magnética nuclear (RMN) y mediante cromatografia de gases-masa (GC-MS) des-
pués de la esterificacion. Otros métodos para la elucidacion de moléculas Bs son la
espectrometria de masas de ionizacién por electroaspersion (ESI-MS) y el método de
espectrosmetria de masas en tandem en tiempo de vuelo de triple cuadrupolo (Q-
TOF MS/MS) la cual puede deducir directamente la conexion de amino&cidos o la
cadena peptidica de un lipopéptido sin hidrdlisis o la posicién del carbohidrato (Jemil

et al., 2018; HoSkova et al., 2013; Jia et al., 2013).

8.2 Materiales y métodos

8.2.1 Perfil de cromatografia de capa fina (TLC) de Bs BAGMOL.
La TLC se realizé en placas de silica gel 60 F255 (Merck Darmstadt, Alemania)
utilizando las fracciones purificadas de Bs BAGMO01. Se us6 un sistema de disol-
vente de cloroformo: metanol: acido acético (5: 1: 0,16) como fase movil. Los com-
puestos se detectaron visualizandolos con luz UV (modelo UVP UVGL-25, CA, EE.
UU.) y revelaron con sulfato cerico amoniacal [(NH4)4aCe(SOa)4] en H2SO4 2N (Lopez-
Martinez et al., 2011).

Para calcular el valor de Rf, se emplea la siguieren expresion: Rf=L1-L2

L1: Distancia recorrida por la muestra, desde el punto de aplicacién hasta el frente

del solvente. L2: Distancia de frente al solvente como se observa en la figura 30.
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Frente a solvente =

L2

Muestra ‘-
L1

Punto de Origen +

Figura 30. Placa de Cromatografia de capa fina (Montes-Dorantes 2015).

8.2.2 Método de derivatizacidon y analisis por HPLC para la determinacion de

ramnolipidos en BAGMO1 Bs.

El extracto crudo de Bs producido por E. cloacae BAGMOL1 y un estandar de ramnoli-
pidos comerciales (AGAE, AGA062917b Sigma-Aldrich) se derivatizaron utilizando la
técnica descrita por Schenk et al, (1995). Se mezclaron 100 mg de muestra liofilizada
y el estdndar con 125 L de trietilamina (EtsN) y se agregaron 75 mg de p-bromoace-
tofenona (Aldrich, Steinheim, Alemania), esta mezcla se disolvié en 2 ml de acetonay
se agitd durante 16 h a 20 °C. El éster derivatizado se obtuvo después de la filtracion
y evaporacion del disolvente. Se analizé en un equipo HPLC Waters 900 usando una
columna C18 (MA, EE. UU.) y un detector de arreglo de diodos. Se usé un gradiente
de agua (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B) como fase maovil: 4 min, A: B 3: 7
(v: v); 10 min, de 3:7 a 0:10; 9 min 0:10; 2 minutos de regreso a 3: 7. La HPLC se
realiz6 a 25 ° C con flujo de 0.8 ml/min, inyeccién de 20 pL de volumen de la muestra

y a una longitud de onda de 210 nm (Schenk et al, 1995).

8.2.3 Anélisis de espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear (RMN
H).
El Bs BAGMOL1 purificado (extraccion en fase solida fraccion 60:40) se someti6é a ana-

lisis adicional con resonancia magnética nuclear (1D RMN). La obtencién del espectro
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de RMN *H se llevé a cabo utilizando equipo VARIAN Mercury de 400 MHz. La muestra

fue solubilizada con metanol deuterado (Sigma Aldrich, Darmstadt Alemania). Se re-
portaron los desplazamientos quimicos de H en partes por millén. La asignacion de
las sefales se llevo a cabo de acuerdo a la comparacion de los datos reportados en la
literatura para ramnolipidos (Twigg et al., 2018; Wadekar et al., 2012; Lotfadad et al.,
2010).

8.2.4 Andlisis de cromatografia de liquidos de ultra-resolucién acoplada a
espectrometria de masas con tiempo de vuelo de triple cuadrupolo
(UPLC-QTOF- MS)

Los datos UPLC-QTOF-MS se obtuvieron en un equipo Agilent Technologies serie
1290 Infinity Il con ionizacién por electroaspercion (ESI) y con un detector modelo
QG65F Agilent Technologies G6545 (CA, EE. UU.). Se inyectaron 5 uL de Bs BAGMO01
purificado (fraccion 60:40) y se realiz6 la separacién usando una columna Eclipse de
2,1 x 50 mm, en el modo de ionizacion negativa. Se utilizé una soluciéon acuosa de
formiato de amonio 0.1 mM y metanol (solventes de grado HPLC-MS de Sigma Al-
drich), como fase movil A:B respectivamente, 0-4 min 90:10 %, 4-5.50 min 90:10-0:100
%, 5.50-6.50 min, 0;10-90:10 %, con flujo de 0.25 mL/min. El rango de exploracion de
masas fue de 100 a 800 unidades de masa atémica (amu), mientras que un m/z 503

se utiliz6 como objetivo (target) para la fragmentacion.
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8.3 Resultados y Discusion

8.3.1 Perfil cromatogréafico de capa fina (TLC) del ramnolipido BAGMO1
En la caracterizacién por TLC del ramnolipido BAGMO1, se observo la presencia de
spots similares a los del estdndar comercial de ramnolipidos (AGAE, AGA062917b
Sigma-Aldrich). Con Rf de 0.23 a 0.77 Figura 31. Lotfabad et al., (2010) obtuvo un
patron de Rf similar, 0.31y 0.75, correspondiente a un di-ramnolipido y un mono-ramno-

lipido, respectivamente.

Mono-rhamnolipid

Di-rhammolipid

Figura 31. TLC de las fracciones obtenidas del extracto crudo de E. cloacae BAGMO01
revelado con UV a longitud de onda corta, 1) Fraccién 100% H20, 2) Fraccién 80:
20% 3) Extracto crudo BAGMO01, 4) Control de ramnolipidos, 5) Fraccion 60: 20%,
6) Fraccién 100% metanol.
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8.3.2 Método de derivatizacion y analisis por HPLC para la identificacion de
ramnolipidos producidos por E. cloacae BAGMOL1.
El ramnolipido comercial y el extracto crudo Bs BAGMO1 se derivatizaron y se analiza-
ron por HPLC. Los cromatogramas se visualizaron con un detector UV de los respec-
tivos ésteres de p-bromofenacilo a 210 nm, como se muestra en la figura 32. La mues-
tra del extracto crudo del Bs BAGMO1 se observo en un tiempo de retencion de 15.68
min (Figura 32A) y fue comparable con el tiempo de retencion del ramnolipido comer-

cial utilizado como referencia (Figura 32B).
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Figura 32. Caracterizacion de ramnolipidos por método HPLC-derivatizacion produ-
cidos por E. cloacae BAGMO1. A) BAGMOL1 éster de Bs-p-bromofenacilo y B) com-
puestos de referencia ramnolipido-L- p-bromofenacil ester.
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8.3.3 Andlisis de espectroscopia de RMN *H del ramnolipido BAGMOL1.
Para determinar la estructura quimica, se llevé a cabo el andlisis del espectro de
RMN !H. La Tabla 13 muestra los resultados del andlisis del Bs BAGMO1 purificado.
Las sefiales quimicas caracteristicas del anillo de ramnosa presente en el ramnolipido
consisten: CHs- 1.11 ppm, Hz a Hs en un rango de 3.1-3.8 ppm y la parte de lipidica
fue detectada por los desplazamientos quimicos 0.91 ppm -CHs, 1.25 ppm -(CH2)n,

2.4, 2.5 ppm -CH2-COO-.

Tabla 13. Asignaciones quimicas del espectro de RMN 'H de ramnolipidos purifica-

dos en *H producidos por E. cloacae BAGMOL.

Asignacion Desplazamiento quimico lH (ppm)

Ramnolipido BAGM01
-CHs 0.91
-(CH2)n 1.28

CH2-COO- 24a25
-CHas-(ring) 1.11
-H 4.21

Hz2a -Hs 3.1- 3.8

La figura 33 (espectro RMN 'H) muestra el desplazamiento quimico por los glicoli-

pidos del tipo de ramnolipidos producidos por E. cloacae BAGMOL1.
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-CHT§_(ring)

—=2

I

Figura 33. Espectro de RMN H de ramnolipido por E. cloacae BAGMO1 ais-
lado de GoM.

8.3.4 Cromatografia liquida ultra presién acoplado a analisis de espectro-
metria de masas con tiempo de vuelo de triple cuadrupolo (UPLC-

QTOF-MS)

La presencia de congéneres de ramnolipidos se determind a través de un analisis
UPLC-MS/MS en modo de escaneo automatico. A partir de esto, se detectaron con-
géneres de seis mono-ramnolipidos y cuatro di-ramnolipidos con dos cadenas de
acido graso 3-hidroxil con base en andlisis de ESI-MS / MS. La longitud de la cadena
del hidroxil &cido varié entre homélogos Cs, Cio, Ci2, Ci12:1, Ci1s, C1s. Se observo que
los congéneres predominantes son mono-ramnolipidicos. Los congéneres de mono-
ramnolipidos y di-ramnolipidos se muestran en la Tabla 14. Ademas, de este analisis,
Rha-Ci0- Cio fue el principal ramnolipido identificado por la aparicion de sefales de
los iones moleculares en m/z 503, la cual se utilizé para observar la fragmentacion

en el analisis target MS/ MS como se observa en la figura34.
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Tabla 14. Composicién quimica de variedades de acidos grasos en los congé-

neres de ramnolipidos producidos E. cloacae BAGMOL.

Congéner ramnolipido  M-H (m/z)
Mono-ramnolipidos

Rha-C8-C10 475
Rha-C10-C8 555*
Rha-C10-C10 503
Rha-C10-C12 531
Rha-C14-C12 588
Rha-C18-C18 728
Di-ramnolipidos
Rha-Rha-C10-C12:1 676
Rha-Rha-C10-C12 678
Rha-Rha-C12-C12 706
Rha-Rha-C16-C16 818
*M+Br
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Figura 34. Espectro de fragmentacion de ESI-MS/MS en modo de ion negativo
del ramnolipido (Rha-C10-C10) (m/z 503) producidos por E. cloacae BAGMOL1.
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Para obtener la estructura quimica de los Bs sintetizados por E. cloacae BAGMO0L1, el
extracto purificado se analizé por TLC, se derivatizo y se analizé por HPLC, se ob-
tuvieron experimentos de espectroscopia de RMN H y un anlisis de cromatografia
liquida de ultra presién acoplada a espectrometria de masas de tiempo de vuelo de
triple cuadrupolo (UPLC-QTOF- MS). Se derivatizo el extracto crudo de Bs BAGM01
y se usO un estdndar comercial para identificar los compuestos presentes en cada
sefal en el cromatograma y confirmar la presencia de ramnolipidos. Los cromato-
gramas de la muestra presentaron una sefial en un tiempo de retencién similar al
estandar. Sefiales adicionales aparecieron en los cromatogramas, pero de acuerdo
con sus respectivos espectros UV, no se identificaron como otros ramnolipidos. Po-
siblemente, se trata de otros productos microbianos presentes en el medio de cultivo.
Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados por Schenk
et al., (1995) y Mata-Sandoval et al., (1999), quienes realizaron un trabajo con una
cepa de Pseudomonas aeruginosa. Los desplazamientos quimicos caracteristico ba-
sado en 'H NMR indicé que la muestra purificada tenia la estructura molecular de un
ramnolipido, en comparacion con el resultado de Lotfabad et al., (2010) y Pereira et
al.,(2012).

