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I. INTRODUCCION

1.1 Introduccion

En este trabajo de investigacion se evalué la actividad antimicrobiana del
biosurfactante producido por Pseudomonas aeruginosa, utilizando las cepas ATCC 27853 y
MK307837 de esta bacteria. ElI antagonismo fue probado para inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas de importancia nosocomial, tanto Gram positivas como Gram negativas,
las cepas que se utilizaron fueron: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Enterococcus

faecalis y Staphylococcus aureus.

Los biosurfactantes son un producto biotecnoldgico con gran importancia y valor econémico
debido a sus multiples aplicaciones, el método de produccién empleado en esta metodologia
utiliza un medio de cultivo con aceite de canola usado como fuente de carbono, siendo
benéfico para el medio ambiente ya que al reutilizar este residuo peligroso se le da una

disposicion final provechosa.

La metodologia empleada se dividid en dos etapas. La primera etapa fue la Implementacion,
en la cual se utilizaron las condiciones de produccion de Pérez-Armendariz et al., (2019) con
ambas cepas de Pseudomonas aeruginosa. Posteriormente se realizaron pruebas de
emulsificacion para valorar la estabilidad de los productos obtenidos siguiendo el
procedimiento descrito por Shavandi et a.,1 (2011).

La segunda fase de la etapa experimental fue la evaluacion del desempefio de los
biosurfactantes obtenidos, especificamente la actividad antimicrobiana que desempefian
contra las bacterias patdégenas mencionadas anteriormente. Esto se realizd mediante dos
pruebas de antagonismo bacteriano, una de ellas fue la difusion en disco utilizando el
biosurfactante crudo, la cual brindé un panorama general de la inhibicion ejercida por el

ramnolipido sobre cada cepa, esta prueba se realiz6 segn Corrales et al., (2013).



Ademas, se determind la Concentracién minima inhibitoria (CMI) de ambos biosurfactantes
para cada cepa patogena utilizando la metodologia de Perinelli et al., (2019). Para realizar esta
determinacion fue necesario obtener el ramnolipido purificado del biosurfactante crudo

mediante el procedimiento descrito por Pérez-Armendariz et al., (2019).

Esta tesis presenta un panorama teoérico sobre los surfactantes como agentes tensoactivos,
especialmente informacién sobre aquellos de origen biotecnoldgico, los biosurfactantes.
Ademas, se brinda informacion de las especies microbianas capaces de producirlos,
ahondando en las caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa y el metabolismo que le permite
la sintesis de este metabolito en ciertas condiciones de crecimiento. También se hace
referencia a la importancia ambiental que tiene el emplear un desecho como el aceite de canola

usado debido al impacto nocivo que provoca si carece de un tratamiento adecuado.

La actividad antimicrobiana es una de las muchas aplicaciones que se han descubierto que
pueden tener los biosurfactantes, por lo que se realizd un resumen y andlisis de los

antecedentes publicados para los ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa.

Finalmente, se presentan los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo bacteriano
con cada uno de los biosurfactantes y la determinacion de las CMI requeridas para las cepas
patdgenas; y se comparan estos valores con los publicados en la bibliografia discutiendo las

razones de las diferencias existentes.

1.2 Planteamiento del problema

Entre los residuos peligrosos mas generados en México se encuentran los aceites
gastados, con un promedio de 46 027 t anuales, representando el 21% de la generacion de
Residuos Peligrosos total (SEMARNAT, 2015). Verter 1 litro de aceite en el drenaje
contamina 500 000 litros de agua (Panadare & Rathod, 2015) este residuo puede afectar en

gran medida, tanto en los cuerpos de agua como en los sistemas de alcantarillado de las urbes.



En el primer ambiente provoca la formacion de una pelicula superficial que afecta al
intercambio de oxigeno y perjudica a los seres vivos del ecosistema; mientras que, en el
drenaje, debido a su caracteristica aglutinante, genera bolos que producen importantes atascos

en las cabeceras de las canalizaciones de la red de aguas residuales.

En la actualidad vivimos con un problema de salud publica relacionado con la resistencia a
los antimicrobianos, que provoca una alta mortalidad en la poblacion mundial. Los patrones
de resistencia a sustancias farmacologicas en bacterias tanto Gram positivas como Gram
negativas tienen gran dificultad para ser tratados con antibioticos tradicionales, por lo que
existe una gran escasez en las terapias que resultan efectivas, esto implica un requerimiento
de nuevas opciones de tratamiento antimicrobiano para ayudar en el control de infecciones
(Frieri etal., 2017).

1.3 Justificacion

Es necesario generar métodos de reutilizacién de aceites para reducir el impacto
ambiental que provocan. Al emplearlo como sustrato, mediante un método de produccién de
biosurfactante usando una técnica biotecnoldgica con Pseudomonas aeruginosa, se podra dar
utilidad a parte de este residuo que representa una fuente de contaminacion y convertirlo asi
en un producto que puede tener caracteristicas de gran valor como su antagonismo contra
bacterias patdgenas. Dicho valor viene dado por su funcionalidad como una alternativa a los
tratamientos y terapias actuales contra bacterias patdgenas, ayudando a enfrentar la

problematica de la resistencia antimicrobiana.



1.3 Objetivo general

Evaluar el efecto antagdnico del biosurfactante producido por dos cepas diferentes de
Pseudomonas aeruginosa contra bacterias patdgenas de importancia nosocomial a través de

pruebas en microplacas para generar una propuesta biotecnologica.

1.4 Objetivos especificos

e Evaluar la produccion y estabilidad del agente emulsionante entre las cepas de P.
aeruginosa MK307837 y ATCC 27853.

e Determinar el antagonismo de los biosurfactantes contra E. coli, S. typhimurium, E.
faecalis y S. aureus mediante la técnica por difusion en disco.

e Determinar el antagonismo de los biosurfactantes contra E. coli, S. typhimurium, E.

faecalis y S. aureus mediante la técnica por microdilucion.

1.5 Hipotesis

Los biosurfactantes producidos por Pseudomonas aeruginosa MK307837 y ATCC
27853 utilizando aceite de canola usado como fuente de Carbono, tienen un efecto antagénico
contra E. coli, S. typhimurium, E. faecalis y S. aureus, presentando diferentes capacidades

inhibitorias.
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Il. MARCO TEORICO

2.1 Aceites

Los lipidos son un grupo de moléculas de naturaleza hidrofobica que tienen su origen
en las condensaciones de tioésteres o isoprenos (Quintero, 2014). Estas sustancias poseen
caracteristicas comunes como la baja solubilidad en agua y la formacion de micelas, entre
ellas se incluyen los glicéridos, ceras, esteroides, carotenoides, terpenos, tocoferoles, acidos

grasos, grasas Yy aceites (Mara & Barrera-Arellano, 2012).

Los aceites y grasas son sustancias quimicas principalmente formados por triglicéridos, es
decir, mezclas de ésteres de la glicerina con acidos grasos y pueden ser de origen vegetal o
animal. La diferencia principal entre estos dos conceptos radica en el estado natural de las
sustancias a temperatura ambiente, mientras las grasas se encuentran en estado solido, los

aceites son liquidos (Bailey, 1961).

2.1.1 Quimica de los aceites.

Los &cidos grasos son compuestos formados por una cadena hidrocarbonada y un
grupo carboxilo terminal, lo que les confiere una naturaleza alifatica, poseen en su estructura
entre 4 y 22 atomos de carbono y pueden presentar dobles enlaces (Mara & Barrera-Arellano,
2012; Scrimgeour, 2005).

Cuando 1,2 o 3 &cidos grasos se encuentran esterificados a una molécula de glicerol se
conforman los compuestos llamados glicéridos, y son denominados mono, di o triglicéridos,

respectivamente (Mara & Barrera-Arellano, 2012).

11



Los triglicéridos, unidades estructurales de las grasas y aceites, se forman mediante una
reaccion de condensacion de una molécula de glicerol con tres moléculas de &cidos grasos

donde se liberan tres moléculas de agua (Bailey, 1961).

Figura 2.1
Sintesis de los triglicéridos

H H
H—G—oH H—0OC—R, HOH H—é“DCIC—R‘
H—C—OH + H—O0O0C—R, — HOH + H—C—0OC—R,

H—C—OH H—O0OC—R, HOH H—é—OOC—R,
|

H
Glicerol Acido graso Agua Triglicérido

Fuente: Bailey 1961.

Estos pueden dividirse en dos grupos: simples y mixtos; los primeros se forman cuando los
tres acidos grasos son iguales, por otra parte, los segundos contienen grupos acidos diferentes,
estos pueden presentar isomerizacion dependiendo del &cido que se encuentra en la posicion
central (Bailey, 1961).

Son los glicéridos mas comunes en la naturaleza, donde abundan los de tipo mixto, en los del
grupo simple se encuentran pocos tipos de grasas. Gracias a la investigacion que se ha
realizado en este tipo de sustancias, se ha encontrado que existe una “regla de distribucion
uniforme”, la cual describe la composicion natural de las grasas y aceites; explica que los
acidos grasos tienden a repartirse con la mayor uniformidad como sea posible en las moléculas
de triglicéridos, los aceites de origen vegetal son los que cumplen con mayor precision esta
regla, mientras que los de origen animal muestran una desviacion marcada (Bailey, 1961;
Mara & Barrera-Arellano, 2012).

Debido a que representan la mayor parte en la composicion de los triglicéridos y a que son la
parte activa de éstos, los &cidos grasos son los responsables del caracter de la molécula. En la
naturaleza estos acidos son compuestos alifaticos monobasicos formados de un grupo
carboxilo que se encuentra al final de una cadena hidrocarbonada simple (Bailey, 1961).

Pueden clasificarse dependiendo en los tipos de enlace que constituyen su cadena carbonada

12



en saturados, si sélo constan de enlaces simples, 0 no saturados, si presentan dobles enlaces
(Scrimgeour, 2005).

Por su proceso de manufactura, la mayoria de aceites y grasas industriales o comestibles
cuentan con grupos que no pertenecen a su composicion pura, pero son removidas casi en su
totalidad en la refinacion del aceite bruto, de esta manera no afectan con las propiedades
organolépticas de los aceites comerciales. En el aspecto quimico estas trazas, aunque no son
deseables, tampoco se consideran como un problema relevante en la mayoria de los usos que
se les dan a los productos finales (Bailey, 1961). Los aceites crudos estan compuestos en un
97% por triglicéridos y pequefias cantidades de fosfatidos, pigmentos, esteroides, vitaminas,
proteinas, ceras, hidrocarburos, carbohidratos, etc., y luego del refinado, los triglicéridos

corresponden a mas del 99% de su composicion (Mara & Barrera-Arellano, 2012).

2.1.2 Contaminacioén por aceites

El ritmo en el que se lleva a cabo el aumento poblacional en la actualidad conlleva a
un efecto similar en las necesidades basicas de los individuos, en este caso en el area de los
alimentos donde se incluye el aceite de cocina que en todo el mundo y en todas las cocinas es
esencial en la preparacion de comida tanto en los hogares, como en la industria alimentaria y
restaurantera (Panadare & Rathod, 2015).

Al ser expuesto al calor, el aceite sufre cambios fisicoquimicos notorios en sus propiedades
organolépticas, que después de una exposicion prolongada lo convierten en una sustancia no
apta para la ingesta de las personas ya que representa un riesgo para la salud. A su vez, el
aceite usado, genera residuos domésticos y peligrosos (Panadare & Rathod, 2015). Algunos
de estos desechos son el mismo aceite usado que debido a su lenta degradacion natural

provocan problemas en su proceso de disposicion.

Se ha demostrado que verter 1 litro de aceite en cuerpos de agua puede llegar a contaminar
hasta 500,000 litros de estas. La contaminacion genera malos olores y se representa en el

aumento de la materia organica y la reduccion del oxigeno disuelto al formar una capa en la
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superficie de los cuerpos acuéticos que complica la vida de las criaturas marinas (Panadare &
Rathod, 2015).