Para confirmar la estructura, se realizé un analisis UPLC-QTOF-MS con el fin de

determinar los fragmentos en los ramnolipidos tipos de grupos funcionales, de los

diferentes elementos en la molécula. Este enfoque permitié la identificacién de la

longitud de la cadena de &cido graso, su ubicacion en la estructura del ramnolipido

y confirmar la presencia de la unidad ramnosa. Esto se observd mediante la pre-

sencia de los iones m/z 333, 169 y 163 lo que confirman que el congénere predo-

minante fue un Rha-C1o0-Cio.
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Estos resultados demuestran que los Bs producidos por E. cloacae BAGMO1 son,
ramnolipidos. De los congéneres de ramnolipidos producidos por esta cepa la mo-
lécula predominante fue el mono-ramnolipido (Rha-Ci0-C10). Este congéner princi-
pal, junto con otros congéneres de acidos grasos fueron similares a los reportados
por Lotfabad et al., (2010). Sabturani et al., (2016) mencionaron en su trabajo que
los di-ramnolipidos son el componente predominante en la mezcla de ramnolipidos
producida por Pseudomonas sp. En este trabajo observamos que Enterobacter
cloacae BAGMO1 produce congéneres de mono-ramnolipidos y di-ramnolipidos,
siendo el Rha-C10-C10 el congénere predominante.

Finalmente, la capacidad de E. cloacae BAGMOL1 para crecer en sustratos hidrofili-
cos e hidrofébicos ademas de en ambientes marinos son caracteristicas que dan
lugar a la produccion de metabolitos secundarios, incluidos los ramnolipidos con una
actividad tensoactiva y emulsificante atractiva ademas de una alta estabilidad, lo que
los convierte en candidatos prometedores para su aplicacién en diferentes indus-
trias. Sarafzadeh et al., (2013), al igual que Jadhav et al., (2011), establecen que
Enterobacter cloacae es una bacteria productora de Bs que tiene efecto sobre la
tensién interfacial consideran que el Bs que produce es efectivo para utilizarse en

la extraccién mejorada de petréleo y biodegradacion.
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8.4 Conclusiones

Las moléculas Bs son de diversa naturaleza quimica como lo son lipopéptidos,
exopolisacéridos, fosfolipidos y glicolipidos.

El Bs BAGMOL1 purificado producido por la cepa E. cloacae BAGMOL1 presenta un
perfil cromatografico similar a los de un estandar de una mezcla de ramnolipidos,
mediante el andlisis de TLC y derviatizacion-HPLC.

En el andlisis de *H RMN mostré la presencia de sefiales quimicas que correspon-
den a los grupos caracteristicos de una molécula de ramnolipido. Lo cual se corro-
boro por medio de un andlisis de UPLC-QTOF-MS lo que permitio la identificacion
de una mezcla de congéneres de mono y di-ramnolipidos cuyas estructuras estan
formadas por unidades de ramnosa unida a dos cadenas de acidos grasos que
varian su longitud de 8 hasta 18 atomos de carbono. El congener que se observo

mayoritariamente fue el Rha-Ci0-Caio.
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Capitulo 7X

9.1 Degradacion de hidrocarburos por la cepa E. cloacae BAGMO01

9.1.1 Introduccién

Los bajos niveles de biodisponibilidad y de biodegradacion de los compuestos hi-
drofébicos han repercutido en el éxito de los procesos de biorremediacion. Los tra-
tamientos que implican el uso microorganismos y sus productos metabdlicos ocu-
pan importante espacio en la industria petrolera, desde hace cinco décadas. La
diversidad bacteriana en ambientes marinos y sus diferentes procesos de produc-
cion de metabolitos secundarios como los Bs, favorecen la degradacion de hidro-
carburos (Garcia-Cruz y Aguirre-Macedo, 2014).

Los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAP) son contaminantes ambientales
ubicuos generados a partir de procesos naturales, como antropogénicos y generan
riesgos a la salud de la vida acuética y de los humanos a través de la bioacumula-
cion. Los HAP son compuestos hidrofébico y facilmente adsorbido en particulas de
materia organica y, por lo tanto, los sedimentos costeros y marinos se convierten
en los mejores receptores de estos compuestos (Arulazhagan et al., 2010).

La biodegradabilidad de los hidrocarburos arométicos policiclicos como el nafta-
leno, el fluoreno, el antraceno se ha investigado usando consorcios bacterianos
halotolerante aislado del medio marino (Hua et al., 2015)

Se han aislado potenciales bacterias hidrocarbonoclastatas que pertenecen a la
familia de las Enterobacteriaceae.

La mayoria de los compuestos de hidrocarburos son téxicos en los ambientes te-
rrestres y acuaticos. Se utilizan métodos fisicos y quimicos para la eliminacion de

contaminantes del medio ambiente. Sin embargo, la biorremediacién que es un pro
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ceso biolégicamente mediado para eliminar contaminantes del ambiente. Esto im-
plica la mineralizacion microbiana de polimeros complejos en componentes inorga-
nicos simples como el diéxido de carbono. Este método utiliza las capacidades me-
tabdlicas de los microorganismos para remediar ambientes contaminados. Estos
esquemas se centran en estimular microbios autéctonos (bioestimulacion) o por la

introduccidn de especies microbianas exdgenas (Nkanang et al., 2018).

9.2 Materiales y métodos

9.2.1 Ensayos de degradacién
Se realizaron cultivos con la cepa E. cloacae BAGMO01 en medio liquido con volu-
men de trabajo de 20 mL de medio mineral (Sari et al., 2016), 500 ppm de hidrocar-
buros libres de asféltenos. Los tratamientos fueron: control abiotico, E. cloacae
BAGMO1 més biosurfactante y finalmente E. cloacae BAGMO1; los ensayos se rea-
lizaron por triplicado a 30 °C y 150 rpm durante 15 dias. La extraccion se realizd con
el sobrenadante libre de células al cual se le afiadio partes iguales de diclorometano
(CH2Cl2) grado HPLC (Sigma Aldrich), los extractos se pasaron por una columna de
sulfato de sodio. Posteriormente, las muestras fueron analizadas en un cromato-
grafo de gases Hewlett Packard, modelo HP5890 Series Il equipado con detector
de ionizacion de flama (FID), con una columna ultra 1 crosslinked/metilsilicona (25.5
m largo x 0.32 mm de diametro interior; proporcion de fase 150 y un espesor de 0.52
pm) marca Hewlett Packard. La velocidad del flujo del gas acarreador Helio 0.55
ml/min, con inyeccidén del pL de la muestra, tiempo de corrida de 31.5 minutos a

una velocidad de entre 10 y 20 °C/min a 150 y 300 °C (Mufioz, 2015).
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9.3 Resultados y Discusion.
Se determino la capacidad de la cepa E. cloacae BAGMO1 para degradar petréleo
crudo libre de asféltenos. Se analizaron los perfiles cromatogréficos de la cepa, del
tratamiento abiético y de la cepa mas un surfactante sintético. En la figura 35 se pre-
sentan el perfil cromatogréfico del control abiotico y el perfil de degradacion de E.
cloacae BAGMOL. En las figuras 35 Ay B Se observa una disminucién en el area
comparado con el control abidtico, lo que nos indica que la cepa es capaz de degra-
dar los hidrocarburos presentes en el petréleo crudo. Cuando se compara la degra-
dacion de la cepa mas el surfactante sintético (figura 35C) se observa de igual ma-
nera una disminucién, pero es menor que la observaba en el perfil cromatografico

del tratamiento que contiene solo la cepa.
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A)
o Control abiético
B) i E. clocace BAGMO1

..... | LL .. .. ‘ LLJ ]l|_|_.|.-|--|-|'l"h""""‘"'-"—*-—-—m

Raaaly E. clocace BAGMO1 mds
C) st ] surfactante

1 il

el
sl
Al -

T B

i & ok

Figura 35. Perfil de degradacion de petréleo libre de asfaltenos A) control abidtico,
A) E. cloacae BAGMO0O1 y C) E. cloacae BAGMO01 mas surfactante sintético 360 h,
150 rpm.
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La cepa de Pseudomonas sp. P-1, aislada de suelo contaminado con hidrocarburos
ha sido investigada por su capacidad para degradar hidrocarburos y producir Bs.
Dicha cepa degrada, en las fracciones A5 y P3 de petrdleo crudo, y hexadecano (27,
39, 27 y 13% de los hidrocarburos, fueron degradados respectivamente en medio de
cultivo), pero no tiene la capacidad para degradar fenantreno (Pacwa-Plociniczak et
al., 2014). La combinacién de estrategias eficientes de biodegradacion y aplicacion
de Bs constituyen elementos claves para abordar la solucion de problemas ecolégi-
cos derivados de los hidrocarburos en los cuales los microorganismos tienen un papel
esencial (Raiger- Lustman y Lépez, 2009).

La cepa Enterobacter cloacae TU durante su crecimiento en n-hexadacano como
Unica fuente de carbono produce un exopolisacarido (ESP) extracelular que exhibe
actividad emulsificante la cual favorece la biodisponibilidad de n-hexadecano y con-

tribuye a la acelerada degradacion de estos hidrocarburos (Hua et al., 2010).

9.4 Conclusiones
Con este estudio se demostré que la cepa Enterobacter cloacae BAGMO1 aislada
de un ambiente marino puede emulsificar varios hidrocarburos y promueve la solu-
bilizacién de hidrocarburos como hexadecano, diesel, petréleo crudo libre de asfal-

tenos mediante la produccion de Bs.
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Capitulo X
10.Conclusiones finales.