Por otra parte, también se generan problemas en los sistemas de drenaje, ya que, al
solidificarse, este aceite dispuesto incorrectamente en los desechos de los fregaderos de las
cocinas, forma una capa que bloquea las tuberias de las alcantarillas, ademas de efectos
corrosivos. El tratamiento de este tipo de desechos en las plantas de aguas residuales se
complica agregando nivel de contaminacion y costo de proceso al requerir de trampas de grasa
en los efluentes y quizas su posterior degradacion via anaerobia. Es por ello que el buen
manejo y disposicion de estos residuos, como su recoleccion a tiempo, tiene una gran
importancia en la busqueda de la solucion a la problematica ambiental (Panadare & Rathod,
2015).

Los paises con mayor desarrollo tienden a ser quienes contaminan en mayor medida con
residuos de aceite doméstico y grasas animales, que aunque el mayor porcentaje de dichos
residuos se utilizan para la creacion de productos de saponificacion, muchos desembocan en
nuestro medio ambiente causando un reto mayor por la dificultad de extraerlos del agua y de

los cuerpos acuaticos naturales (Chhetri et al., 2008).

En un &mbito global, Estados Unidos a través de su Administracion de Informacion de
Energia, estima que en dicho pais se generan alrededor de 100 millones de galones de residuos
de aceite de cocina por dia, donde el promedio per capita diario se encuentra en 9 libras.
Ademas, en Canada se presume la misma produccidon de aceite per capita que en su vecino del
sur, por lo que la agencia gubernamental de dicho pais, Statistics Canada, considera que, en
relacion a los 33 millones de habitantes de su pais, el total de residuos producido podria
alcanzar las 135, 000 toneladas por afio. Por otro lado, el Reino Unido genera
aproximadamente de 700,000 a 1,000,000 toneladas por afio, siendo este pais quien tiene una
mayor produccién de aceite de cocina residual, generando 200,000 toneladas por afio (Chhetri
et al., 2008).

Por su parte, desde la perspectiva nacional, en un periodo de 10 afios evaluado de 2004 a 2014,

en México se produjeron 2 192 000 toneladas de residuos peligrosos aproximadamente, de las
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que el 21%, es decir, 460 277 toneladas, fueron aceites y grasas gastados (SEMARNAT,
2015).

De acuerdo a lo establecido en la Ley General para la Prevencion y Gestion Integral de los
Residuos (LGPGIR) los residuos deben contenerse en depdsitos sin importar el estado de los
materiales, para después llevar un tratamiento, debiendo ser clasificados segun las
caracteristicas, donde se dividen en residuos solidos urbanos (RSU), residuos de manejo

especial (RME) y residuos peligrosos (RP) (Vidal Becerra et al., 2019).

Segun lo establecido en las normas mexicanas y los programas como lo son la Ley General
para la Prevencién y Gestion Integral de los Residuos, Programa Nacional de Prevencion y
Gestion Integral de los Residuos y los Programas Estatales y Municipales de Prevencion y
Gestion Integral de los Residuos, los mexicanos debemos acatar sus dictamenes con el fin de

regular la transportacion y el procesamiento de los residuos (Vidal Becerra et al., 2019).

De acuerdo con Vidal Becerra et al (2019), aplicar las alternativas existentes para el manejo
adecuado y reutilizacién de estos residuos, ademas de ayudar a disminuir el impacto ambiental
que generan, sirve como una oportunidad de darles un valor industrial, ecolégico y econdémico
al utilizarlos como materia prima de otros productos como biocombustibles, lubricantes,

ceras, sustratos, etc.

2.1.3 Alternativas para la reutilizacion de aceites

Debido al impacto ambiental que se ha demostrado generan este tipo de desechos,
algunos paises como Estados unidos y Japon, han generado estrictas leyes que rigen los
parametros y normas de disposicion y eliminacion de residuos. Esto involucra la participacién
de empresas del sector privado que brindan alternativas para el procesamiento y reutilizacion
de residuos en la produccién de bienes de alto valor como biodiesel y energia eléctrica
(Panadare & Rathod, 2015).

Panadare & Rathod (2015) reportan que se han desarrollado sistemas funcionales de

recoleccion de residuos para posteriormente someterlos a un andlisis, y disponer de ellos
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mediante un procesamiento de reutilizacion y finalmente su distribucion como producto
reciclado con un valor alto en el mercado, generando de esta manera una alternativa
sustentable para la gestion de este tipo de desechos. Tras la necesidad de reducir la emision
de gases de efecto invernadero, los métodos de produccién de combustibles como
biocombustibles e hidrdégeno, denominados combustibles de nueva generacién, propicié que
su estudio sea mas minucioso generando la necesidad de convertir los residuos en fuentes de

energia.

Sin embargo, los residuos agricolas y aceites de diversos tipos como los son: residuales,
lubricantes, de transformador, de motor o engranaje; son utilizados como materia prima para
la creacion de combustibles alternativos, bajo el concepto de “residuos de energia” (Panadare

& Rathod, 2015).

Por lo tanto, se destacan entre los tipos de retsos que se le puede dar a los desechos de aceites
la industria jabonera principalmente, la encargada de fabricacion de ceras y veladoras, ademéas
de las mencionadas en los parrafos anteriores que se dedican a la produccion de biodiesel y
otros combustibles (Panadare & Rathod, 2015).

Esta gestion adecuada también ha Illamado la atencién de industrias de bioprocesos y se han
desarrollado algunas técnicas de reutilizacion de estos aceites usados como sustratos para
microorganismos en los procesos de produccion biotecnol6gicos representando la fuente de
carbono principal aportando beneficios econdmicos y ambientales para la generacion de

subproductos industriales (Pérez-Armendariz et al., 2019).

2.2 Surfactantes

Los surfactantes son un amplio grupo de quimicos que tienen la capacidad de
autoagregarse y se caracterizan por ser moléculas anfipaticas, compuestas por una cola

carbonada hidrofébica y una cabeza hidrofilica (Garavito & Ferguson-Miller, 2001).
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Son productos quimicos que tienen gran importancia en la industria ya que se estima que se
cuenta con una produccién mundial anual de aproximadamente 10 millones de toneladas. Se
ha registrado que el 54% de la produccion total de surfactantes en todo el mundo se destina a
diversos sectores industriales, tales como domésticos o industriales entre los que se
encuentran  detergentes, textiles, alimentos, papel, cosméticos, productos de cuidado
personal, salud y agricultura (Van Bogaert et al., 2007).

Cuando se encuentran disueltos en agua, los surfactantes forman micelas, reduciendo la
energia libre del sistema., lo que les otorga su detergencia y propiedades de solubilidad
(Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2010).

La concentracion critica micelar, es aquella concentracion limite a la cual se lleva a cabo la
formacion de micelas y en concentraciones mayores a la misma, los surfactantes pueden

solubilizar compuestos orgénicos hidrofdbicos (Ivankovi¢ & Hrenovié, 2010).

Econdmicamente tienen gran relevancia, ya que se espera que el mercado de surfactantes,
segun el periodo de pronéstico 2014-2020, alcance los $ 44,6 mil millones de dolares (Schultz
& Rosado, 2019).

2.2.1 Quimica de los surfactantes

Coloquialmente conocidos como detergentes, los surfactantes quimicos, son
compuestos que permiten variar la tension superficial del agua y son los causantes de la
humectacion, penetracion, emulsion y suspension de particulas sélidas. Su estructura, como
la de los surfactantes en general, estd compuesta por dos partes: una hidrofilica y otra
hidrofobica y lipofilica, lo que permite formar puentes entre agua y aceite (Garavito &
Ferguson-Miller, 2001).

Van Hamme et al, (2006) clasificaron a los surfactantes segun la carga de su grupo polar en 4

grupos:

. Surfactantes anidnicos, son los mas antiguos y comunes, los detergentes y jabones

pertenecen a este tipo de surfactantes y, ademas, son utilizados en farmacos como
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coadyuvantes de absorcién y adsorcion (Bajpai & Tyagi, 2007; Cal-y-Mayor-
Luna, 2017).

. Surfactantes catidnicos, a los que pertenecen los compuestos cuaternarios de
amonio. Son usados en formulaciones de productos de limpieza como detergentes,
suavizantes y acondicionadores de cabello (Bajpai & Tyagi, 2007; Cal-y-Mayor-
Luna, 2017). Ademas, sirven como desinfectantes gracias a su antagonismo contra
bacterias, hongos y protozoarios (Ivankovi¢ & Hrenovié, 2010).

. Surfactantes anféteros, sus caracteristicas varian segun su pH, no existe mayor
informacion respecto a estos, incluyen a los 6xidos de aminas (Bajpai & Tyagi,
2007; Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2010).

. Surfactantes no ionicos, no son capaces de disociarse en iones al encontrarse
disueltos en agua y son ampliamente ocupados en procesos de biorremediacion de
suelos (Cal-y-Mayor-Luna, 2017). Son utilizados también en la fabricacién de
pesticidas, agentes humectantes y estabilizadores de espumas (Bajpai & Tyagi,
2007; Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2010).

En la Tabla 2.1 se enlistan algunos ejemplos de los tipos de surfactantes segun la clasificacion
anterior.
Tabla 2.1

Tipos de surfactantes quimicos

Carga Surfactante
Acido sulfénico de alquil benceno lineal
Sulfato de alquilo (Dodecil sulfato de sodio)
Etoxisulfato de alquilo
Eter sulfato
Olefinas sulfonadas
Alcano sulfonatos
Acido sulfosuccinico de alquilo
Sulfonatos de petroleo, lignina o éster
Tauratos de acilo
Aminoacidos N-acilados

Aniodnicos
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Tabla 2.1 (Continuacion)

Sales cuaternarias de amonio alquilicas (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio)

Sales de bencil alquil dimetil amonio (cloruro de benzalconio)
Amidoaminas cuaternarias
Compuestos cuaternarios de imidazol
Esterquats
Oxido de aminas
Alquilamino &cidos
Alquilbetainas
Alquilaminobetainas
Derivados anféteros de imidazol
Lecitina

Cationicos

Anféteros

Alcoholes, alquifenoles, acidos, alcanolaminas, aminas y ésteres
etoxilados

Alcanolaminas de acidos grasos
Esteres de compuestos polihidroxilados
Polisorbatos
Poliglicésidos alquilicos
Oxido de etileno / 6xido de propileno
Copolimeros de bloque
(Cal-y-Mayor-Luna, 2017)

No i6nicos

2.2.2 Repercusiones de los surfactantes quimicos

La mayoria de los surfactantes comerciales son de naturaleza quimica, producidos a
base de petroleo, y por lo general son contaminantes para el medio ambiente, por consiguiente,
generan problemas ecologicos. En especifico al aplicarse en la limpieza, las sustancias que se
filtran llegan a ser absorbidas en verduras, frutas, pescado y otros productos alimenticios que
terminan afectado a los consumidores (Van Bogaert et al., 2007). Ademas, se ha reportado un
problema donde este tipo de tensoactivos muestran comportamientos de degradacion y
toxicidades que afectan diversas especies procariotas, animales y vegetales (Jardak et al.,
2016).
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Jardak et al (2016) reportaron afecciones en una amplia variedad de especies procariotas y

eucariotas por este tipo de compuestos quimicos, entre las que se encuentran:

e Bacterias: Vibrio fischeri, Photobacterium phosphoreum, Azobacter sp. y Dunaliella
sp.

e Algas: Scenedesmus subspicatus, Selenastrum, Pseudokirchneriella subcapitata y C.
vulgaris.

e Crustaceos: Arcatia tonsa y Daphnia magna.

e Organismos superiores: Eisenia foetida, Lumbricus terrestres, Platynothrus peltifer,
Brassica rapa e Isotoma viridis.

e Invertebrados: Folsomia fimetaria y Folsomia candid.

e Plantas: Malvia pusilla, Solanum nigrum, Chenopodium album y Ryegrass lolium.

2.3 Biosurfactantes

En la actualidad, existen estudios enfocados en reemplazar a los surfactantes sintéticos
por surfactantes de origen biolégico (Camilios Neto et al., 2008). Una alternativa de los
productos quimicos son los biosurfactantes ya que estos se caracterizan por su
biodegradabilidad, baja ecotoxicidad, menor concentracion critica micelar, produccion
basada en recursos renovables y diversidad estructural, actividad tensoactiva, estabilidad en
condiciones extremas de temperaturas, pH, fuerza idnica y concentracion salina (George &
Jayachandran, 2013; Paulino et al., 2016; Schultz & Rosado, 2019; VVan Bogaert et al., 2007).

Los biosurfactantes son un grupo de diferentes compuestos anfifilicos con la capacidad de
reducir la tensién superficial e interfacial de sistemas, asi como actividad emulsificante
(Paulino et al., 2016). Son metabolitos secundarios extracelulares producidos principalmente
por bacterias, hongos y levaduras (Hamzah et al., 2013) . Estas moléculas tensoactivas
también tienen propiedades de detergencia, humectacién, formacion de espuma, entre otras;
ademas suelen ser biocompatibles y biodegradables gracias a su estructura quimica y a que
son sintetizados por organismos biolédgicos (Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Moya Ramirez et al.,
2015).
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Estos compuestos se producen cuando los microorganismos crecen en medios que presentan
sustancias de naturaleza hidrofoba como aceites o hidrocarburos, asi como a partir de sustratos
como carbohidratos, glicerol y desechos agroindustriales (Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Thavasi
etal., 2011; Wang et al., 2007).

Tienen naturaleza anfipatica, donde las partes hidrofilicas pueden ser mono, oligo o
polisacaridos, péptidos o proteinas, y las hidrofobicas estan constituidas por alcoholes o
acidos grasos, saturados, insaturados o hidroxilados (Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Pacwa-
Plociniczak et al., 2011). Por lo general estos compuestos son producidos por
microorganismos que forman estructuras quimicas, como ramnolipidos, fosfolipidos,

lipoproteinas y polimeros y la mayoria son anionicos o neutros (Dobler et al., 2016).

Los biosurfactantes pueden ser producidos por varios sustratos, principalmente recursos
renovables como los aceites vegetales usados y residuos agroindustriales en el medio de
cultivo, que ademas del beneficio ambiental conllevan una reduccion en el aspecto econémico
de la produccién volviéndolo mas atractivo a gran escala, pero que poco se ha reportado
(Abalos et al., 2001; Paulino et al., 2016).

2.3.1 Clasificacion de los biosurfactantes

Los biosurfactantes pueden clasificarse de diversas formas, Pacwa-Plociniczak et al
(2011) clasifican a los biosurfactantes por su peso molecular, estructura quimica, origen
microbiano, modo de accion y propiedades fisicoquimicas, siendo las dos primeras las mas

utilizadas.

Segun su peso molecular, pueden ser de bajo y alto peso, siendo los primeros el grupo mas
estudiado y que agrupa dos subclasificaciones: los glucolipidos y los lipopéptidos, que a su
vez de clasifican en varias familias como soforolipidos, lipidos de trehalosa o Trehalolipidos,

ramnolipidos, surfactinas, entre otros (Paulino et al., 2016).
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Otra clasificacion importante, aunque poco especifica, es segin la carga de su grupo polar o
hidrofilico pueden ser: anidnicos, catidnicos, anféteros y no ionicos.(Pacwa-Plociniczak et
al., 2011).

Segln su estructura quimica se dividen en glucolipidos (lipidos de manosil eritrirol,
soforolipidos, ramnolipidos y lipidos de trehalosa), lipopéptidos/lipoaminoécidos (surfactina,
lipidos de lisina lipidos de ornitina), polimeros (lipoproteinas, polisacaridos vy
lipopolisacaridos) y aceites (glicerolipidos, fosfolipidos y acidos grasos) (Cal-y-Mayor-Luna,
2017; Miller et al., 2012).

Los biosurfactantes glucolipidicos son el tipo de biosurfactantes de peso molecular méas
comun (Paulino et al., 2016; Shoeb et al., 2013). Su estructura est conformada por un residuo
hidrofobico formado en una larga cadena de acido graso alifatico, insaturado o hidroxilado,
unido mediante un enlace éster o éter a un carbohidrato hidrofilico que puede ser mono, di,
tri o tetrasacéridos de glucosa, manosa, galactosa o ramnosa (Abdel-Mawgoud et al., 2011;
Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Paulino et al., 2016).

Segun Paulino et al, (2016) y Rahman & Gapke, (2008), los biosurfactantes glucolipidicos
méas estudiadas son los ramnolipidos, soforolipidos, lipidos de trehalosa y lipidos de

manosileritriol.

Los ramnolipidos son compuestos que consisten en un grupo hidrofilico de una o dos
moléculas de L-ramnosa unidas a un grupo hidrofobico de acidos grasos [-hidroxi,

generalmente producidos por Pseudomonas sp. (Paulino et al., 2016).

Los soforolipidos son producidos principalmente por levaduras Candida sp., cuando son
cultivadas en medios que contienen carbohidratos y sustratos lipofilicos. Se presentan en
forma de disacéaridos de soforosa unidos glucosidicamente al grupo hidroxilo de un acido
graso (Mnif & Ghribi, 2016).

Por su parte, los lipidos de trehalosa son una amplia variedad de glucolipidos que consisten
de una trehalosa unida a acidos micolicos. Se producen principalmente por bacterias de tipo
Gram-positivo como Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus, difiriendo en cuanto su

estructura, tamafio y saturacion (Mnif & Ghribi, 2016).

22



Finalmente, los lipidos de manosileritriol (MEL) son una familia de biosurfactantes no i6nicos
gue contienen manopiranosil-meso-eritriol como residuo hidrofilico y un &cido graso y grupos
acetilo en la unidad hidrofébica. Se producen principalmente por Pseudozyma sp., Ustilago

sp. y otras levaduras y hongos filamentosos (Paulino et al., 2016).

2.3.2 Ramnolipidos

Los ramnolipidos son biosurfactantes de tipo glucolipidico de carga negativa que tienen de
origen microbiano, ya que son producidos por microorganismos como Pseudomonas sp.,
Burkholderia sp., Myxococcus sp., Enterobacter sp., Acinetobacter sp., entre otros (Mdller et
al., 2012; Paulino et al., 2016).

Son moléculas de una (monoramnolipidos) o dos (diramnolipidos) unidades de L-ramnosa
enlazadas a un acido B-hidroxidecanoico saturado o insaturado (Banat et al., 2000; Paulino et
al., 2016). Estas uniones se forman mediante un enlace glucosidico entre el grupo hidroxilo
de un acido B-hidroxidecanoico con el disacéarido (Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Shoeb et al.,

2013). Las estructuras de los dos tipos de ramnolipidos se muestran en la Figura 2.2.

Figura 2.2

Estructura de los mono y diramnolipidos
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En los estudios que se han realizado sobre estos ramnolipidos, segun Giraldo et al, (2014) y
Muiller et al, (2012), han sido identificados hasta 60 homdlogos, los cuales presentan tensiones
superficiales de 29 mN/m que son caracteristicas de compuestos que contienen ramnosa unida

a un acido hidroxidecanoico de tipo alfa.

En algunos procesos de produccion de tipo fermentativo, se pueden obtener gran variedad de
andlogos  ramnolipidicos,  principalmente  los  monoramnolipidos  Ramnosil-f-
hidroxidecanoato (Rha-C10) y Ramnosil-p-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato (Rha-C10-
C10), asi como los diramnolipidos Ramnosil-ramnosil-B- hidroxidecanoato (Rha-Rha-C10)
y Ramnosil-ramnosil-B-hidroxidecanoil-p-hidroxidecanoato (RhaRha-C10-C-10) (Abdel-
Mawgoud et al., 2011; Liepins et al., 2021; Paulino et al., 2016). Su proporcién depende de
la composicion del medio, el microorganismo productor y las condiciones de fermentacion
(Clarke et al., 2010).

Estas moléculas tienen la capacidad de formar emulsiones con gran estabilidad de compuestos
hidrofébicos en soluciones acuosas ya que reducen la tensién superficial del agua de 72 a
aproximadamente 30 mN/m, variando segun el homologo utilizado y exhibiendo también
altos valores de emulsificacion de entre 60 y 70% (Costa et al., 2006; Muller et al., 2012). Sin
embargo, la mayoria de los estudios realizados se enfocan en mezclas de ramnolipidos
diferentes, y no pueden describir estas propiedades segtin cada analogo en su forma individual

debido a la dificultad en los métodos de purificacion (Paulino et al., 2016).

Abdel-Mawgoud et al, (2011) resaltan la importancia de que estos metabolitos pueden ser
obtenidos en rendimientos altos al aplicar un proceso de corta duracién utilizando un
microorganismo de facil cultivo y, ademas, se relacionan con los factores de virulencia del
mismo, por lo que se puede considerar que algunos aspectos de su sintesis ya hayan sido

estudiados previamente.

En los dltimos afios, los ramnolipidos se han considerado como una muy prometedora clase
de biosurfactantes debido a que tienen propiedades de gran interés en aplicaciones industriales
y pueden fungir como una alternativa sustentable frente a los surfactantes sintetizados
guimicamente, mas alla de su gran actividad superficial y emulsificantes presentan baja

toxicidad y alta biodegradabilidad, lo que los hace aplicables en procesos como
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biorremediacion, formulaciones cosméticas y detergentes, asi como su papel como aditivos
de alimentos y medicamentos, lo que les pronostica un uso importante a futuro (Costa et al.,
2006; Dobler et al., 2016b; Lovaglio et al., 2011; Paulino et al., 2016; Sekhon-Randhawa &
Rahman, 2014).

En la Tabla 2.2 se muestran las principales aplicaciones de los ramnolipidos en diversos rubros

industriales:

Tabla 2.2

Aplicaciones de los ramnolipidos.

Aplicacién

Descripcion

Farmacéuticas y
terapéuticas

Los ramnolipidos muestran baja toxicidad, propiedades de actividad de
superficie y propiedades antimicrobianas contra varios microorganismos.

Cosmeéticos

Los ramnolipidos son un ingrediente que efectivo para los muchos
tratamientos de piel como. cicatrizante con fibrosis reducida, cura de
quemaduras y tratamientos de arrugas.

Agricultura

Los ramnolipidos se usan para la remediacion de suelos, para mejorar la
calidad del mismo, para la eliminacion de patdgenos vegetales,
provocando la absorcion de fertilizantes y nutrientes a traves de las raices
y como biopesticidas

Detergentes y
blanqueadores

Los ramnolipidos son emulsificantes naturales y agentes tensoactivos que
conducen a formar parte de detergentes, productos para lavado de ropa,
champus y jabones.

Biorremediacion y

Los ramnolipidos han mostrado excelentes propiedades de

recuperacion de petroleo emulsificacion, para remover petroleo crudo de suelos contaminados.

(Cal-y-Mayor-Luna, 2017)

En algunos experimentos de laboratorio, se encontré que los biosurfactantes ramnolipidicos
producidos por Pseudomonas aeruginosa tienen una mayor eficacia emulsionante al
compararlos con los surfactantes sintéticos Tween 60, SDS-polioxietileno, mono-oleato de
sorbitan y SDS-Pluronic F-68 (Mnif & Ghribi, 2016).
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2.3.3 Microorganismos productores de biosurfactantes

Como se menciono en los apartados anteriores, diferentes tipos de microorganismos

tienen la capacidad de sintetizar a través de su metabolismo biosurfactantes de tipo

glucolipidico, a continuacion, se mencionan algunas de las especies productoras mas

representativas de acuerdo al tipo de biosurfactante segin Cal-y-Mayor-Luna, (2017):

e Glucolipidos

o

o

Ramnolipidos: Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas sp.

Trehalolipidos: Mycobacterium tuberculosis, Rhodococcus erythropolis,
Arthrobacter sp., Nocardia sp. y Corynebacyerium sp.

Soforolipidos: Torulopsis bombicola, Torulopsis petrophilum y Torulopsis
apicola.

Lipidos de manosileritriol: Candida antarctica.

e Lipopéptidos

o

o

o

Surfactina: Bacillus subtilis.
Liquenisina: Bacillus licheniformis.

Pumilacidina: Bacillus pumilus.

e Poliméricos:

o

o

o

o

Emulsan: Acinetobacter calcoaceticus RAG-1.
Alsan: Acinetobacter radioresistens KA-53.
Liposan: Candida lipolytica.