Los ambientes marinos brindan una importante fuente de comunidades bacterianas
que pueden producir compuestos con actividad Bs, dicha actividad se observa pre-
sente en los consorcios y cepas aisladas de muestras de agua y sedimentos mari-
nos del GoM

Se observo actividad Bs en consorcios y cepas bacterianas aisladas de muestras de
columna de agua y sedimentos. Se aislaron cepas de Enterobacter cloacae, siendo
este el género predominante y ubicuo en todos los sitios y profundidades muestrea-
dos en el GoM. Los disefios experimentales se utilizaron para mejorar con éxito la
produccién de Bs por E. cloacae BAGMO1 en términos de reduccién de TSy IE2a.
El extracto crudo Bs BAGMOL1 se caracterizé y mostré una alta estabilidad en un am-
plio rango de temperaturas, pH y salinidad, presentando asi un gran potencial de
aplicacion en diversas areas biotecnologicas. El analisis gendmico revel6 la presen-
cia de genes involucrados en la sintesis de ramnolipidos y otros que estan participan
en la degradacion de hidrocarburos alifaticos, ademas de enzimas con actividad
sobre sustratos hidréfobos. La caracterizacion estructural de los ramnolipidos produ-
cidos por E. cloacae BAGMO1 fue corroborada por TLC, derivatizacion y analisis
por HPLC, RMN 'H y UPLC-QTOF-MS. Los ramnolipidos obtenidos de E. cloacae
BAGMO1 poseen caracteristicas deseables y pueden competir con cualquier otro Bs

y surfactante quimico en numerosasaplicaciones.
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10.1 Perspectivas.

1) optimizar la actividad Bs con la cepa E. cloacae BAGMO1 como estrategia
incrementar la produccion de ramnolpidos.

2) Utilizar la herramienta de expresion heterologa para producir ramnolipidos
con los genes de la cepa E. cloacae BAGMOL.

3) Generar un analisis comparativo de la anotacién funcional del genoma de
las 8 cepas de E. cloacae.

4) Evaluar la produccién de exopolisacéridos o Bs de naturaleza proteica de las

cepas de E. cloacae.
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Anexos.
Anexo 1. Tabla de sitios de muestreo de agua y sedimentos de origen marino:
rofundidad y muestreo.

Estacion | Muestra Profundidad | Latitud Longitud Fecha de
(m) (Grad/min) | (Grad/Min) muestreo
Al MC 61 25° 52.446’ | 95° 50.611° | 2016-03-04
N W T 15:34
mO2 253
1000m no
Fondo sed-20
Sedimento | 879
A2 MC 52 25° 52.806’ | 95° 50.452’ | 2016-03-04
N w T 02:46
mO2 356
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 2066
A3 MC 73 25° 53.004’ | 95° 32.908 | 2016=-03-05
N w T 22:08
mQO2 388
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 2390
A4 MC 67 25° 52.848 | 94° 40.116’ | 2016-03-06
N w T 06:59
mQO2 430
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 2966
B5 MC 30 25° 38.427° | 96° 15.958’ | 2016-03-11
N w T 23:05
mQO2 380
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 550
B6 MC 50 25° 38.446’ | 95° 52.006’ | 2016-03-12
N w T 23:40
mQO2 350
1000m no
Fondo sed-20
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Sedimento | 1018
B7 MC 60 25°38.271° | 95°34.872W | 2016-03-13
N T 02:41
mO2 350
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 1210
B8 MC 40 25° 38.432° | 95° 15.079 | 2016-03-13
N w T 12:24
mQO2 350
1000m 1000
Fondo 2403
Sedimento | 2700
B9 MC 55 25° 38.387’ | 95° 00.008 | 2016-03-06
N w T14:09
mO2 400
1000m 1000
Fondo sed-20
Sedimento | 2946
C10 MC 55.1 19° 10.328’ | 93° 17.961 | 2016-03-23
N w T: 23:49
mO2 400
1000m NO
Fondo sed-20
Sedimento | 717
Cl1 MC 48 18° 36.773 | 93° 30.150’ | 2016-03-24
N w T:13:38
mO2 390
1000m NO
Fondo 860
Sedimento | 881
C12 MC 64 20° 01.188 | 93° 46.160" | 2016-03-25
N w T:01:25
mO2 346
1000m 1000
Fondo 1317
Sedimento | 1329
C13 MC 65 20° 36.093’ | 94° 17.520’ | 2016-03-18
N w T: 04:36
mO2 456
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1000m 1000
Fondo 1875
Sedimento | 1887
Cl4 MC 82 20° 43.623’ | 94° 44610’ | 2016-03-16
N W T 23:51
mO2 430
1000m 1000
Fondo 3180
Sedimento | 3205
D15 MC 69 19° 09.757’ | 93°36.260' W | 2016-03-19
N T:08:36
mO2 410
1000m NO
Fondo 609
Sedimento | 622
D16 MC 59 19° 02.877° | 94° 00.038’ | 2016-03-19
N w T:14:34
mO2 340
1000m NO
Fondo 686.3
Sedimento | 697
D17 MC 72 19°36.665° | 94° 04.788’ | 2016-03-19
N W T:03:17
mO2 380
1000m NO
Fondo 800
Sedimento | 900
D18 MC 76 19° 55.777 | 94° 20.439’ | 2016-03-18
N W T:11:38
mO2 410
1000m 1000
Fondo 1300
Sedimento | 1320
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Anexo 2. Andlisis de varianza de los efectos de los factores nutricionales y de cultivo
sobre % de reduccion de TS

Suma Media F p-valor
Fuente cuadrados GL cuadrada Valor Prob > F
Modelo 102.23 4 2555 12.55 0.03 significativo
C-Sacarosa 54.08 1 54.08 26.57 0.01
D-Temperatura 21.78 1 21.78 10.70 0.04
E-Extracto de lev 10.12 1 10.12 4.97 0.11
G-NacCl 16.24 1 16.24 7.98 0.06
Residual 6.105 3 203
Cor Total 108.33 7

Anexo 3. Analisis de varianza de los efectos de los factores nutricionales y de cultivo
sobre la % indice de emulsion.

% Indice de emulsion

Suma de Media F p-valor
Fuente Cuadrados GL cuadrados Valor Prob > F
Modelo 732.30 5 146.46 87.96 0.011 significativo
B-Hexadecano 8.40 1 8.40 5.04 0.15
C-Sacarosa 2.20 1 2.20 1.32 0.36
D-Temperatura 361.80 1 361.80 217.30 0.00
E-Extracto de lev 29.64 1 29.64 17.80 0.058
G-NacCl 330.24 1 330.24 198.34 0.005
Residual 3.33 2 1.66
Cor Total 735.63 7
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Anexo 4. Andlisis de varianza de la reduccion de la tension superficial por Enterobacter cloacae
BAGMO1 a=0.05. Disefio Box Behnken.

Suma media F p-valor
Fuente cuadrados df  cuadados Valor Prob > F
Model 1314.54 9 146.06 4.92 0.03 Significativo
A-Sacarosa 105.12 1 105.12 3.54 0.10
B-Temperatura 24.85 1 24.85 0.83 0.39
C-NacCl 120.90 1 120.90 4.07 0.09
AB 128.82 1 128.82 4.34 0.08
AC 248.06 1 248.06 8.36 0.02 Significativo
BC 171.61 1 171.61 5.78 0.05
AN2 38.75 1 38.75 1.30 0.29
B/2 206.64 1 206.64 6.96 0.03 Significativo
Cn2 269.78 1 269.78 9.09 0.02 Significativo
Residual 177.91 6 29.65
Lack of Fit 173.20 3 57.73 36.79 0.007 Significativo
Error 4.70 3 1.56
Cor Total 1492.45 15
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Anexo 5. Analisis de varianza del % de indice de emulsion por Enterobacter cloacae BAGMO1

a=0.05. Disefio Box Behnken.

Suma media F p-valor

Fuente cuadrados df cuada- Valor Prob>F
dos

Modelo 673.34 9 74.81 4.83 0.03 Significativo
A-Sacarosa 132.03 1 132.03 8.52 0.02 Significativo
B-Temperatura 22.44 1 22.44 1.44 0.27
C-NacCl 1.90 1 1.90 0.12 0.73
AB 93.12 1 93.12 6.01 0.04
AC 65.61 1 65.61 4.23 0.08
BC 85.56 1 85.56 5.52 0.05
AN2 70.14 1 70.14 4.52 0.07
B/2 202.35 1 202.35 13.06 0.01 significativo
Cn2 0.18 1 0.18 0.01 0.91
Residual 92.93 6 15.48
Lack of Fit 60.38 3 20.12 1.85 0.31 significativo
Error 32.54 3 10.84
Cor Total 766.27 15
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Characterization of Enterobacter cloacae BAGMO1 producing a thermostable and alkaline
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Abstract

The search for novel biosurfactants (Bs) requires the isolation of microorganisms
from different environments. The Gulf of Mexico is a geographical area active in the
exploration and exploitation of hydrocarbons. Recent metagenomic and microbio-
logic studies in this area suggested a potential richness for novel Bs microbial pro-
ducers. In this work, nineteen bacterial consortia from the GoM were isolated at dif-
ferent depths of the water column and marine sediments. Bs production from four
bacterial consortia was detected by the CTAB test and their capacity to reduce sur-
face tension (ST), emulsion index (El24) and hemolytic activity. These bacterial con-
sortia produced Bs in media supplemented with kerosene, diesel or sucrose. Culti-
vable bacteria from these consortia were isolated and identified by bacterial poly-
phasic characterization. In some consortia, Enterobacter cloacae wasthe predomi-
nant specie. E. cloacae BAGMOL1 presented Bs activity in minimal medium and was
selected to improve its Bs production using a Taguchi and Box Behnken experi-
mental design; this strain was able to grow and presented Bs activity at 35g/L of
NaCl. This Bs decreased ST to around 34.5+0.56 mN/m and presented an Elz4 of
71+£1.27 %. Other properties of this Bs were thermal stability, stability in alkaline
conditions and stability at high salinity that confers important desirable characteris-
tics in multiples industries. The analysis of the genome of E. cloacae BAGMO01
showed the presence of rhIAB genes that have been reported in the synthesis of
rhamnolipids, and alkAB genes that are related to the degradation of alkanes. The
bioactive molecule was identified as a rhamnolipid by HPLC-derivatization, H NMR
and UPLC-QTOF-MS analysis.

Keywords: Biosurfactants, Enterobacter cloacae, Marine environment, Production,
Rhamnolipid.
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1. Introduction

Oils spills can cause a wide range of negative and profound impacts on the marine environ-
ment. The damaging impact has been studied and documented in the scientific literature over
decades (Sammarco et al., 2013). The capacity of the marine environment to recover from
severe perturbations is a reflection of its abiotic and biotic complexity. Seawater contains a
diversity of marine macro and microorganisms capable of metabolizing hydrocarbons and
their derivatives. Microorganisms include mainly bacteria, yeasts and fungi that can utilize
hydrocarbons compounds as a source of carbon and energy. Hydrocarbon degrading bacteria
are widely distributed throughout the marine environment, although they are abundant in
areas with natural oil seeps or chronically polluted coastal waters (Kimes et al., 2013; Sam-
marco et al., 2013; Godoy-Lozano et al., 2018). The Gulf of Mexico (GoM) is an area cov-
ering 1.6x10° km? with a particular macro and micro-diversity. After the Deepwater Horizon
oil spill in 2010, different research projects have described the impact of this catastrophic
event (Babcock-Adams et al., 2017).