Manoproteinas: Saccharomyces cerevisiae.

e Aceite/membrana

o

o

Acido corinomicélico: Corynebacterium lepus y Penicillium spiculisporum.

Fostaftiletanolamina: Acinetobacter sp. y Rhodococcus erythropoli.
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2.4 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa se encuentra entre los microorganismos patégenos mas
dominantes en los nosocomios a nivel global, provocando diversos tipos de infecciones como
pueden llegar a ser la neumonia o bacteriemia, siendo esta de mayor complicacion a causa de
la resistencia intrinseca a antibioticos y a su capacidad de generar mecanismos de resistencia,
lo cual genera un serio problema de salud publica debido a los elevados indices de mortalidad
(Lujan-Roca, 2014).

En 1882 Gessard, aisl6 por primera vez a P. aeruginosa en un cultivo puro de heridas cutaneas
(Wilson & Dowling, 1998). Se trata de un bacilo recto o levemente curvo Gram negativo, el
cual pertenece a la familia Pseudomonaceae, con una dimension de 2 a 4 x 0,5 micras, y con
un flagelo polar el cual le permite movilidad. Es aerobio, con capacidad de poder desarrollarse
en condiciones anaerobias por medio del uso de nitrato, catalasa positiva y oxidasa positiva
(Lujan-Roca, 2014). Tiene gran capacidad para adaptacion y puede crecer a temperaturas de
mas de 42 °C; habita cominmente en agua, suelos y plantas (Kerr & Snelling, 2009). Se
considera un patdégeno oportunista, causa una amplia gama de infecciones, principalmente

nosocomiales (Berthelot et al., 2005).

P. aeruginosa genera una cantidad amplia de factores de virulencia, por esta razon, su
patogénesis se describe como multifactorial. Siendo parte de estos factores el flagelo,
fimbrias, pili, matriz exopolisacarida, toxinas, exoenzimas, biopeliculas y los recientemente

estudiados biosurfactantes (Lujan-Roca, 2014).

2.4.1 Produccion de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa

En 1949 Jarvis y Jonson demostraron que Pseudomonas aeruginosa era capaz de
producir biosurfactantes de tipo ramnolipidico, teniendo como precursores anab6licos acidos
hidroxialcanoicos (HAA) que también tienen propiedades tensoactivas (Déziel et al., 2003).
Estos ramnolipidos han sido considerados como uno de los diversos factores de virulencia
implicados en la formacion de biopeliculas, indispensables para que P. aeruginosa presente

motilidad de tipo swarming (Déziel et al., 2003; Sober6n-Chavez et al., 2005).
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Dentro del grupo de microorganismos capaces de producir mediante su metabolismo a los
ramnolipidos, se destaca P. aeruginosa mostrando un proceso mediante una sintesis de novo
(Cal-y-Mayor-Luna, 2017).

Estos ramnolipidos suelen estar conformados por un dimero de acidos B-hidroxidecanoicos
tipo a través de un enlace glucosidico a un residuo de mono o diramnosa, aunque, en algunos
casos solo se presenta un solo &cido organico (Soberdn-Chavez et al., 2005). Algunos estudios
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC/MS) han detectado la
existencia de mas de 28 congéneres ramnolipidicos (Déziel et al., 1999). Dentro de su
configuracién, predomina la C10-C10 en las cadenas alquilicas, pudiendo variar segun las
condiciones de cultivo (Marchant & Banat, 2012).

Pseudomonas aeruginosa produce principalmente a-L-ramnopiranosil-a-L-ramnopiranosil-
B-hidroxidecanoil- B-hidroxidecanoato, de configuracion Rha-Rha-C10-C10; y o-L-
ramnopiranosil-a-L-ramnopiranosil- B-hidroxidecanoato, representado como Rha-Rha-C10;
en conjunto con sus homologos con estructura de monosacéridos Rha-C10-C10 y Rha-C10
(Cal-y-Mayor-Luna, 2017).

Segln Soberdn-Chavez et al., (2005) la sintesis de ramnolipidos se realiza mediante tres
reacciones secuenciales desciadas del metabolismo central, donde participan diferentes
ramnosiltransferasas. RhIA tiene participacion en la sintesis del dimero de &cido graso y HAA
libres, posteriormente RhIB cataliza una reaccién unida a la membrana donde usa ramnosa
desoxitimidina difosfato (dTDP-Lramnosa) y un HAA como precursores para producir
monoramnolipidos. Finalmente RhIC utiliza estos compuestos como sustratos, junto con
dTDP-Lramnosa para producir diramnolipidos con un control limitado de la proporcion de
produccién de cada molécula a partir de factores externos. Ademas, se tiene una homologia
de secuencia con las mismas enzimas que se involucran en la sintesis de lipopolisacaridos
(Déziel et al., 2003; Marchant & Banat, 2012; Rahim et al., 2001). La dTDP-Lramnosa se
produce a partir de glucosa 1-fosfato mediante una cadena de reacciones catalizadas por
enzimas de la ruta Entner-Doudoroff y gluconeogénesis (Bazire & Dufour, 2014; Cal-y-
Mayor-Luna, 2017; Dobler et al., 2016b).
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La sintesis de los residuos lipidicos de la molécula de ramnolipido diverge de la ruta general
de acidos grasos de este microorganismo (Soberon-Chavez et al., 2005), es decir, las
fracciones lipidicas de los ramnolipidos se producen por una sintesis de acidos grasos nuevos
y no por aquellos catabolizados en la ruta de p-oxidacion (Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Zhang
et al., 2012). Soberon-Chavez et al, (2005) determinaron que RhIA es la enzima responsable
de la sintesis de HAA y de la fraccién de acido graso de estos biosurfactantes. También la
enzima RhIG tiene gran importancia en este proceso, ya que es la responsable de llevar a los
precursores de los acidos grasos ramnolipidicos fuera de la biosintesis general. Esta enzima
esta involucrada también en la sintesis de polihidroxialcanoatos (Déziel et al., 2003; Soberdn-
Chévez et al., 2005).

Se ha observado un complejo mecanismo de regulacion que se controla por las rutas
metabolicas de comunicacion intracelular dependientes de Quorum Sensing, siendo estos dos
sistemas que se activan al cultivar la bacteria en condiciones nutrimentales limitantes
repercutiendo directamente en la produccién de ramnolipidos (Abdel-Mawgoud et al., 2011;
Cal-y-Mayor-Luna, 2017; Wittgens et al., 2011). Esta respuesta regula a nivel transcripcional
la produccidn de diversos rasgos asociados con la virulencia microbiana y algunos otros genes
adicionales (Van Delden & Iglewski, 1998).

La produccién de ramnolipidos se realiza en el inicio de la fase estacionaria, por lo que se
consideran metabolitos secundarios y requiere condiciones de crecimiento especificas
(Soberén-Chavez et al., 2005). Esta puede llevarse a cabo a partir de sustratos como succinato,
piruvato, citrato, fructosa, glicerol, glucosa y manitol (Cal-y-Mayor-Luna, 2017); sin
embargo, se observa mayor productividad utilizando aceites de origen vegetal como el de
soja, maiz, canola y oliva (Soberon-Chavez et al., 2005). Gracias a la sintesis de novo de la
fraccion lipidica, estas fuentes de carbono no afectan la composicion de los biosurfacantes
producidos (Déziel et al., 1999).

Algunos otros factores, ademas del sustrato, influyen en la composicion y rendimiento
productivo de los ramnolipidos, entre ellos se encuentran el disefio y estructura del
fermentador, pH, concentracidn de oxigeno, composicion de nutrientes, sustratos, temperatura
y agitacion (Dobler et al., 2016).
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2.5 Actividad antimicrobiana

Debido a la alta tasa de resistencia que han demostrado los microorganismos
patogenos alrededor del mundo en los Gltimos afios, se han dirigido maltiples investigaciones
que tienen como objetivo encontrar una alternativa a las terapias antimicrobianas clasicas que
utilizan antibidticos. El problema de la resistencia microbiana es competente de la salud
publica mundial debido a los perjuicios en la salud de las personas y los costos que implican

estos tratamientos (Rodriguez-Pava et al., 2017).

Algunos organismos internaciones, incluyendo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
han establecido que algunas herramientas de bioprospeccion y uso de recursos y productos de
origen bioldgico pueden fungir como las alternativas de tratamiento que se buscan; se han
estudiado con este fin plantas y microorganismos asi como sus derivados, es decir, extractos,

metabolitos o productos microbianos (Rodriguez-Pava et al., 2017).

Los biosurfactantes, en especifico los ramnolipidos, tienen multiples propiedades, como se
menciond en el apartado 1.3.2, y también pueden ser considerados como alternativas para los
medicamentos y agentes antimicrobianos sintéticos, por lo que representan una alternativa al

usarse como agentes terapéuticos seguros y efectivos (Lotfabad et al., 2013).

2.5.1 Efecto antagdnico de los ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa

Se han realizado estudios previos sobre la actividad antimicrobiana de los
ramnolipidos producidos por las cepas de P. aeruginosa que demuestran diferencias entre los
requerimientos de concentracion minima inhibitoria (CMI) dependiendo de la cepa encargada
de la produccion. La cepa MR0O1 mostro actividad inhibitoria a concentraciones variadas,
como el caso de Enterococcus faecalis, Salmonella typhi, Klebsiella pneumonia, Escherichia
coli e incluso la misma Pseudomonas aeruginosa que requirieron mas de 512 ug/ml de
biosurfactante; Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis y Bacillus cereus a 128 pug/ml; y finalmente Micrococcus luteus que

requirio una concentracion de 32 pug/ml para lograr su inhibicion (Lotfabad et al., 2013).
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En el mismo estudio Lotfabad et al (2013) encontraron que el biosurfactante producido por la
cepa MASH1 de P. aeruginosa podia inhibir a los mismos microorganismos, pero con
requerimientos diferentes en la concentracion del ramnolépido; en este caso de la
concentracion minima requerida fueron 64 ug/ml para actuar contra Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus y Micrococcus luteus; Bacillus subtilis
fue el anico en el que la CMI fue de 128 ug/ml; mientras que se requirieron 512 pg/ml para
inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae,

Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Se reportd que el ramnolipido de la cepa 47T2 puede ejercer antagonismo contra una gran
variedad de bacterias, pero con requerimientos menores de concentracion, como Klebsiella
pneumoniae que su CMI fue solo de 0.5 ug/ml o Enterobacter aerogenes que requiere 4
ug/ml; también Serratia marcescens y Bacillus subtilis que presentaron CMI bajas, 8 y 16
ug/ml respectivamente; algunas otras especies tuvieron CMI de 32 ug/ml como
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus; Escherichia coli, Alcaligenes faecalis,
Citrobacter freundii, Bacillus cereus y Micrococcus luteus presentaron inhibicion con 64
ug/ml; Salmonella tyhpimurium, Bordetella bronchiseptica, Arthrobacter oxydans,
Mycobcterium phlei y Clostridium perfringens presentaron requerimientos de 128 ug/mi;
finalmente Pseudomonas aeruginosa fue inhibida con la presencia de 256 pg/ml del

biosurfactante y Proteus mirabillis con una concentracion mayor a esta (Haba et al., 2003).

Otros estudios realizaron pruebas verificando la inhibicion de una menor cantidad de
microorganismos, pero obtuvieron resultados positivos. Por ejemplo, en el caso del estudio de
la actividad antimicrobiana del ramnolipido producido por P. aeruginosa AT10 se logro
observar la inhibicion de Escherichia coli y Alcaligenes faecalis a una concentracién de 32
pg/ml, ademas de Serratia .marcescens que requirio 16 pg/ml (Abalos et al., 2001). Ademas,
Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus mostraron requerimientos de 250 y 500
pg/ml respectivamente para ser inhibidos por el biosurfactante de la cepa OBP1 (Bharali et
al., 2013).
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1. METODOLOGIA

Los experimentos de este trabajo de investigacion se realizaron en dos etapas: la primera fue
la fase de implementacion y la segunda la de desempefio. El orden y los procedimientos de
cada una se indican en la Figura 3.1.

Figura 3.1
Diagrama del proceso experimental

* Implementacion:
Produccion del biosurfactante (Pérez-Armendariz et al., 2019).
Prueba de emulsificacion (Shavandi et al., 2010).

~

» Desempefio: \/

Actividad antimicrobiana: Difusion en disco (Corrales et al., 2013).
Purificacion (Pérez-Armendariz et al., 2019).
CMI: Microdilucion (Perinelli et al., 2019).

3.1 Microorganismos y medios de cultivo

Para realizar los experimentos se utilizaron dos cepas de Pseudomonas aeruginosa una
de ellas fue la cepa ATCC 27853 y la segunda fue la cepa MK307837, esta ultima fue
identificada y utilizada en Pérez-Armendariz (2019).

Para su activacion las cepas fueron sembradas mediante una asada en Caldo nutritivo
(BIOXON, México), cada una en un matraz de 250 ml que contenia 50 ml del medio antes

mencionado e incubadas 24 h a 37°C y 150 rpm.

Para la produccion de biosurfactante se utilizé el medio mineral con aceite de canola descrito
en Pérez-Armendariz (2019) que contiene: 1 g/l KoHPOs, 1 g/l KH2PO4, 0.41 g/L
MgS04-7H20, 3% v/v aceite de canola usado y 4% w/v NaNO:s.
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Se utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 19433,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Salmonella typhimurium para las pruebas de actividad
antimicrobiana, todas ellas fueron crecidas en Agar TSA (BIOXON, México) incubado a
37°C durante 24 h y posteriormente se inocularon matraces de 150 ml que contenian 50 ml
de Caldo nutritivo (BIOXON, México) con una colonia crecida en el agar anterior y fueron
incubados 24 h a 37°C y 150 rpm. Una vez terminada la incubacion se igualaron las DO

A565nm de los cultivos de las cuatro cepas patdgenas.

Figura 3.2
Microorganismos y medios de cultivo

Precultivo Produccion Pruebas de antagonismo

ATCC 27853/ |&! P.aeruginosa ATCC 27853/ faecalis ATCC 19433, S.
MK307837 ' MK307837 aureus ATCC 25923, S. typhi
Caldo nutritivo 1 g/l K:HPOs 1 gl , 'Agar TS.A.\ (BIOXON)
(BIOXON) KH2POs, 0.41 g/L Caldo nutritivo (BIOXON)
MgSO4-7H20, 3% viv | .
) 24, 37°C, 150 aceite de canola usado y | | , 24, 37°C
< rom. 4% w/v NaNO3 \ a4 24h, 37°C, 150 rpm

37°C, 200 rpm, 14 dias

/)
I

0

3.2 Condiciones de inoculacion

Se inocul6 a una concentracién 5% (v/v) un matraz de 250 ml que contenia 100 ml de
caldo nutritivo (BIOXON, México) con un cultivo de 24 h de P aeruginosa ATCC 27853
(Pérez-Armendariz et al., 2019) con una DO A565nm inicial de 0.013. El cultivo se incub6 a
37°C con agitacion a 200 rpm en una incubadora Benchmark Incu-Shaker hasta que la DO
A565nm alcanzé 0.752 + 0.024 lo que corresponde a 1.54x 108 UFC/ml e indica que el cultivo
se encuentra en fase exponencial seguiin su modelo de crecimiento (Pérez-Armendariz et al.,

2019) como se muestra en la Figura 3.3.
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Este procedimiento se realizé también para la cepa de Pseudomonas aeruginosa MK307827
con una DO A565nm inicial de 0.014 incubando hasta una DO A565 nm de 0.721 que
corresponde a 1.48x 10% UFC/mI encontrandose en la misma fase de la curva de crecimiento
que la otra cepa. Los productos de ambos cultivos se utilizaron como in6culo para la

produccion de biosurfactante.

Figura 3.3
Condiciones de inoculacién

‘ * < i
100 ml 5% v/v 37°C DO
Caldo Precultivo 200 A565
nutritivo P. aeruginosa rom nm

3.3 Produccion de biosurfactante

Para la produccion de biosurfactante se inocul6 un matraz Erlenmeyer de 500 ml que
contenia 150 ml de medio de cultivo mineral esterilizado en autoclave que contenia: 1 g/l
K2HPOy4, 1 g/l KH2PO4, 0.41 g/L MgSOs4-7H20, 3% v/v aceite de canola usado y 4% wi/v
NaNOz (Pérez-Armendériz et al., 2019), tal como se indica en el apartado 3.1, a una
concentracion 5% (v/v) de cultivo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 en crecimiento
exponencial. Se incub6 a 37°C con agitacion a 200 rpm en una incubadora Benchmark Incu-
Shaker durante 14 dias. Estos mismos pasos se realizaron la cepa de Pseudomonas aeruginosa
MK307837.
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Este procedimiento, ilustrado en la Figura 3.4, se realizé por triplicado para cada cepa y

posterior a la incubacién los cultivos fueron inactivados en autoclave a 121°C para su manejo
como biosurfactante crudo.

Figura 3.4
Produccion del biosurfactante

+ { &

150 ml Medio

mineral + 3% 5% viv 37°C
v/v aceite de Precultivo 200 rpm 121°C

3.4 Actividad emulsificante

La actividad de emulsificacion se determind mediante la adicion de 6 ml de
biosurfactante crudo a 4 ml de aceite de canola usado en un tubo con rosca graduado de 15
ml, se agitd vigorosamente en un vortex durante 2 min y se dejo el tubo verticalmente en

reposo durante 24 h a temperatura ambiente.

Una vez cumplido el periodo de reposo la actividad de emulsificacion se calculé dividiendo
la altura medida de la capa de emulsion entre la altura total de la mezcla y se multiplico por
100, obteniendo un valor porcentual (Shavandi et al., 2011). En la Figura 3.5 se muestra el

procedimiento correspondiente a esta etapa experimental.

Figura 3.5
Actividad emulsificante

1]

' »

6 ml Agitacion _

i . Reposo vertical
biosurfactante 4 vigorosa (21, Tangions)
ml aceite (2 min) y | ambiente
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3.5 Purificacion del biosurfactante

Para cada producto del proceso de produccion de biosurfactante realizados por
triplicado se purificaron los ramnolipidos segun el protocolo descrito por Pérez-Armendariz
et al. (2019). El biosurfactante crudo se centrifug6 a 5000 rpm durante 20 min y el
sobrenadante fue recuperado para después afiadirle un volumen igual de solucion cloroformo-
etanol 3:1 y finalmente mezclarlos. La mezcla se vertié en un embudo de separacion y la fase
organica fue recogida del fondo. Este proceso se repitio hasta que no se observé la formacion
de emulsion. La fase recogida fue evaporada en un rotavapor a 40°C y los ramnolipidos se
resuspendieron en agua destilada. El proceso descrito se resume en la Figura 3.6.

Figura 3.6
Purificacion de los ramnolipidos

Biosurfactante Sobrenadante Mezcla Fase organica
crudo Adicion Separacion de Evaporacion en

Centrifugacion Cloroformo- fases mediante rotavapor

(5000 rpm, 20 etanol 3:1 embudo (40°C)
min)

3.6 Actividad antimicrobiana
3.6.1 Difusién en disco

Para la prueba de Difusion en disco se esterilizaron discos con un diametro de 6 mm
de papel filtro mediante calor. Posteriormente se afiadieron 40 ul de biosurfactante crudo de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a 15 discos y se dejaron reposar durante 24 h, también
se afladid el mismo volumen de biosurfactante crudo de Pseudomonas aeruginosa MK307837

a otros 15 discos.
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Se inocularon cajas Petri que contenian 20 ml de Agar TSA (BIOXON, México) con 20 ul de
cultivo de una de las cepas patdgenas designadas para este experimento, indicadas en el
apartado 3.1, y se coloc6 un disco con biosurfactante en medio del &rea inoculada. Esto se
repitié por triplicado para cada cepa y para cada biosurfactante, resultando 12 cajas Petri, 3
por cada cepa patdgena, para cada uno de los biosurfactantes (Corrales et al., 2013).
Finalmente, las cajas se incubaron por 36 h a 37°C para después medir el halo de inhibicion
formado utilizando un Calibrador Vernier Pretul. En la Figura 3.7 se muestra un diagrama del

procedimiento descrito.

Figura 3.7
Difusion en disco

Disco estéril de Agar TSA

papel filtro (6 mm) Medicion de los

20 pl cepa patégena halos de
40 il . inhibicion
biosurfactante 24 h, ‘Disco con
Tambi biosurfactante
ambiente
36 h, 37°C

3.6.2 Concentracion minima inhibitoria

Para la prueba de Concentracion minima inhibitoria se realizé un pool de soluciones
de biosurfactante purificado a diferentes concentraciones. Para cada biosurfactante se obtuvo
una serie de 8 diluciones que resultan en concentraciones de 150, 120, 90, 60, 30, 20, 10y 5

ug/ 50 ul utilizando el medio minimo mineral descrito en el apartado 3.1 como diluyente.

Posteriormente se utilizaron microplacas de 96 pocillos estériles, una para cada cepa patogena
de las indicadas para este experimento en el apartado 3.1, y éstas fueron llenadas segun el
disefio observado en la Tabla 3.1; se utiliz6 como blanco, en la Columna 1 Filas de la A ala

H, 200 ul de Caldo nutritivo estéril (BIOXON, México); como control positivo, en la
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Columna 2 Filas de la A a la H, 180 pl de Caldo nutritivo estéril (BIOXON, México) con un

indculo de 20 pl de cultivo de la cepa correspondiente a la microplaca.

En la Columna 3 se afiadié un volumen de 50 ul de biosurfactante de la cepa Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 del pool de las 8 diferentes diluciones, una concentracion en cada
una de las Filas, ademés de 130 ul de Caldo nutritivo estéril (BIOXON, México) y 20 ul de
indculo de la cepa patdgena correspondiente a la microplaca. Esto también fue afiadido en las
Columnas 4 y 5 para obtener resultados por triplicado. Finalmente, en la Columna 6 se
agregaron de 50 ul de biosurfactante de la cepa Pseudomonas aeruginosa MK307837del la
serie de 8 diluciones descrita anteriormente en este apartado, una concentracion en cada una
de las Filas, ademas de 130 ul de Caldo nutritivo estéril (BIOXON, México) y 20 ul de inoculo
de la cepa patdgena correspondiente a la microplaca. Al igual que con el biosurfactante de la
otra cepa, esto fue afiadido también en las Columnas 7 y 8 para obtener resultados por

triplicado.