The presence of aliphatic hydrocarbons in seawater from Gulf of Mexico after the Deepwater
Horizon oil spill reached concentrations of petroleum hydrocarbons (TPH) in the range of
202-206 pg/L (Sammarco et al., 2013). In marine sediments of the GoM, hydrocarbon pres-
ence was reported in concentrations ranging between 534 to 6159 ng/g-! for surface sedi-
ments and between 325 and 1415 ng/g™* for sub-surface sediments (Badcock-Adams et al.,
2017). The structure of the microbial community is enriched with bacteria that degrade hy-
drocarbons at depths ranging from 183 to 3740 m, particularly at a depth of 500 m, where a
higher concentration of aromatic hydrocarbons was detected. Currently, the concentration of
aromatic hydrocarbons varies from 13 to 60 pg/kg in deep zones and differs from shallow
areas with reported concentrations between 100 pg/kg and 500 pg/kg. At depths of 183 to
3740 m, the most abundant class of bacterial were Gammaproteobacteria, Deltaproteobac-
teria, Alphaproteobacteria, Clostridia, Nitrospira, Phycisphaera and Actinobacteria (Go-
doy-Lozano et al., 2018). Thus, these sites are rich sources of microorganisms producing
diverse and potentially novel metabolites such as enzymes, terpenes, steroids, polyketides,
peptides, alkaloids, saponins, phenols, porphyrins, just to mention a few (Deshpande et al.,
2010, Kiuru et al., 2014, Gallimore, 2017). Also, this polluted marine environment could
promote the growth of diverse microorganisms capable of producing biosurfactants (Bs) and
emulsifying agents that allow microorganisms to survive in habitats with high concentrations
of hydrophaobic substrates (Jackson et al., 2015).

Bs are defined as tensoactive or bioemulsificant compounds that are produced by microor-
ganisms. These biomolecules can present a variety of structures such as polymers (polymeric
Bs that possess high molecular weights and confer emulsifying characteristics), or glycoli-
pids, lipopeptides, and phospholipids, which are of low molecular weight and are efficient in
lowering surface tension (ST) and interfacial tension. Glycolipids Bs are amphiphilic mole-
cules that consist of a hydrophilic head (generally sugars) and a hydrophobic tail (unsaturated
or saturated fatty acids). They are biodegradable, environmentally friendly, biocompatible
and present low toxicity, and they have activity under different conditions of temperature,
pH and salinity (Jakoveti¢, et al., 2013). These properties make them potential candidates
that can replace synthetic surfactants in a variety of industrial applications such as detergents,
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foaming agents, wetting agents, food additives and in bioremediation processes (Hoskova, et
al., 2013, Nitschke and Sousa e Silva, 2018).

Glycolipid Bs production is significantly influenced by the type and concentration of nutri-
ents such as carbon, nitrogen, phosphorous and the presence of certain trace elements. Addi-
tionally, physicochemical conditions such as pH, NaCl concentration, temperature and shak-
ing have a significant effect on Bs production.

Some species belonging to the Enterobacter genus have been reported to produce Bs, and it
has been shown that, depending on the carbon source used, these bacteria are capable of
producing rhamnolipids, lipopeptides, and polymeric Bs. Some species of this genus are ca-
pable of emulsifying different hydrophobic substrates which gives it potential for application
in bioremediation processes (Abbasi and Amiri., 2008, Hoskova et al., 2013, Jemil et al.,
2018).

In this work, different strains of E. cloacae were isolated from microbial consortia at different
depths of the water column and sediments in the GoM. Mainly, E. cloacae BAGMO01 grew
and exhibited surface and emulsion activity at high NaCl concentrations (up to 35 g/L) and
also used different carbon substrates (kerosene, hexadecane, diesel sunflower oil, and differ-
ent carbohydrates). The Bs produced by E. cloacae BAGMO01 showed high thermal stability,
presented high activity at alkaline pH and at high NaCl concentrations. Genes related to
rhamnolipid synthesis and alkane utilization are also present in its genome. Structural analy-
sis of the purified Bs confirmed that the molecule is a rhamnolipid and the predominant con-
gener was a Rha-C10-Cio.

2. Materials and Methods

2.1. Study area

This study was carried out in the GoM onboard the oceanographic vessel “Justo Sierra-
UNAM?”, at 20 different locations and at the following depths: maximum fluorescence (Mf:
~ 30 to 80 m), minimum oxygen (mO-: ~253 to 456 m), 1000 m, seabed and sediment (sam-
pled from 40 to 60 cm of depth) as shown in Fig. 1. The samples used in this study were
taken from “Perdido region” (98°W and 26°N) in GoM.

Water samples were collected using an oceanographic rosette with twelve 20 L Niskin sam-
pling bottles that were mounted on a carousel sampler and was automatized for the determi-
nation of different physicochemical parameters at each depth (pH, temperature, salt concen-
tration, etc.). Every 100 L sample of seawater was concentrated to 3.5 L using tangential flow
filtration. Samples of sediment were obtained with an Ekman box corer sampler. Samples
were homogenized in a flask, and 50 g of each sample was refrigerated at 4 °C for transpor-
tation prior to laboratory processing.

2.2. Culture media

A rich medium was prepared for the isolation of bacterial consortia and strains containing
trypticasein soy broth, 20 g/L NaCl, 1.2 g/L beef extract and 1.2g/L sodium nitrate. A mini-
mal medium was used for Bs production consisting of 3.5 g/L KoHPO4, 4 g/L Na2HPOg4, 0.04
g/L CaCly, 0.7 g/L MgSOs, 10 g/L NaCl and 0.1 g/L NaNOs supplemented with 0.5 g/L yeast
extract and a carbon source (Sari et al., 2014). For the experimental design, different carbon
sources were added to the minimal medium: hexadecane, sunflower oil and sucrose at differ-
ent concentrations.

2.3. Screening for Bs producing consortia and bacterial strains
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Culturable consortia and bacterial strains were grown in trypticasein soy broth mentioned
previously and screened for Bs activity with the following assays:

2.3.1. Methylene blue CTAB agar plate assay

Hexadecyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) agar plates were inoculated with culture
supernatant at room temperature from72 to 96 h. Dark blue halos were considered positive
results for anionic Bs presence (Siegmund and Wagner., 1991).

2.3.2. Emulsion index (El24)

Emulsion index (% El24) was determined by adding 2 mL kerosene to a 3 mL volume of
culture supernatant. Both liquids were mixed by vortex for 2 min, and then left stand for 24
h at room temperature. El24 percentage was determined by the height of the emulsified region
(cm) divided by the total height of the liquid column and multiplied by 100 (Rosas-Galvan
etal., 2018).

2.3.3. Surface tension (ST)

The ST in free-cell supernatant samples was measured with a digital tensiometer K20S
(KRUSS, Hamburg, Germany) based on the principle of the plate method (Rosas-Galvan et
al., 2018).

2.3.4. Hemolysis assay

Selected strains were grown on blood agar plates (5 % v/v blood) and incubated at 30 °C
during 24-48 h. Hemolytic activity was detected as a clear zone around the colony (Has-
sanshahian 2014).

2.3.5. Drop-collapse test
The drop-collapse technique was carried out on a 96-microwell plate (Pro-Bind, Falcon, NY,
USA). 100 pL culture supernatant was added to the wells and then 5 pL of crude oil was
added to the surface of the culture supernatant. Bs producing culture present flat drops (Has-
sanshahian et al., 2016).

2.4. Taxonomic identification of Bs producing bacteria.

A polyphasic analysis of the isolated bacteria was performed according to Bergey's Manual
of Determinative Bacteriology, (2010). The colony and cellular morphology was visualized
transmission electron microscopy (TEM) in the electronic microscope unit (IBT-UNAM,
Mexico). The samples were fixed to a copper grill, absorbed onto a thin carbon film and
negatively stained with 2.5 % uranyl acetate. After air-drying, the samples were examined in
a Zeiss Libra 120 plus transmission electron microscope at an acceleration voltage of 80 kV.
Standard biochemical assays of the bacterial strains were performed using the APl system
(API E20 Biomeriux, France). For the polyphasic taxonomy of marine aerobic proteobacte-
ria, the sensitivity antibiotics of E. cloacae BAGMO01 was determined by diffusion on a plate
using antibiotic susceptibility test discs (Oxo1d™) Thermo Fisher Scientific. The bacterial
genomic DNA extraction was obtained with the Quick-gDNA extraction Miniprep kit (Zymo
Research). The V3-V4 region of the 16S rRNA gene sequence was used for the taxonomic
identification of the isolated strains. Universal primers were used by the sequencing service
facility (Macrogen, Korea). The rRNA gene sequences were evaluated with the Basic Local
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Alignment Search Tool (BLAST). A phylogenetic tree was constructed using the 16S rDNA
sequences and analyzed with CLUSTALW and the Phylip package (http://evolution.genet-
ics.washington.edu/phylip.html) for construction of the phylogenetic tree using the Neigh-
bor-joining method.

2.5. Bs production

2.5.1 Screening for Bs producing Enterobacter cloacae strains

The strains were evaluated by determining their Bs activity (CTAB assay, ST, El.s, hemolytic
activity, drop-collapse test), using the trypticasein soy broth culture at 30 °C for 18 h and 150
rpm.

2.5.2. Production improvement of Bs by E. cloacae BAGMO01

In a preliminary experiment, a Taguchi experimental design approach was used to establish
the main effects of 7 factors evaluated. 3 factors were the main components that significantly
favored Bs production. Then, a Box-Behnken experimental design was used to evaluate the
factors previously selected to improve Bs production by the E. cloacae BAGMO1 strain. Two
levels and four central points were applied; experiments were carried out in triplicates, as
shown in Table 1. This design evaluates and optimizes the main effects, the effects of their
interaction and the quadratic effects of the independent variables. The responses variables
(% in ST reduction and El24 %) obtained were adjusted to a polynomial second order model
(quadratic polynomial).

The polynomial equation used is as follows:

Yi= Bo + P1X1 + P2Xa + BaXz +P11Xa? + P 22X2% + P 33X3? + Pr2X1 Xz + P1aX1 Xz + P2sXaXs +
B123X1X2 X3+ ¢

Where Y (i=1 to 2) are the predicted values for the changes in surface tension (AST) and
Emulsion index (% El2a). 3o is the intercept; X1 (sucrose), X> (temperature) and Xz (NaCl)
are the independent variables; R1, 32, and Rz are linear coefficients; P11, P22, and Pas are the
quadratic coefficients and 312, 313, 323 and R123 are the coefficients of the crossed products.
The minimal medium was inoculated with 10 % (v/v) of biomass during 15 days and 150
rpm. Data analysis was carried out with the Design-Expert 7.0 software (Stat-Ease, Inc, Min-
nesota USA).

2.5.3. Bs production, extraction, recovery and purification

Bs production kinetics was performed under the optimum culture conditions of growth in a
volume of 1L at 30°C and 150 rpm during 350 h. Bs activity was determined through ST
reduction (nN/m) and El24%. Then, culture was centrifuged for 20 min at 4200 rpm at 4 °C.
Bs extraction was carried out with 2 volumes of chloroform/methanol (2:1 v/v) and stirring
for 60 min and left stand overnight at 4 °C. The organic phase was collected and the process
was repeated again. The extracted Bs was concentrated in a rota-evaporator (BUCHI R-124)
at 60 °C, 340 mbar. Subsequently, to remove any impurities from the Bs BAGMO1, solid
phase extraction (SPE) was achieved using C18 Water Sep-Pak ® Vac Silica (20 mL). The
fraction was eluted in water:methanol (100% water, 80:20, 60:40, 100% methanol). The ex-
traction solvent was concentrated to dryness under vacuum and the BAGMO1 Bs was used
to determine the occurrence of rhamnolipids in the sample. From this point on, BAGMO01 Bs
is referred as the purified Bs product with Bs activity, which was lyophilized for storage at
room temperature.
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2.6. Effect of temperature, pH, and salinity of the BAGMO1 Bs

The Bs produced by E. cloacae BAGMO1 was characterized in terms of stability at different
temperatures, pH and salt concentration and was carried out by evaluating El24 (%), accord-
ing to Ibrahim (2018) and Ortega-de la Rosa et al., (2018). In order to determine the effect
of temperature, the lyophilized cell-free supernatant was heated for 30 min in a water bath at
25, 50, 80 °C and under sterilization conditions (121 °C) respectively, and the El24 (%) was
measured. For the evaluation of the effect of pH the El.4 (%) was measured on lyophilized
cell-free supernatant at different pH (2, 6, 8 and 14) using 1N HCI/NaOH. For salinity sta-
bility, the El24 (%) was measured in the presence of 2, 6, 10 and 15 g/L of NaCl.

2.7. ldentification of genes that participate in Bs synthesis and alkane degradation.
The genome sequence of E. cloacae BAGMO1 was obtained by Next Generation Sequencing
(NGS) services from the DNA Synthesis and Sequencing Unit IBT-UNAM, Mexico. The
draft genome was deposited in the CIGoM database and will be released and described in a
separate publication. The functional genome annotation of E. cloacae BAGMO01 was per-
formed using the rapid subsystem technology (RAST version 2.0) (Aziz et al., 2008) and the
ARTEMIS software version 17.0.1 https://www.sanger.ac.uk/science/tools/artemis (Carver
etal., 2012).

2.8. Analysis and identification of the structure of BAGMO1 glycolipids

2.8.1. Thin Layer Chromatography (TLC) profile of BAGMOL1 glycolipids

TLC was carried out on silica gel 60 F255 plates (Merck Darmstadt, Germany) using the
fractions of BAGMO1 Bs. A solvent system of chloroform:methanol:acetic acid (5:1:0.16)
was used as a mobile phase. The compounds were detected by visualizing with UV-light
(UVP model UVGL-25, CA, USA) and spraying with ammonium cerium (IV) sulfate
[(NH4)4Ce(SO4)4] in 2 N H2SO4 (L6pez-Martinez et al., 2011).

2.8.2. HPL.C-derivatized method for determination of rhamnolipids in BAGMO1 Bs

The crude extract Bs produced by E. cloacae and commercial standard rhamnolipids (AGAE,
AGA062917b Sigma-Aldrich) were derivatized using the technique described by Schenk et
al., (1995). 100 mg of lyophilized sample and the standard were mixed with 125 pL of tri-
ethylamine (Et3N) and 75 mg of p-bromoacetophenone (Aldrich, Steinheim, Germany) were
added and this mixture was dissolved in 2 ml of acetone and stirred for 16 h at 20 °C. The
ester derivative was obtained after filtration and evaporation of the solvent and was analyzed
in a HPLC Waters 900 using a C18 column (MA, USA) and diode array detector. Water
(solvent A) and acetonitrile (solvent B) were used as the mobile phase: 4 min, A:B 3.7 (v:v);
10 min, gradient from 3:7 to 0:10; 9 min 0:10; 2 min return to 3:7. HPLC was performed at
25°C with 0.8 mL/min as flow-rate and an injection 20 pL volume. The column effluent was
monitored at 210 mn (Schenk et al., 1995).

2.8.3. 'H NMR spectrometry analysis

The purified BAGMO1 Bs (fraction 60:40) was subjected to further analysis with nuclear
magnetic resonance (1D NMR). The *H NMR spectra analysis was carried out using a VAR-
IAN Mercury spectrometer set at 400 MHz with deuterated methanol from Sigma Aldrich
(Darmstadt, Germany) as the solvent. *H chemical shifts were reported in parts per million.
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Assignment of the spectra was carried out according to the literature for rhamnolipids (Twigg
et al., 2018; Wadekar et al., 2012; Lotfadad et al., 2010).

2.8.4. Ultra-performance liquid chromatography quadrupole time of flight mass spec-
trometry (UPLC-QTOF-MS) analysis

The UPLC-QTOF-MS data were obtained with an Agilent Technologies series 1290 infinity
Il instrument with the electrospray ionization (ESI) and QTOF Agilent Technologies G6545
model detector (Agilent, 5301 Stevens Creek Blvd, Santa Clara, CA 95051, USA). 5 uL of
the pure BAGMOL1 Bs (fraction 60:40) was injected and separated using Eclipse column 2.1
x 50 mm, and the equipment was operated in the negative ionization mode. An agueous So-
lution of 0.1 mM ammonium formate and methanol were used as mobile phase A:B respec-
tively (HPLC-MS grade solvents from Sigma Aldrich), 4 min 90:10 %, 5.50 min 0:100 %,
6.50 min, 90:10 %., at flow 0.25 mL/min. The scanning mass range was from 100 to 800
atomic mass units (amu), while m/z 503 was used as a target for fragmentation.

2.9. Statistics

All experiments were carried out in triplicates, and the differences in treatments were evalu-
ated by analysis of variance (ANOVA) (a = 0.05) using DESIGN-EXPERT, version 5.0.7
(Stat-Ease, Minneapolis, MN). The Tukey test (o = 0.05) was carried out with the SAS soft-
ware system 9.0.

3.0. Results

3.1. Screening for Bs activity in bacterial consortia from the Gulf of Mexico

Nineteen bacterial consortia isolated from different sites of the GoM potentially produced
tensoactive agents. All the consortia samples isolated from the water column reduced ST and
thirteen of them presented emulsion. In this study, anionic Bs of glycolipid nature were de-
tected using blue methylene CTAB agar plates and four consortia tested positive. In all sam-
ples from the water column and three samples from sediments, hemolytic activity was de-
tected. Table 2 describes the sites and depth of the samples and shows the qualitative results
for Bs activity.

In Fig. 2A, in the samples from water column the reduction of ST was observed in the range
of 68.7 to 56.4 mN/m, from these, eight consortia isolated presented emulsion index ranging
from 11.9 to 49.6 %. The samples from sediments reduced ST in the range of 66.3 to 48.7
mN/m, and five of these presented an El.4 in the range of 19.6 to 63.2 %, as shown in Fig.
2B.

The presence of Bs activity in samples of water and sediments of the GoM at different depths
indicated that there is a widespread distribution of Bs producing bacterial communities in the
region.

Only consortia A4 Seabed G(C1), C11 Mf H, C14 1000 G and C12 Sed G, tested positive
for CTAB agar plates and thus, were further analyzed for Bs activity using different carbon
sources (diesel, kerosene and sucrose at 10 g/L), under the minimum culture conditions pre-
viously described. Microbial growth was detected in all these carbon sources. With diesel
added, the consortium C14 1000 G reduced ST from 69.8 to 49.3 mN/m, as observed in Fig.
3A with significant differences among consortia. In the presence of kerosene, consortia C12
Sed G and A4 Seabed G (C1) reduced the ST from 69.8 to 49.1 and 69.8 to 52.5 mN/m
respectively, with no significant difference between them (Fig. 3B). However, a significant
difference was observed between C11 Mf H and C14 1000 G. When sucrose was used as the
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carbon source, consortium C14 1000 G reduced ST from 69.5 to 47.1 mN/m, with a signifi-
cant difference compared to the other consortia (Fig. 3C). The consortium C11 Mf H grown
in sucrose as carbon source showed tensoactive activity. This consortium was the only that
present an El24 of 17 % and was the consortium where the majority of strains with Bs activity
were isolated included the E. cloacae BAGMO1.

3.2. Identification of the Bs produced by the isolated bacterial strains.

From all the consortia that presented activity in the CTAB assay, ten bacterial strains were
isolated and identified by partial 16S rDNA sequencing, and were subsequently characterized
by polyphasic analysis.

Partial 16S rDNA sequencing analysis of the different bacteria isolated in this study revealed
a high similarity with genus Shewanella sp., Bacillus sp., and Enterobacter sp., the latter
being the predominant genus that showed Bs activity. Table 3 shows the results of multiple
alignment analyses of nucleotides of the E. cloacae strains. The 16S ribosomal DNA se-
quences of the identified strains were deposited in the CIGoM database
http://www.cigom.info/, which will be available to the public in the near future). These data
showed that the E. cloacae is ubiquitous and it is distributed in all sites and depths in the area
of the study. Until our knowledge, this is the first study that characterized E. cloacae in dif-
ferent areas of GoM. A phylogenetic tree was generated based on the 16S sequences of the
isolated Enterobacter sp. strains. The strains fell in different clades with respect to the refer-
ence sequences reported in the Genbank, namely: Enterobacter sp. S10 HF572841, E. cloa-
cae RU13 KJ607594, Enterobacter sp. MMO034 KT9332255, E. cloacae AB6 JQ640581, E.
cloacae SP4001 KY38115 and Pseudomonas sp. U15 as shown in Fig. 4. Furthermore, E.
cloacae C141000G 21B1, E. cloacae BAGMO1 (isolated of C11MfH) and E. cloacae
C12SedG22 were isolated from different sites; however, they are phylogenetically closely
related. Additionally, other E. cloacae strains from the same site but at different depths were
observed in clades that were phylogenetically distant (for example C141000G21B and
C141000G21).

All E. cloacae strains from this study were affiliated to the Enterobacteriaceae family, phy-
lum y-Proteobacteria and all the polyphasic analysis results were coherent with those de-
scribed by the Bergey’s manual (2010). Fig. 5A shows that microscopically, E. cloacae
BAGMOL1 is a motile rod-shape bacterium of 2 um long and 0.5 um wide with a polar flagel-
lum (Fig. 5 B). The results from the biochemical characterization are presented in Table 4. In
general, the E. cloacae strains were positive for catalase, oxidase activity and present motil-
ity. They were able to consume diverse carbohydrates and citrate and tested negative for
indole and produced N> gas.