Las microplacas fueron incubadas a 37°C durante 24 h y posteriormente se leyé la DO 1600
nm para determinar la Concentracién minima inhibitoria (CMI) en un Multiskan FC Thermo
Scientific (Perinelli et al., 2019).
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Tabla 3.1
Disefio de experimento Actividad antimicrobiana: Microplaca

1 2 3 4 5 6 7 8
CN 180 ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN 2130 CN 2130wl
Caldo H In6culo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
B f. MK B f. MK B f. MK
200 ul  In6eulo 20 ul ATCC 150 ATCC 150 ATCC 150 1'5005“r 50 ul 1'505“r 550 4 léoos“ 550
50l pgBOpul  pg/s0 HESTH TR T TR
cN 180y CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130pul CN 130 ul
Caldo H In6culo 20 pl In6éeulo 20 pl Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
200 ul  Indculo 20 pl ATCC 120 ATCC 120 ATCC 120 'f'zogur;'/ggKl 'f'zogur;/ggKl 'f'zoosurg/ggKl
pg/50 pl pg/50 pl ug/50 pl Heme A AN
CN 180 ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN2130ul CN 2130l
Caldo H In6culo 20 pl In6éculo 20 ul Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul Indeulo 20 ul
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
B f. MK B f. MK B rf. MK
200 ul  Inéculo 20 ul ATCC 90 ATCC 90  ATCC 90 9'85”;/50 | 9'85”(;50 | 9'83” 550
pg/50 pl pg/50 pl ug/50 pl reem reem Heem e
cN 180y CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN 130wl
Caldo H Inéeulo 20 pl Inéculo 20 pl In6eulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
200 ul  Indculo 20 ul ATCC 60 ATCC 60 ATCC 60 ?SSU;S'X”ﬁ i'gsu;;g”(l ?gsugjsgﬂlﬁ
ug/S0 pl ug/50 pl ug/S0 pl " i " " i "
CN 180y CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN 130wl
Caldo H Inéculo 20 wl Indeulo 20 wl Indeulo 20 ul Indeulo 20 i Indeulo 20 l Indeulo 20 wl
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
Biosurf. MK Biosurf. MK Biosurf. MK
200 ul Inoculo 20 ul ATCC30  ATCC30  ATCC30 950 1l 30 ugf50 ul 30 pg/50
ng/50 ul na/50 ul ug/50 ul H H H H H i
CN 180 ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN2130ul CN 2130l
Caldo K In6culo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Inéeulo 20 ul
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
200 ul  Inéeulo 20 ul ATCC 20 ATCC20 ATCC 20 '32'((;3“;';'5'2)/”(' 'z'gsugs'gﬂ'ﬁ 'i'gsugjs'gﬂlﬁ
pg/50 pl pg/50 pl ng/50 pl remm reeme Heem e
CN 180y CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN130ul CN 130wl
Caldo H Inéculo 20 pl Inéeulo 20 pl Inéeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 pl Indeulo 20 wl
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
B f. MK B f MK B f. MK
200 ul  Indculo 20 ul ATCC 10 ATCC 10  ATCC 10 1'85“23/50 | 1'8”;/50 | 1'85u 50 4l
pg/50 pl pg/50 pl ng/50 pl A A Heeme
CN 180y CN130ul CN130ul CN130ul CN130pul CN130ul CN 130l
Caldo * Inéculo 20 ul Indculo 20 pl Indeulo 20 il Indeulo 20 pl Indeulo 20 il Indeulo 20 pl
Nutritivo Biosurf. Biosurf. Biosurf. . . .
B f. MK B f. MK B f. MK
2004l Indculb 20 ul ATCC5  ATCC5  ATCC5 oW osur osu

I | I
W50l w50l w0l O MPORN SugBOul 5 ug/s0 u
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El protocolo de esta prueba, descrito anteriormente, se muestra en la Figura 3.8.

Figura 3.8

Concentracion minima inhibitoria

(1]

Pool de
soluciones de
ramnolipidos

(300, 150, 90, 60,
20, 10,5y 1 g/
50 ul)

»

Microplacas » 3 » o
B: Caldo nutritivo Incubacion MedlCI?n .
C+: Caldo 37°,24h Densidad Optica

A600 nm

nutritivo + Cepa
patdgena
Test: Caldo
nutritivo + Cepa
patdgena +
Biosurfactante
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Actividad emulsificante

La actividad emulsificante de los ramnolipidos mantiene una estrecha relacion con la
estabilidad de los mismos cuando se encuentran en condiciones de pH, temperatura, salinidad
0 presion elevadas y estos mantienen sus propiedades tensoactivas, traduciéndose en su
satisfactoria aplicacion en productos alimenticios, cosméticos, ambientales y farmacéuticos
(Costa et al., 2006; Lovaglio et al., 2011; Nitschke et al., 2010; Rahman et al., 2002).

Para el dia 7 de incubacidn, el biosurfactante crudo producido por la cepa MK307837 presentd
una actividad emulsificante media de 64+2%, mientras que el producto de la cepa ATCC
27853 de P. aeruginosa tuvo una media de 3.35+0.05% para esta prueba con base en el control
positivo de surfactante quimico en solucién al 1% w/v de cuya actividad emulsificante fue

tomada como referencia del 100%, como se muestra en la Figura 4.1.

Se realizd un anélisis estadistico ANOVA unidireccional para la prueba a los 7 dias de
incubacidn, el cual determind que los valores obtenidos para ambas cepas y el control fueron

significativamente diferentes con una P=0.0001.

Ademas, se hicieron pruebas t-student para los resultados de la prueba a los 7 dias de
incubacion, en el caso de la actividad emulsificante del biosurfactante crudo producido
utilizando la cepa P. aeruginosa MK307837, estos tuvieron una diferencia estadistica
significativa con el control, al igual que los producidos por la ATCC27853 con un valor de P
<0.0001 en ambos casos. Respecto a la comparacién entre ambas cepas productoras, sus

resultados también presentaron esta diferencia en el andlisis para el test t.

Para el dia 14, una vez terminado el periodo de incubacién, se obtuvo una actividad
emulsificante para los ramnolipidos producidos por la cepa MK307837 con una media de 54.4
* 2.2%, mientras que para los producidos por la ATCC 27853 la emulsificacion observada
tuvo una media de 68.83 £ 4.4%, con base en el mismo control positivo de la prueba anterior.

Estos valores también se muestran en la Figura 4.1.
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El andlisis estadistico ANOVA de una via determind que los valores para la prueba de
emulsificacion de los biosurfactantes crudos de ambas cepas productoras y el control tuvieron

una diferencia estadistica significativa con un valor de P <0.0001.

De igual forma que en el tiempo de incubacion anterior, se realizé un analisis con la prueba t
de student, que al comparar los resultados de la emulsificacién de los ramnolipidos de P.
aeruginosa MK307837 con el control encontraron una diferencia significativa con P<0.0001.
Por su parte, el mismo test, pero con los valores para el producto de la cepa ATCC27853
comparados con el control la diferencia estadistica tuvo una menor significancia con una
P=0.0002.

Finalmente, al realizar el analisis estadistico entre los resultados de esta prueba para los
biosurfactantes producidos por ambas cepas de P. aeruginosa, se encontrd una diferencia

significativa con P=0.0101.

Figura 4.1

Actividad emulsificante de los ramnolipidos producidos por P. aeruginosa MK307837 y
ATCC27853
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Como se observa en la Figura 4.1, mientras que la actividad emulsificante de los ramnolipidos
de la cepa MK307837 tuvo una cinética que concuerda con lo reportado por Pérez-Armendariz
et al, (2019), donde la produccion de los mismos aumenta paulatinamente durante el periodo
de incubacion hasta el dia 14 en el que este termina; la actividad emulsificante del
biosurfactante producido por la cepa ATCC 27853 tuvo un crecimiento sustancial al finalizar
la incubacion teniendo una estabilidad de emulsion minima para la primera muestra en el dia
7. Sin embargo, los valores de esta prueba para ambas cepas en el dia 14 se consideran como
un rango alto de emulsificacion de aceite para los biosurfactantes de P. aeruginosa estudiados,
ya que son consistentes con los rangos encontrados por Aparna et al, (2012), Costa et al,
(2006), Lovaglio et al, (2011) y Nitschke et al, (2010) que se sitta entre 35 y 100%.

Lovaglio et al, (2011) reportaron una actividad de emulsificacion maxima de ramnolipidos
producidos por P. aeruginosa de 65.2% para aceite de soya, mientras que Rahman et al, (2002)
obtuvieron una actividad de hasta el 73% de emulsificacién de hidrocarburos con la cepa
DS10-129 de la misma bacteria productora. En el caso de Nitschke et al, (2010), encontraron
excelentes niveles de emulsificacién para aceite de soya y aceite mineral, 100 y 71%,
respectivamente, al probar ramnolipidos producidos en un medio que contenia aceite de soya
como fuente de carbono. Todos estos son casos con condiciones de produccidon similares a las
utilizadas en el presente trabajo, donde se utiliz6 la misma bacteria en dos cepas diferentes, y
un medio de cultivo adicionado con aceite de canola, mostrando efectividad de emulsificacion

gue concuerdan con las mencionadas por los autores anteriores.

Las diferencias de actividad emulsificante de los biosurfactantes crudos de ambas cepas
concuerdan también con los variados porcentajes reportados en la bibliografia. Esta diferencia
en la tasa de emulsificacion puede estar relacionada con diferentes factores, principalmente
con el contenido de monoramnolipidos y diramnolipidos que exista en la mezcla producida
por cada cepa. Segun Abdel-Mawgoud et al, (2009), los homdélogos producidos por P.
aeruginosa principalmente son de ramnosil-B-hidroxidocanoil--hidroxidocanoato, en el
caso de los monoramnolipidos (MRL), y ramnosil-ramnosil-p-hidroxidocanoil-§-
hidroxidocanoato para los diramnolipidos (DRL). Siendo los primeros precursores de los
segundos y estos a su vez se producen en mas cantidad en la mayoria de los casos (Déziel et

al., 1999). El predominio de los congéneres ramnolipidicos depende de la cepa bacteriana
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utilizada como productora, la fuente de carbono, el tiempo de incubacion y otras condiciones
de cultivo como el aporte de nutrientes, ademas, las proporciones de MRL y DRL cambian
durante el tiempo de cultivo (Bharali et al., 2013; Muller et al., 2012).

Das et al, (2014) observaron que uno de sus biotensoactivos, que contenia mayor proporcion
de monoramnolipidos que diramnolipidos, exhibia los mejores potenciales de emulsificacion,

correlacionando asi la bioactividad con la proporcion de congéneres.

De igual manera, Abdel-Mawgoud et al, (2011) observaron que cuando el biosurfactante
cuenta con mayor cantidad de especies con un anillo de ramnosa, la capacidad para mantener
la estabilidad de los ramnolipidos en una fase acuosa formando emulsiones se ve aumentada,
ya que los carbonos adicionales en las cadenas de é&cidos grasos pueden afectar su
hidrofobicidad.

De tal manera que se puede inferir que las cepas MK307837 y ATCC 27853 de Pseudomonas
aeruginosa producen biosurfactantes con una mezcla de ramnolipidos con diferentes
proporciones mono y diramnolipidicas, las cuales provocan que estos varien en su actividad
emulsificante. A pesar de ello, ambos biosurfactantes crudos fueron capaces de formar
emulsiones altamente estables, lo cual sugiere un gran potencial para su uso en aplicaciones
industriales, ambientales y farmacéuticas debido a su relacion con la capacidad que tienen de
soportar condiciones extremas de pH, temperatura, salinidad y presion (Lovaglio et al., 2011).

4.2 Actividad antimicrobiana: Difusion en disco

La prueba de actividad microbiana por difusion en disco es una técnica ampliamente
utilizada para evaluar de manera cualitativa el efecto inhibitorio que provocan algunos
compuestos sobre microorganismos categorizandolos como sensibles, intermedios o
resistentes, segun el tamafio del halo inhibitorio formado en la circunferencia del disco de
difusion (Martinez-Martinez, 2016).
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En este trabajo se evaluo el efecto de inhibicion provocado por el biosurfactante crudo de
ambas cepas de P. aeruginosa obtenido después de los 14 dias de incubacion y los halos de
inhibicidn observados que se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1

Halos de inhibicion producidos por los ramnolipidos contra bacterias patogenas

Halo de inhibicion (cm)
Bacterias patdgenas

MK307837 ATCC

Escherichia coli 0.85+0.05 0
Salmonella typhimurium 1.85+0.05 1.05+0.05
Enterococcus faecalis  2.35+0.15 3.25+0.15

Staphylococcus aureus  3.5+0.1 0

Escherichia coli presentd inhibicién por el biosurfactante producido por la cepa MK307837
con un halo de 0.85+£0.05 cm, que puede considerarse como una sensibilidad intermedia,
tomando como referencia a Montero-Recalde et al, (2018). Por el contrario, se evidencié la
resistencia de E. coli al producto de la cepa ATCC 27853. Estas variaciones de sensibilidad
también fueron reportadas en la bibliografia, donde los ramnolipidos producidos por la cepa
P. aeruginosa AT10 presentaron una inhibicién alta a esta enterobacteria patdgena, mientras
que aquellos que fueron producidos utilizando la cepa MASH1 mostraron una baja
sensibilidad (Abalos et al., 2001; EI-Sheshtawy & Doheim, 2014; Lotfabad et al., 2013).

El analisis estadistico por t de student de las inhibiciones producidas por los biosurfactantes
de las cepas MK307837 y ATCC 27853 mostrd que existe una diferencia significativa entre

la sensibilidad mostrada por E. coli para cada caso, con una P=0.0034.