Sensibility antibiotic assay

Marine aerobic proteobacteria exhibited characteristic antibiotic susceptibility profiles,
which were useful for the differentiation of the genera. As part of taxonomic characterization
of the E. cloacae BAGMOL1 strain was further evaluated for antibiotic sensitivity assays. Ta-
ble 5 shows that E. cloacae BAGMO1 was resistant to Vancomycin, Bacitracin, Cefoxitin
and Clindamycin which belong of the groups of bactericide antibiotics.

3.3. Bs production
3.3.1. Screening for Bs producing Enterobacter cloacae strains
With the aim of evaluating Bs production by the ten E. cloacae strains, they were inoculated
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in Soy broth rich medium as previously described. The results show that the strains reduced
the ST of the culture media in the range of 55.3 to 35.4 mN/m and presented an El.4 in the
range of 20 to 58.4%. All strains presented anionic Bs production (CTAB), hemolytic activity
and they also tested positive for drop collapse assay (Table 6). Moreover, these strains were
able to grow on diverse carbon sources such as crude oil, and carbohydrates such sucrose.
3.3.2. Improvement production of Bs by E. cloacae BAGMO01

Statistical design has become an important tool for the production and optimization of Bs
(Bertrand et al., 2018). With the aim of evaluating the Bs production under minimal medium
conditions by E. cloacae BAGMO1, different experimental designs were implemented. First,
a Taguchi experimental design was applied to evaluate the main effects on 7 factors including
3 carbon sources (vegetable oil, sucrose and hexadecane), 2 nitrogen sources (yeast extract
and NaNOg), temperature and NaCl concentration. The results revealed that sucrose at high
levels, high temperatures, and low NaCl concentration were the factors and conditions that
favored Bs production by the strain of interest (Supplementary Table 1). It is important to
mention that in this experiment the E. cloacae BAGMOL1 strain was able to grow and produce
Bs, at high salt concentrations (3.5% of NaCl).

A Box-Behnken experimental design was also applied with the purpose of evaluating at two
levels, the three factors that had a main effect on Bs production by E. cloacae BAGMO1. The
response variables evaluated were ST reduction (%) and El24 (%).

Tensoactive activity

The ANOVA showed that the model was significant. The "Lack of Fit F-value™ of 36.79
implied the Lack of Fit was significant. There was only a 0.72% chance that a "Lack of Fit
F-value" of this value could occur due to noise. A non-significant lack of fit reflects an
adequate model (Supplementary Table 2).

The analysis of the most significant effects with respect to the ST reduction (%) is shown in
the following equation:

ST reduction (%) = 26.42 + 3.62A + 1.76B - 3.88C + 5.67AB - 7.87AC + 6.55BC + 3.11A?
+7.18B2 - 8.21C?

The aim of this experiment was to achieve an increase in the percentage of ST reduction by
the Bs from E. cloacae BAGMOL. The interaction of sucrose at high concentrations (25 g/L)
with low concentrations of NaCl (5 g/L) had a significant effect on the reduction in ST (Fig.
6A). E. cloacae BAGMO1 reduced the ST in 47 % (62.3 to 42.5 mN/m), and low temperatures
promoted Bs production. In the experimental data shown above, the nitrogen source had no
significant effect on ST reduction, but NaCl concentration did. This result was expected since
the microorganism under investigation was isolated from a marine environment, where salt
concentrations were high and nutrients like nitrogen are relatively low.

Emulsifying activity

For the second response variable (El24%), the ANOVA showed that the model was signifi-
cant. The "Lack of Fit F-value" of 1.86 implied the Lack of Fit was not significant relative to
the pure error. There was a 31.22% chance that a "Lack of Fit F-value™ of this large could
occur due to noise. A non-significant lack of fit reflects an adequate model (Supplementary
Table 3).

When sucrose was applied at low levels (15 g/L) the interaction between this carbon source
and high temperature had a significant effect on the El.4, which was observed to be 47.5 %.
For optimization purposes, low NaCl concentration favored Bs production as shown in Fig.

148



Anexos

6B.
The regression analysis obtained is shown in the following equation:
Emulsion index (Elo4 %) = 29.92 - 4.06A + 1.67B - 4.87C + 4.82AB + 4.05AC + 4.62BC +
4.18A% + 7.11B?

-0.21C?
It was observed that the levels of the factors evaluated are different for each response variable
which means that the response variables were not directly related.

3.3.3. Bs production kinetics by E. cloacae BAGMO01
The optimum conditions for Bs production were established by experimental design. The
kinetics of Bs produced by E. cloacae BAGMO1, showed that ST is reduced to 42.7+1.5
mN/m, approximately after 144h, and showed an El24 of 47.3% * 0.07 after 288h, this was
considered to be the optimum point for Bs extraction. After the extraction the crude,
BAGMOL1 Bs showed a ST of 34.5+0.56 mN/m and El2471%. (Fig. 7).

Anexos
3.4. Effect of temperature, pH, and salinity of the BAGMO01 Bs crude extract.
Stability under different conditions of temperature, pH and salinity is an important factor for
Bs application. El24 was the response variable used to evaluate Bs stability considering their
potential application in bioremediation. Anexos
Effect of temperature
The results obtained showed that the lyophilized cell-free supernatant of the crude BAGMO01
Bs extract was stable over a wide range of temperatures (25, 50, 80 and 121 °C). Moreover,
there was no significant difference at temperatures under 80 °C (Fig. 8A) Interestingly; there
was an increase in activity at the highest temperature studied (121 °C) with El24 of 72.6 %.

Effect of pH

Bs stability at different pH (2, 6, 8 and 14) was evaluated using the lyophilized BAGMO01 Bs
supernatant. The best results were observed at alkaline pH of 14 with an El»4 0f 63.8 %. The
El24 at acid pH (2 and 6) presented El4 values of 50.9 and 54.6 %, and no significant differ-
ences were observed (Fig. 8B). This proved that Bs from E. cloacae BAGMO01 had good
activity and stability over a wide range of pH, particularly in alkaline conditions.

Effect of NaCl concentration

When the cell-free supernatant crude BAGMO1 Bs was assayed at different levels of salinity
(2, 6, 10 and 15 g/L), El24 activity was 57.6 and 56.7 % at concentrations of 10 to 15 g/L,
respectively (Fig. 8C). There was a significant difference in emulsion at high concentration
of NaCl compared to low concentrations.

3.5. Identification of genes related to rhamnolipid synthesis and alkane degradation in
E. cloacae BAGMO01

To detect genes that participate in the synthesis of glycolipid Bs, functional genome analysis
of the E. cloacae BAGMO1 strain was performed with RAST (Aziz et al., 2008) and ARTE-
MIS (McQuillan et al., 2011). A cluster of rhlAB genes that intervene in different stages of
rhamnolipid synthesis was detected. These genes include the rhlA gene that codes the syn-
thesis of 3(3-hydroxyalkanoyloxy) alkanoates (HAA), and the rhIB gene that codes the rham-
nosyltransferase I that binds to deoxytimydin diphosphate-L-rhamnose (dTDP-L-rhamnose)
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and is bound to the HAA group by and O-glycosidic bond, in order to synthesize mono-
rhamnolipids, and also its inductor homoserine lactone was observed. Other genes detected
were those that are involved in rhamnose synthesis and those that code for fatty acid synthesis
and lipopolysaccharides synthesis.

The genes that code for alkane degradation (alkAB) were identified by the functional anno-
tation of the E. cloacae BAGMOL1 strain. Other enzymes were identified in this study included
lipases and esterases that are important in the metabolism of hydrophobic substrates.

.3.6. Analysis and identification of the structure of the rhamnolipid produced by
BAGMO1

3.6.1. Thin Layer Chromatographic (TLC) profile of the BAGMO01 rhamnolipid

In the TLC characterization of the rhamnolipid produced by E. cloacae BAGMOL1, the pres-
ence of spots similar to the spots of commercial standard rhamnolipids (AGAE,
AGA062917b Sigma-Aldrich) were observed. According to Lotfabad et al., (2010) a similar
Rf pattern was obtained, 0.31 and 0.75, probably corresponding to di-rhamnolipid and mono-
rhamnolipid, respectively (Fig. 9).

3.6.2. HPL.C-derivatization method for the determination of rhamnolipids produced by
BAGMO01

The commercial rhamnolipid and crude extract Bs produced by E. cloacae samples were
derivatized in order to visualize the chromatogram detected by UV spectra from respective
p-bromophenacyl esters at 210 nm, as shown in Fig 10. Thus, the crude extract
by E. cloacae was observed at a retention time of 15.68 min (Fig 10A) and wa _
with the retention time of the commercial rhamnolipid used as a reference (Fig 10B).

Anexos

3.6.3. 'H NMR spectroscopic analysis of the BAGMO01 rhamnolipid

To elucidate the chemical structure *H NMR analysis was carried out. Table 7 shows the
results of analysis of the purified BAGMO1 Bs. The characteristics of rhamnose ring signal
present in the rhamnolipid consisting of CHs- 6 1.11 ppm, 2’H to 5’H & 3.1-3.8 ppm and the
lipid group were indicated by the appearance of the chemical shifts -CHz 6 0.91 ppm, -(CH2)n
8 1.25 ppm, -CH,-COO- § 2.4, 2.5 ppm in the *H NMR. Fig. 11 (*H NMR spectrum) shows
the chemical shift by glycolipids of the rhamnolipid type produced by E. cloacae BAGMOL.

3.6.4. Ultra-performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spec-
trometry (UPLC-QTOF-MS) analysis

The presence of congeners of glycolipids of rhamnolipid nature was determined through a
UPLC-MS/MS analysis in auto-scan mode. From this, congeners of six mono-rhamnolipid
and four di-rhamnolipids with two B-hydroxy fatty acid chains were detected based on the
ESI-MS/MS analyses. The B-hydroxyfatty acid chain length varied among homologs, Cs,
C10, C12, C12:1, C16, C1s. It was noted that mono-rhamnolipid congeners were predominant.
The congeners of mono-rhamnolipid and di-rhamnolipid are shown in Table 8. Additionally,
from this analysis Rha-C10-C1o was the major rhamnolipid identified for the appearance of
the molecular ion peak at m/z 503, which was used to observe fragmentation in the MS/MS
target analysis as observed in Fig. 12.

4.0 Discussion

Screening and isolation of Bs producing consortia and bacterial strains. The strains in this
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study were isolated from four consortia coming from water and sediment samples at different
sites and depths of the GoM, and these were identified as Bs producers. Some bacterial spe-
cies in the consortia had the ability to produce Bs. However, it is noteworthy that in the same
consortium, some isolates were Bs producers, and others could degrade hydrocarbons, which
is indicative of synergism. In this work, four consortiums were selected through the CTAB-
blue agar plate assay for the detection of anionic Bs. The ability of the consortiums to grow
and reduce ST reduction and to present emulsifying activity in different carbon sources indi-
cated that they had the ability to produce metabolites of biotechnological interest.
Gammaproteobacteria is a taxonomic class with several bacterial genera reported as prolific
Bs producers such as Enterobacter sp., Pseudomonas sp., Serratia sp., just to mention a few.
E. cloacae was predominant in the consortia isolated from different sites and depths including
the sediment of GoM, which is indicative of the versatility of E. cloacae to succeed as free
living form in marine as in terrestrial environments. Distinct E. cloacae strains can synthesize
Bs of different chemical nature like rhamnolipids that are among the most active Bs (Hoskova
et al., 2013). In this study, an anionic tensoactive agent produced by E. cloacae strains was
detected by the CTAB assay and was similar in TLC of commercial rhamnolipids (AGAE,
AGA062917b Sigma-Aldrich). E. cloacae BAGMO01 was the most proficient strain with high
Bs activity and was selected for further characterization. Hoskova et al., (2013) studied non-
pathogenic strains of Enterobacter asburiae and Acinetobacter calcoaceti~~ *==* ===~
rhamnolipids with sodium citrate as the carbon source. They showed that 1 Anexos
duction was highly dependent on the carbon, nitrogen and phosphorus sources.
Optimization and production of BAGMO1 Bs. It has been reported that carbon source affects
the final products (lipopeptides, exopolysaccharides or rhamnolipids), and in consequence,
their properties such as structure and stability, and therefore their application (Abassi and
Amiri, 2008; Hoskova et al., 2013; Jemil et al., 2018). For this reason, it was essential to
select the adequate carbon source for each strain. Thus, through experimental design we im-
proved the Bs production in E. cloacae BAGMOL1. This approach was in order to reach high
activity measured as ST reduction (mN/m) and El24 (%) with the E. cloacae BAGMOL1 strain,
using sucrose as a carbon source. We observed that at high levels of the carbon source the
ST reduction was improved to 47%. Bahia et al., (2018), reported the use of substrates like
sucrose as the carbon source, for rhamnolipid production. In their work, sucrose was estab-
lished as a low-cost raw material with high availability and purity. Thus, it is an excellent
option for a substrate in industrial Bs production. Pereira et al., (2017) also reported an in-
crease in rhamnolipid production by Aureobasidium pullulans with high carbon concentra-
tion. Martinez-Toledo et al., (2011) used a strain of P. putida and determined that glucose
had a significant effect on ST reduction (45.7 mN/m). Roldan-Carrilo et al., (2011) applied
the same approach to optimize Bs production with a Serratia marcescens strain and reported
ST reduction from 57 to 30 mN/m, suggesting that the relationship between C/C, C/Fe, and
C/Mg had a significant effect on the ST reduction, and thus, in Bs production. The best re-
sponse that they observed was with C/N at low levels, which promoted Bs production in the
S. marcescens SmSA strain. In this study, the best result for ST reduction was obtained with
a C/N of 38. Saika et al., (2014) observed a ST reduction of 45.16 % with glucose as carbon
source using P. aeruginosa RS29, this is lower compared with the result of ST reduction in
our study.

We determined that nitrogen did not have a significant effect on Bs production by E. cloacae
BAGMO1. Rosas-Galvan et al., (2018) reported that the nitrogen source stimulated cellular
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growth, but not necessarily Bs production. For that reason in the Box-Behnken design, nitro-
gen was maintained constant, in limiting conditions.

Soares dos Santos et al., (2016), obtained similar data that demonstrated that under nitrogen
limiting concentrations, rhamnolipid production increased with P. aeuroginosa PAl. In an-
other study by Martinez-Toledo et al., (2011), two nitrogen sources were used (yeast extract,
and NH4CI) at high concentrations, in order to obtain better results in terms of ST reduction.
In the case of El»4, we improved the activity from 29.4 to 47.7%. These values obtained with
E. cloacae BAGMOL1 are higher than those reported by Martinez-Toledo et al., (2011), with
an Elz4 of 20 %. The Elo4 reported by Saika et al., (2014) was in the range of 60-80 %, em-
ploying different hydrophilic substrates with P. aeuroginosa, widely reported as a rhamno-
lipid producer.

The production of Bs by E. cloacae BAGMO01 was carried out under the optimum conditions
determined by the Box-Behnken design. In the production kinetics a brief exponential phase
and a long constant stationary phase was observed. The maximum production of BAGMO01
Bs was observed between 216 and 288 h. This product presented characteristics similar to
anionic Bs of type of glycolipid like rhamnolipids. Physicochemical factors can affect the
effectiveness and stability (temperature, pH and salinity) of Bs, which is important for its
application.

Characterization of crude extract of BAGMO1 Bs. The BAGMO1 Bs presented excellent sta-
bility at temperatures of sterilization that could be important for applications in the pharma-
ceutical and food industries. Similarly, this Bs worked very well in alkaline pH
activity at different concentrations of NaCl, which is important in application:
remediation of marine environments.

Effect of temperature. BAGMO1 Bs showed high stability (El24 72%) at 121 °C. This emul-
sifying activity showed the same behavior as in the work by Ortega-de la Rosa et al., (2018)
that reported a thermal stability of a bioemulsifier produced by Acinetobacter bouvetii
UAM25 cultivated in ethanol and in a mixture of glycerol and hexadecane as carbon sources.
Ibrahim, (2018) studied Ochrobactrum anthropi HM-1 and Citrobacter freundii HM2, iso-
lated from soil contaminated with residual motor oil, and the Bs had activity even at 120 °C.
The Elz4 recorded was 72.7 and 70 %, respectively, but at 50 °C showed a higher El24 (92
and 90 %, respectively). Natrialba sp. C21 presented stability at 40 °C with an El»4 of 68 %,
but when heated at 100 °C, the Bs lost its activity (Khemili-Talbi et al., 2015). Khopade et
al., 2012 observed a similar behavior with Nocardiopsis sp. B4 when the Bs was heated. In
another study Jemil et al., (2018) employed the E. cloacae C3 strain which showed an Elz4
of about 55 % in a temperature range of 20 to 80 °C, lower than that observed in our study.
Effect of pH. BAGMO1 Bs exhibits high stability at alkaline conditions (8 to 14 pH), with
Elz24as high as 63 %. This range of pH is higher than reported for the Bs stability (maximum
pH 12). The study by Ibrahim, (2018) showed an El24 of 95 % at pH 6. This might have been
due to the alteration of the Bs structure after being subjected to these pH conditions (rham-
nolipids are optimally soluble in neutral to alkaline pH). In the same way, an increase in pH
has a positive effect on emulsifying activity and emulsion stability. A better stability of fatty
acid surfactant micelles in the presence of NaOH and the precipitation of secondary metab-
olites at high pH has been observed (Khopade et al., 2012; Khemili-Talbi et al., 2015). The
same behavior was observed in the Bs produced by A. bouvetii UAM25 at pH 10, due to the
fact that in alkaline solutions biopolymers acquire an anionic character (Ortega-de la Rosa et
al., 2018). This is comparable with the Bs produced by Natrialba sp. C21 that showed high
emulsion activity at pH 12 (66 %).
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Effect of salinity. BAGMO1 Bs showed 57 % of emulsion in presence of 10 g/L of NaCl
which is higher than the concentration reported by Jemil et al., (2018) with E. cloacae C3
strain, where the El24 value was 50 % in the presence of 0.5 to 1 g/L of NaCl. Interestingly,
the authors mentioned that the emulsifying activity decreased with an increase in NaCl con-
centration above 1 g/L. Ortega-de la Rosa et al., (2018) mentioned that ionic surfactants are
very sensitive to electrolytes, this phenomenon occurs because the electrolytes directly affect
the carboxylate groups diminishing the Bs activity. In a study by Ibrahim (2018) O. anthropi
HM-1and C. freundii HM-2 strains showed El24 of 97 and 94.7%, respectively, at 4% NacCl.
The stability of the Bs obtained from E. cloacae BAGMO1 with high temperature stability,
wide pH activity and tolerance at elevated NaCl concentration makes this product very prom-
ising for its use in applications like the bioremediation of marine water and the food industry
to name a few examples.

Identification of genes related to rhamnolipid synthesis and alkane degradation in E. cloacae
BAGMO1. The complete genome of E. cloacae BAGMO01 was analyzed for search of putative
genes responsible for glycolipid Bs production, as a way to determinate if these genes are
those related to rhamnolipid biosynthesis. The E. cloacae BAGMO01 genome presented genes
rhlAB related to rhamnolipids production. Moreover, alkAB genes related with aliphatic deg-
radation were detected. Enterobacter sp. is a microorganism that grows in the presence and
degrades aliphatic hydrocarbons (Leite et al., 2015). These authors reported the presence of
the rhlAB genes in P. aeruginosa, but only one gene involved in the degradatio
(alkB) was identified. Also, other enzymes identified in this study included lipi
terases that are important in the metabolism of hydrophobic substrates.

Analysis and identification of the structure of rhamnolipid BAGMOL. To elucidate the chem-
ical structure of the Bs synthesized by E. cloacae BAGMO1, the purified extract was analyzed
by TLC, HPLC-derivatization, *H NMR spectroscopy and ultra-performance liquid chroma-
tography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-MS) analysis. A crude
extract of BAGMO1 Bs was derivatized and a commercial standard was used to identify the
compounds present in each peak in the chromatogram to confirm the identity of the rhamno-
lipid species; the chromatograms of the sample showed a peak in a similar retention time as
the standard. Additional peaks appeared in the chromatograms, but according to their respec-
tive UV spectra, they were not identified as other rhamnolipids. Presumably, they were other
microbial products present in the culture medium. Our results presented here are similar to
those of Schenk et al., (1995) and Mata-Sandoval et al., (1999). The characteristic chemical
shift based on *H NMR indicated that the purified sample had the molecular structure of a
rhamonolipid, compared to the result of Lotfabad et al., (2010) and Pereira et al., (2012).

In order to confirm the structure, UPLC-QTOF-MS analysis was carried out to elucidate
types of functional groups, of different elements in the molecule. This approach allows the
identification of the fatty acyl chain length, their location in the rhampr~tinid stvintiien and
confirm the presence of the rhamnose unit. These were observed througt Anexos

m/z 333, 169 and 163 and confirm that the predominant congener was Rnha-C1o-C1o.

These results demonstrate that the Bs produced by E. cloacae BAGMO1 were in fact rham-
nolipids. The combination of rhamnolipids congeners produced by this strain in which the
predominant molecule was mono-rhamnolipid (Rha-C10-C10) as main congener, together
with other fatty acids congeners was similar to Lotfabad et al., (2010). Sabturani et al., (2016)
mentioned in their work that di-rhamnolipids is the predominant component of the rhamno-
lipids mixture produced by Pseudomonas. Here we showed that Enterobacter produced con-
geners of mono-rhamnolipids and di-rhamnolipids being the Rha-C1o-C1o the predominant
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congener.