Salmonella typhimurium presento sensibilidad al biosurfactante de la cepa MK307837 con un
halo de inhibicion de 1.85+0.05 cm, asi como una sensibilidad de nivel medio frente a los
ramnolipidos producidos por la cepa ATCC 27853 con un halo de 1.05+0.05 cm. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Haba et al, (2003), quienes encontraron que esta

bacteria fue medianamente sensible a los biosurfactantes de P. aeruginosa 47T2.
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Se realizo el test t de student para los resultados obtenidos de la inhibicion de S, typhimurium
por los biosurfactantes crudos de ambas cepas, mostrando que existe una diferencia

estadisticamente significativa en los halos producidos con una P=0.0077.

Enterococcus faecalis mostro una alta sensibilidad a los biosurfactantes producidos por P.
aeruginosa MK307837 y ATCC 27853 con halos de inhibicion de 2.35+0.15 y 3.25+0.15 cm
respectivamente. Siendo esta Ultima una de las més altas observadas en el conjunto de
experimentos de la presente seccion. En la bibliografia ha sido reportada una sensibilidad
variante que es consistente con estos resultados, tal es el caso del biosurfactante producido
por la cepa MASH1 de P. aeruginosa, que segun los resultados de Lotfabad et al, (2013) tuvo
una alta inhibicion a E. faecalis, mientras que los propios de la cepa MROL1 presentaron

inhibiciones considerablemente bajas segun el mismo autor.

En este caso, la prueba estadistica t de student para las inhibiciones producidas por los
productos de ambas cepas para E. faecalis mostraron que no hubo una diferencia significativa
en la comparacién de los resultados de ambas cepas con una P=0.0513.

Finalmente, en el caso de Staphylococcus aureus, esta bacteria mostrd la mayor sensibilidad
observada en el experimento, al presentar un halo de inhibicion de 3.5+0.1 cm producido por
el biosurfactante de P. aeruginosa MK307837. Por el contrario, fue resistente a los
ramnolipidos de la cepa ATCC 27853. Existen estudios en los que se reportaron variaciones
en el nivel de sensibilidad de esta bacteria a los biosurfactantes de algunas cepas de
Pseudomonas aeruginosa, tal es el caso de la cepa MASH1 y OBP1 donde las inhibiciones
fueron bajas, mientras que para el producto de la cepa MRO1 fue de nivel medio, y alto para
los ramnolipidos propios de la cepa 4T2 (Bharali et al., 2013; Haba et al., 2003; Lotfabad et
al., 2013).

En este analisis estadistico, se observo que existio una diferencia significativa al comparar los
resultados de las inhibiciones de los biosurfactantes de ambas cepas productoras contra la

bacteria S. aureus con un valor de P=0.0008.

En la Figura 4.2 se puede observar un resumen de los resultados mencionados anteriormente

donde se muestran una comparacion de los halos de inhibicién observados para cada especie
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bacteriana patdgena contra los biosurfactantes producidos por P. aeruginosa MK307837 y
ATCC 27853, asi como los valores de P de cada una de las pruebas estadisticas aplicadas a
cada pareja. Las bacterias Gram negativas examinadas fueron inhibidas por los
biosurfactantes producidos por la cepa MK307837, asi como el crecimiento de las bacterias
de tipo Gram positivo. Por otra parte, los ramnolipidos de la cepa ATCC27853 solamente
tuvo efecto sobre S. tyhpi y E. faecalis, siendo ésta ultima la Gnica en la que presentd una

inhibicién mayor, pero sin una diferencia con significancia.

Figura 4.2
Inhibicion producida por los ramnolipidos contra bacterias patogenas
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Segun Bharali et al, (2013) la diversidad en la estructura de los biosurfactantes ramnolipidicos
producidos por diversas cepas de Pseudomonas aeruginosa les confiere un rendimiento y
efecto antimicrobiano versatil. Por los resultados obtenidos en esta prueba se puede inferir, al
igual que en la actividad emulsificante, que las proporciones de homologos que se encuentran
presentes en los productos de las cepas productoras pueden ser diferentes, ya que el efecto
inhibidor, a excepcion del ejercido sobre Enterococcus faecalis, fue estadisticamente

diferente en todos los casos.

En estudios previos se observé que la proporcion de MRL y DRL tiene una relacion directa
con la accion antimicrobiana, ya que al aumentar la cantidad de especies con dos cabezas de
ramnosa en la muestra, este efecto inhibitorio se veia reducido. Por otro lado, al aumentar la
cantidad de monoramnolipidos en el biosurfactante probado, los didmetros de la zona de
inhibicién aumentaron considerablemente (Das et al., 2014). Esta informacion sustenta los
resultados observados en la Figura 4.2 relacionandolos con los de la Figura 4.1, donde se
observa una alta actividad emulsificante en el producto tras 14 dias de incubacion, y en este
caso una actividad inhibitoria por difusion en disco igualmente alta, sobre todo en el caso de
los ramnolipidos propios de la cepa MK307837. Esto puede deberse a que el incremento de
la naturaleza hidrofdbica de la mezcla ramnolipidica que presenta mayor concentracion de
MRL, favorece su penetracion a través de la pared celular afectando a la misma, cumpliendo
asi con el objetivo de los surfactantes quimicos que es la superficie celular y las estructuras
de las células microbianas. (Abalos et al., 2001; Das et al., 2014). Lo que también sustentaria
el hecho de que las especies Gram positivas mostraron un efecto inhibitorio mayor, al

naturalmente, carecer de la primera barrera de proteccion que es la membrana lipidica.

4.3 Actividad antimicrobiana: Concentracion minima inhibitoria

La concentracion minima inhibitoria se define como la menor concentracion de una
sustancia que sea capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa bacteriana al cabo de 18

a 24 horas de incubacion (Sacsaquispe Contreras & Velasquez Pomar, 2002).
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Para la prueba de actividad antagonista contra la Gram negativa Escherichia coli, se
obtuvieron los resultados que se muestran en la Figura 4.3. El biosurfactante producido por la
cepa MK307837 de Pseudomonas aeruginosa inhibid el crecimiento de esta bacteria con una
concentracion minima de 150 pg/ml, teniendo una inhibicién del 50% de las cepas a los 74
ug/ml segln una regresion lineal con R?=0.99 (Figura 4.3.A). Por su parte, el producido por
la cepa ATCC 27853 requirié de una CMI de 422 pg/ml para esta bacteria, y una CMIso de
196 pg/ml de acuerdo con la tendencia calculada con R?=0.91 (Figura 4.3.B).

Estos requerimientos de concentracion son menores a los que reportaron Benincasa et al,
(2004) y Lotfabad et al, (2013) que se encontraban entre 250 y >512 pg/ml que fueron
producidos por P. aeruginosa cepas LBI, asi como MASH1 y MRO01, pero mayores que los
reportados por Abalos et al, (2001), Das et al, (2014) y Haba et al, (2003) donde los
biosurfactantes de las cepas AT10, PAO1 y 47T2 presentaron CMI de 32, 30 y 64 pg/ml

respectivamente para E. coli.

Figura 4.3
Concentracioén minima inhibitoria de los ramnolipidos contra Escherichia coli
Escherichia coli + Biosurfactante MK307837 Escherichia coli + Biosurfactante ATCC27853
0.8 0.8
c 067 = £ 069 /= T
c
o o
o _ o 0.4 o
o)
[a)
2 021 I'Y" 0.2+
0.0 T T T T 0.0 1 1 1 T
X N A A N N A A A
CF O T TEEEEEL S SOOI
S L L LS ISP S S IS SIS S S
ST R Pt o RO R S RN
A Concentracién de biosurfactante

Concentracion de biosurfactante

49



En el caso de la prueba contra la bacteria Gram negativa Salmonella typhi, los resultados
observados se presentan en la Figura 4.4 donde el biosurfactante producido por P. aeruginosa
MK207837 (Figura 4.4.A) requeriria una concentracion de 418 pg/ml para ejercer una
actividad inhibitoria segun la tendencia con una R?=0.99 y una CMlso de 92 pg/ml. Por otra
parte, los ramnolipidos de la cepa ATCC27853 (Figura 4.4.B) requirieron una concentracion
minima de 243 pg/ml con una R?=0.99 y de 64 pg/ml para inhibir el crecimiento de la mitad

de las colonias de S. typhi.

Figura 4.4
Concentracion minima inhibitoria de los ramnolipidos contra Salmonella typhimurium
Salmonella typhimurium + Biosurfactante MK307837 Salmonella typhimurium + Biosurfactante ATCC27853
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Al comparar estos resultados con los publicados en la bibliografia se puede encontrar que son
menores que las concentraciones minimas inhibitorias de biosurfactantes producidos por la
cepa MASH1, donde esta fue >512 pug/mly los de la cepa MRO01 que se encuentra en el mismo
rango (Lotfabad et al., 2013), pero mayores que los que presentd el producto de la cepa 47T2
que fue de 128 pg/ml (Haba et al., 2003), asi como los ramnolipidos de P. aeruginosa LBI
donde la CMI para esta bacteria fue de 16 pg/ml (Das et al., 2014).

Para la bacteria Gram positiva Enterococcus faecalis las concentraciones minimas inhibitorias
fueron menores que para las bacterias patégenas con membrana lipidica externa, tal como se
muestra en la Figura 4.5. Los ramnolipidos producidos por la cepa MK307837 mostraron una

inhibicion desde una concentracion de <5 pg/ml (Figura 4.5.A), y los propios de la cepa
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ATCC27853 tuvieron una CMI de 58 pg/ml determinado con una R?=0.92 y el 50% de las

colonias bacterianas inhibian su crecimiento desde los 9 pg/ml.

Contrastando estos valores contra los antecedentes, se observa que son sustancialmente
menores que los encontrados por Lotfabad et al, (2013) donde la CMI fue >512 pg/ml para el
producto de la cepa MRO1 y 68 pg/ml para el de la cepa MASH1, aunque en este ultimo
similar a la concentracion requerida de los ramnolipidos de ATCC27853 definidos en este

trabajo.
Figura 4.5
Concentracién minima inhibitoria de los ramnolipidos contra Enterococcus faecalis
Enterococcus faecalis + Biosurfactante MK307837 Enterococcus faecalis + Biosurfactante ATCC27853
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Finalmente, al evaluar la actividad antagonista de los biosurfactantes obtenidos en este trabajo
contra la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus, se observaron los resultados que se
presentan en la Figura 4.6. Como se observa en la figura, el producto de la cepa MK307837
inhibid el crecimiento de la bacteria desde una concentracion <5 pg/ml (Figura 4.6.A). En
cambio, los ramnolipidos propios de la cepa ATCC27853 requirieron una CMI de 30 pg/mly
una CMlso= 17 pg/ml segin la regresion lineal calculada con R?=0.99 (Figura 4.6.B).
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La concentracion minima inhibitoria del producto de ATCC27853 es menor que las obtenidas
por Abdel-Mawgoud et al, (2011) y Lotfabad et al, (2013) en cuyos estudios S. aureus fue
inhibida bajo la presencia de 500 pg/ml de los biosurfactantes de P. aeruginosa OBP1, de 512
pg/ml del producto de MASH1 y 128 pg/ml de MRO1; también fue similar a la concentracion
encontrada para la cepa 47T2 que fue de 32 pg/ml (Haba et al., 2003) y mayor que la publicada
para los ramnolipidos de las cepas PAOL y LBI, que fueron de 25y 8 pg/ml respectivamente
(Benincasa et al., 2004; Das et al., 2014). Pero, en todos los casos, los ramnolipidos propios
de P. aeruginosa MK307837 requirieron concentraciones menores que los encontrados en la
bibliografia para inhibir el crecimiento de S. aureus (Abdel-Mawgoud et al., 2011; Benincasa

et al., 2004; Das et al., 2014; Haba et al., 2003; Lotfabad et al., 2013).