Finally, the capacity of E. cloacae BAGMO1 to grow in hydrophilic and hydrophobic sub-
strates and under marine environments are features that give rise to the production of second-
ary metabolites including rhamnolipids with attractive tensoactive and emulsifying activity
and high stability making them promising candidates for application in different industries.

5.0. Conclusions

The marine environment of the GoM provides an important source of microbial communities
conformed by bacteria that can produce molecules with tensoactive activity. This activity
was observed in bacterial consortia and isolated strains from seawater and sediment samples.
Enterobacter cloacae strains were isolated, being the predominant and ubiquitous genus in
all sites and depths sampled in the GoM. Experimental design was used to successfully im-
prove Bs production by E. cloacae BAGMO1 in terms of ST reduction and Elzs. The
BAGMO1 Bs crude extract recovered was characterized and showed high stability over a
wide range of temperatures, pH and salinity, thus, presenting great potential for application
in diverse biotechnological applications. The genomic analysis revealed the presence of
genes involved in the synthesis of rhamnolipids, and others that are involved in aliphatic
degradation and enzymes with activity on hydrophobic substrates. Moreover, structural char-
acterization of these observations was corroborated by TLC, HPLC-derivatization, *H NMR
spectroscopy and UPLC-QTOF-MS. The rhamnolipids obtained from E. cloacae BAGMO01
had desirable characteristics and can compete with any other Bs and chemical surfactant in
many applications.
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Fig.1 Sampling locations of water and sediments of the Gulf of Mexico (GoM)
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Fig. 4 Phylogenetic tree of rRNA sequences of Enterobacter cloacae strains isolated from the water
column and sediments of the Gulf of Mexico. The tree was constructed using sequences of compa-
rable region of the 16s rRNA gene sequences available in public databases
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B)

Fig. 5 Cell morphology of Enterobacter cloacae BAGMOL, cultivation of 24 h, 150 rpm, 30 °C, in
minimum medium with sucrose A) Short bacillus B) flagellum
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Fig. 9

—> Mono-rhamnolipid

Fig. 9 TLC fractions of crude extract of E. cloacae BAGMO01 Revealed UV, 1) Fraction 100% H-0,
2) Fraction 80:20% 3) Crude extract BAGMO0L1, 4) Rhamnolipid control, 5- Fraction 60:20%, 6)
Fraction 100% Methanol at short wavelength
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Fig. 10.
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Fig. 10 Characterization by HPLC-derivatized method of rhamnolipids produced by E. cloacae

BAGMO1. (A) BAGMO1 Bs-p-bromophenacyl ester and (B) reference compounds Rhamnolipid-L-
p-bromophenacy! ester
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Fig.11 '"H NMR spectrum of rhamnolipid by E. cloacae BAGMO1 isolated from GoM

169



Anexos

Fig. 12
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Fig. 12 ESI-MS/MS spectra in negative ion mode of fragmentation of mono-rhamnolipid
(Rha-C10-C10) (m/z 503) produced by. E. cloacae BAGMO01
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Table 1. Evaluation of the carbon source, temperature and concentration of NaCl in the production
of BS by E. cloacae BAGMOL1 strains (Box-Behnken design).

Variable Response
Treatment  A:Su-  B:tempera- C: % Reduction® % Reduction® %IE24* %IE24"
crose ture NaCl of ST of ST
1 -1 -1 0 37.1 37.0 44.6 48.4
2 1 -1 0 26.6 32.9 30.4 30.7
3 -1 1 0 35.5 29.2 42.4 42.1
4 1 1 0 47.7 47.8 47.5 43.7
5 -1 0 -1 9.2 13.7 43.9 42.5
6 1 0 -1 38.6 36.7 24.1 26.3
7 -1 0 1 19.8 21.7 35.6 334
8 1 0 17.7 13.2 32.0 33.4
9 0 -1 -1 38.5 34.1 42.7 40.3
10 0 0 -1 22.7 22.1 32.7 30.2
11 0 -1 1 15.0 13.2 31.7 30.0
12 0 1 1 25.4 29.8 40.2 42.6
13 0 0 0 25.7 26.4 28.2 29.9
14 0 0 0 25.8 26.4 27.7 29.9
15 0 0 0 28.3 26.4 34.8 29.9
16 0 0 0 25.9 26.4 29.0 29.9

Coded values for sucrose g/L: (-1) = 15; (0) = 20; (+1) = 25
Coded values for temperature °C: ( (1) = 15; (0) = 25; (+1) =30
Coded values for NaCl g/L: (-1) = 5; (0)= 10; (+1) = 15.
aExperimental data.

b Estimated data.
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Table 2. Isolated microbial consortium of marine sediments and column waters at different

Anexos

Consortia Depth Hemolytic CTAB- Surface %El24
(m) activity methylene  Tension
blue (mN/m)

Al MfH 61 + - - n
Al mO, G 253 + - - +
Al Seabed H(C1) 859 + - + +
Al Seabed H (C2) 859 + - + +
A2 Mf G (C1) 52 + - + +
A2 Mf G (C2) 52 + - + +
A4 Seabed G (C1) 2946 + + + +
Cl11 MfH 48 + + + +
C14 1000 G 1000 + + + -
Al Sed H 879 - - + +
A2 Sed H 2066 + - + +
A3 Sed H 2390 - - + -
A4 Sed H 2966 - - + +
B5 Sed G 550 - - + -
B6 Sed G 1018 - - + -
B9 Sed H 2946 - - + -
C12 Sed G 1329 + + + +
D15 Sed G 622 + - + +
D17 Sed H 900 - - + -

*mO= minimum oxygen,
*Mf= Maximum fluorescence
*Sed: sediment
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Table 3. Nucleotide alignment analysis (BLAST, from partial sequences of the 16S ribosomal

gene).
Isolated BLAST Total cover Identity (%)
C141000G 21 Enterobacter cloacae subp dissolvens strai 100% 100%
TN2002013 16s ribosomal RNA gen, parcial se- 1404
quence
C141000G 21B1 Enterobacter cloacae subp dissolvens strai 93% 98%
TN2002013 16s ribosomal RNA gen, parcial se- 1810
quence
C12SedG 22 Enterobacter cloacae subp dissolvens strai 100% 100%
TN2002013 16s ribosomal RNA gen, parcial se- 1404
quence
Cl1MfH 27 Al Enterobacter sp. BAB-3165 16S ribosomal RNA 98% 87%
gene, partial sequence 1033
Cl1MfH 27B2 Enterobacter cloacae strain OS5.7 16S ribosomal 92% 99%
RNA gene, partial sequence 1602
C11MfH 27B3 Enterobacter cloacae subp dissolvens strai 92% 99%
TN2002013 16s ribosomal RNA gen, parcial se- 1607
quence
Cl1MfH 27C1 Enterobacter cloacae strain VITPASJ1 168S riboso- 58% 99%
mal RNA gene, partial sequence 1596
Cl1MfH 27C2 Enterobacter cloacae strain OS5.7 16S ribosomal 57% 99%
RNA gen 1583
BAGMO01 Enterobacter cloacae strain VITPASJ1 168S riboso- 58% 99%
mal RNA gene, partial sequence 1598
A4 Seabed G 48B Enterobacter sp. cp-h73 16S ribosomal RNA gene, 96% 99%
partial sequence 1611
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Table 4. Biochemical characterization of E. cloacae isolated strains from GoM (API 20E test).

Anexos

Characteristics BAGMO01  C141000G  C141000G  C12SedG  A4SeabedG Cl1MfH Cl11MfH C1iMfH  Cl1MfH CliMfH
21 21B1 22 48B 27A1 27B2 27B3 27C1 27C2
Catalase + + + + + + + + + +
Oxidase + + + + + N/A N/A N/A N/A N/A
Motility + + + + + + + + + +
Beta-galactosidase + + + + + + + + + +
Arginine dehydrolase + + + + + + + + + +
Lysine decarboxylase - - - - - - - + - .
Ornithine decarboxylase + + + + + + + +
Citrate utilization + + + + +
H2S production - - - - - - - - - -
Urease - - - - - - - - - -
Tryptophan deaminase - - - - - - - - - -
Indole production - - - - - - - - - -
Acetoin Production + + + + + N/A N/A N/A N/A N/A
Gelatinase - - - - - - - - - -
Glucose Fermentation/oxidation + + + + + - - - - -
Mannitol Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Inositol Fermentation/oxidation + + + + + - - - - -
Sorbitol Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Rhramnose Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Sucrose Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Melobiosa Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Amygdalin Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
Arabinose Fermentation/oxidation + + + + + + + + + +
NO:z Production - - - - - - - + - -
N2 Production + + + + + + + - + +

* N/A: Not Analyzed
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Table 5. The antibiotic sensibility of E. cloacae BAGMO1.

Anexos

Antibiotic sensitivity

E. cloacae BAGMO01

Tetracycline +

Chloramphenicol +

Vancomycin -

Polymyxin B +

Bacitracin -

Erythromycin +

Nitrofurantoin +

Tobramycin +

Trimethoprim +

Gentamicin +

Streptomycin +

Ampicillin +

Cefoxitin -

Clindamycin -

Kanamycina +

Piperacillin +

Nalidixic acid +

Table 6. Evaluation of BS activity in strains E. cloacae.
Surface Emulsion CTAB  Hemolytic Drop
Strain tension index activity collapse
(mN/m) (% El)

Enterobacter cloacae C141000G 21 50.8 0 + + +
Enterobacter cloacae C141000G 21B1 46.0 21.41 + + +
Enterobacter cloacae C12SedG22 55.3 0 + + +
Enterobacter cloacae C11MfH 27 Al 46.2 0 + + +
Enterobacter cloacae C11MfH 27B2 40.8 21.58 + + +
Enterobacter cloacae C11MfH 27 B3 48.1 20.04 + + +
Enterobacter cloacae C11MfH 27C1 35.4 0 + + +
Enterobacter cloacae C11MfH 27C2 44.8 0 + + +
Enterobacter cloacae BAGMO01 35.4 58.4 + + +

*Mf: Maximum fluorescence
*Sed: Sediments
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Table 7. Chemical assignments of purified rhamnolipid in *H NMR spectra produced by E. cloacae
BAGMO1.

Assign-  *H Chemical shift (ppm)

ment Rhamnolipid BAGMO01
-CHs 0.91
-(CH2)n 1.28
-CH2-COO- 24,25
-CHzs-(ring) 1.11
I’-H 421
2’-H to 5°-H 3.1-338

Table 8. Chemical compositions with varies of fatty acids in rhamnolipid congeners produced by E. clo-
acae BAGMO1

Rhamnolipid Congeners M-H (m/z)
Mono-rhamnolipids

Rha-C8-C10 475
Rha-C10-C8 555*
Rha-C10-C10 503
Rha-C10-C12 531
Rha-C14-C12 588
Rha-C18-C18 728
Di-rhamnolipids
Rha-Rha-C10-C12:1 676
Rha-Rha-C10-C12 678
Rha-Rha-C12-C12 706
Rha-Rha-C16-C16 818
*M+Br
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