Figura 4.6
Concentracién minima inhibitoria de los ramnolipidos contra Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus + Biosurfactamte MK307837 Staphylococcus aureus + Biosurfactante ATCC 27853
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El resumen de los resultados para esta prueba de actividad antimicrobiana se muestra en la

Tabla 4.2 tanto para las bacterias Gram positivas, como para las Gram negativas.
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Tabla 4.2
Concentracién minima inhibitoria de los ramnolipidos contra bacterias patégenas

Concentracion minima

Bacterias patégenas inhibitoria (ng/ml)
MK307837 ATCC27853
Escherichia coli 150 422
Salmonella typhimurium 418 243
Enterococcus faecalis <5 58
Staphylococcus aureus <5 30

Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus, las bacterias Gram positivas estudiadas en
este trabajo, fueron mas susceptibles a ambas muestras de ramnolipidos que Escherichia coli
y Salmonella typhimurium, siendo estas Gltimas de naturaleza Gram negativa. Esto quiere
decir que los biosurfactantes producidos por las cepas MK307837 y ATCC27853 de
Pseudomonas aeruginosa tuvieron mas actividad inhibitoria contra las especies bacterianas
Gram positivas, ademéas que mostraron diferentes patrones de efecto antimicrobiano como se

observa en la Tabla 4.2.

Este efecto inhibitorio confirma los resultados de las pruebas preliminares basadas en el
método de difusion en disco, pero con diferentes comportamientos de sensibilidad. Cabe
mencionar que en esta prueba el biosurfactante ya se encuentra purificado, por lo que esta
puede ser una razén de la variacion, ya que el biosurfactante crudo aplicado a los discos de

papel filtro puede contener trazas de otras sustancias ademas de los ramnolipidos.

Los biosurfactantes ramnolipidicos producidos por P. aeruginosa MK307837 tuvieron un
mayor efecto antagonista contra las bacterias patdgenas probadas en comparacion con el
producto de la cepa ATCC27853, especificamente en el caso de las bacterias Gram positivas
en las que concentracién minima inhibitoria fue considerablemente baja en comparacion a las
reportadas por otros autores. Solamente existio un caso en el que los ramnolipidos de la cepa
ATCC tuvo una mayor eficacia, que fue en la inhibicion de S. typhi donde se requirio
aproximadamente la mitad de concentracion de biosurfactante para evitar el crecimiento de la

totalidad de colonias bacterianas.
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Estos resultados son consistentes con lo reportado por Yilmaz & Sidal, (2005), donde
encontraron que la actividad antagonista contra bacterias Gram positivas fue mas eficaz que
contra bacterias Gram negativas, asi como con lo observado por Lotfabad et al, (2013). Se ha
supuesto un mecanismo de accion de los ramnolipidos que altera la estructura de la membrana
mediante la interaccion con fosfolipidos y proteinas. A pesar de que la funcién bioldgica de
los biosurfactantes no estd completamente dilucidada, se puede relacionar con la naturaleza
poco permeable de las membranas de las bacterias Gram negativas a las moléculas hidréfobas
y anfipaticas, relacionandolo con la diferencia en las estructuras quimicas de la pared celular
de ambos grupos bacterianos (Lotfabad et al., 2013; Onbasli & Aslim, 2008; Yilmaz & Sidal,
2005).

Un mecanismo de accién posible puede ser el descrito por EI-Sheshtawy & Doheim, (2014)
y retomado por Nitschke et al, (2010), quienes basandose en que el lipopolisacarido de
membrana externa sirve como una proteccion para la membrana interna y la pared celular de
algunos compuestos que puedan resultar toxicos para la célula, proponen que los
ramnolipidos, al tener una estructura con grupos hidrofobos e hidrofilicos, son capaces de
introducir sus acidos grasos en la membrana celular provocando alteraciones en la bacteria.
Asi como la insercion de las colas puede provocar que exista una ruptura entre el citoesqueleto

y la membrana plasmaética permitiendo la separacion de los componentes citoplasmaticos.

Como se mostrd anteriormente, las concentraciones inhibidoras de los ramnolipidos de las dos
cepas probadas en este trabajo fueron consistentes con algunas reportadas en la bibliografia,
pero también, en algunos casos, sobre todo en el producto de MK307837, los valores
observados fueron muy bajos, lo que confirma la potencia de estos dos biosurfactantes.

La variacion con los resultados de otros estudios puede atribuirse a las diferencias en la
composicion de las mezclas ramnolipidicas, tanto en las proporciones de mono y
diramnolipidos, como en los homdlogos presentes. Haba et al, (2003) encontraron que los
ramnolipidos de la cepa AT10 tenian una mayor efectividad contra algunas bacterias en
comparacion con los propios de RL47T2, asi como Das et al, (2014), quienes observaron una
mejor actividad antimicrobiana en el biotensioactivo de IMP67, teniendo éste una mayor

cantidad de monoramnolipidos en su composicién. Finalmente, también se observd una
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diferencia entre el antagonismo de las cepas MASH1 y MRO1 en los estudios de (Lotfabad et
al., 2013)

Es por ello que se puede atribuir que los productos de las cepas de este trabajo, ATCC27853
y MK307837, tienen diferentes valores de CMI, asi como en comparacion con otras cepas
reportadas en la bibliografia ya que no cuentan con la misma composicion de las mezclas de
ramnolipidos. Ya que existe una correlacion entre la actividad inhibitoria, entre otras
bioactividades, con la proporcion de congéneres en el producto (Das et al., 2014; Nitschke et
al., 2010).

Se considera que factores como la cepa bacteriana utilizada como productora, la fuente de
carbono y el protocolo de produccién afectan directamente el tipo de ramnolipido que se
producira (Lotfabad et al., 2009). Se han reportado informes en los que la produccion de
diversos biosurfactantes en diferentes condiciones de cultivo presentaros estructuras variadas
que promovieron distintos potenciales de accién en la capacidad antimicrobiana del
biosurfactante afectada por la cantidad de MRL y DRL presentes en las mezclas (Das et al.,
2014).

Por su parte, EI-Sheshtawy & Doheim, (2014) también recalcaron que los diferentes efectos
antimicrobianos y algunas otras actividades como la estabilidad de los biosurfactantes, pueden
relacionarse con las estructuras moleculares, presencia de enlaces insaturados, ramificacion y

longitud de las cadenas alifaticas de las cadenas de los homdlogos ramnolipidicos

Algunos métodos de cromatografia liquida de alta resolucién y espectrometria de masas han
ayudado a identificar congéneres que contienen una o dos moléculas de ramnosa y uno o dos
residuos de los grupos de &cido hidroxidecanoico, incluso encontrando también residuos de
otros acidos como el hidroxitetradecanoico (Haba et al., 2003; Lotfabad et al., 2013), siendo
éste un método analitico que podria utilizarse para determinar estas diferencias en los

productos obtenidos en el presente trabajo.

Especificamente, en el trabajo de Lotfabad et al., (2013) se identificaron 17 congéneres de
ramnolipidos presentes en el producto de MRO1, mientras que para MASHL1 se encontraron 6

congéneres distintos. En el primer caso se utilizé glucosa como fuente de carbono, en el
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segundo fue utilizado el aceite de soya. De esta manera se atribuy6 también que los diferentes
efectos antagonistas que se llevaron a cabo por los ramnolipidos de las cepas antes
mencionadas contra bacterias se pudieron relacionar con tales diferencias en la composicién

de las mezclas de biosurfactantes.

De esta manera, al tener un método de produccion sustentable en el que se tomo un desecho
contaminante para ser reutilizado como fuente de carbono, asi como un par de cepas de P.
aeruginosa de las que no existian reportes previos, los valores de CMI encontrados en este
trabajo tienen consistencia con los antecedentes y pueden referir sus variaciones a dichos
efectos que tienen las condiciones de produccion en las proporciones y homoélogos del
producto, quienes cambian segun la cepa productora y generan comportamientos diferentes

en las actividades antibacterianas de los biosurfactantes segun Lotfabad et al, (2013).
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V. CONCLUSIONES

La prueba de estabilidad mostro que las mezclas de ramnolipidos en los biosurfactantes
crudos producidos por las cepas MK307837 y ATCC27853 tuvieron un alto nivel de
emulsificacion, asi como la estabilidad de la misma, lo que se relaciona con un gran potencial
para su aplicacion en la industria biomédica, cosmética, alimenticia, farmacéutica, agricola y

ambiental.

Por otra parte, en cuanto a su efecto antagonico, se encontré que los biosurfactantes
producidos por Pseudomonas aeruginosa MK307837 y ATCC27853 son capaces de ejercer
actividad inhibitoria contra bacterias patdégenas Gram positivas y Gram negativas, en
especifico, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus.

Este efecto antagonico varié en los productos de ambas cepas, ya que se requirié una menor
concentracion de biosurfactante de la cepa MK307837 para inhibir el crecimiento de la
mayoria de las bacterias patdgenas probadas, variando desde <5 hasta 418 pg/ml, en
comparacién con la concentracién minima determinada para los ramnolipidos de las cepas

ATCC27853 que se encontro en un rango general entre 30 y 422 ug/ml.

Las bacterias Gram positivas evaluadas en este trabajo tuvieron una mayor susceptibilidad a
ambas muestras de biosurfactantes requiriendo menos de 5 pg/ml de adicién de la mezcla de
ramnolipidos para lograr inhibicion, en comparacion con las Gram negativas que tuvieron
valores de CMI entre 30 y 58 ug/ml. Esto denota una mayor actividad antagonista de los
productos ramnolipidicos de las cepas evaluadas contra bacterias sin membrana lipidica
externa. Esto se puede relacionar con la accion del biosurfactante contra la envoltura celular,
ya que al carecer del lipopolisacarido de membrana externa que actia como protector, la
estructura con grupos hidréfobos e hidrofilicos de los ramnolipidos los hacen capaces de

introducir con mayor facilidad sus acidos grasos en la membrana celular dafiando a la bacteria.
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La variacion en los requerimientos de biosurfactantes para llevar a cabo la inhibicion del
crecimiento de las bacterias patdgenas sugiere que existe una proporcion de congeneres de
ramnolipidos diferente en ambos productos, que afecta el perfil de bioactividad de los mismos.
Algunos antecedentes plantean que, al comparar biotensoactivos, aquellos que contengan una
mayor cantidad de monoramnolipidos que diramnolipidos exhibian mejores potenciales de

emulsificacion y actividad antimicrobiana.

De esta manera, al producirse homdlogos, principalmente ramnosil-B-hidroxidocanoil--
hidroxidocanoato (monoramnolipido - MRL) y ramnosil-ramnosil-B-hidroxidocanoil-B-
hidroxidocanoato (diramnolipido - DRL), se puede inferir que en estas dos mezclas de
biosurfactantes, por su alto efecto antagonista, se produjeron en diversa proporcion ambas

especies de ramnolipidos, pero siendo estos en su mayoria MRL en ambos casos.

Es posible atribuir el predominio de produccion de algun tipo de congéneres de ramnolipidos
a diversos factores, tales como la cepa productora, que en este trabajo fueron dos, MK307837
y ATCC23853, ademaés del medio de cultivo, la fuente de carbono, tiempo de produccién y
condiciones de cultivo para compararlo con otros trabajos reportados en la bibliografia, y a su
vez, todos estos factores afectarian directamente en la actividad antagonista de los

biosurfactantes producidos en cada caso.

Estos resultados sugieren que los ramnolipidos producidos por Pseudomonas aeruginosa
cepas MK307837 y ATCC23853, utilizando una fuente de carbono renovable y de bajo costo,
que fue el aceite de soja usado, tienen un alto efecto antagdnico contra bacterias patdgenas de
importancia nosocomial como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Enterococcus

faecalis y Staphylococcus aureus.
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VI. PERSPECTIVAS

A pesar de la gran relevancia biomédica e industrial y numerosas aplicaciones que,
como ya se menciono, tienen los ramnolipidos, no existe suficiente informacion sobre los
mecanismos de accion que se llevan a cabo por estos biosurfactantes para efectuar su actividad
antimicrobiana, asi como las limitaciones de los congéneres y las propiedades y potenciales
de cada especie homdloga ramnolipidica como inhibidoras del crecimiento bacteriano y
fangico, por lo que es necesario realizar estudios referentes a la caracterizacion fisicoquimica
y bioactividad de las mezclas y congéneres ramnolipidicos para su uso como producto
antimicrobiano en el que las caracteristicas del mismo estén relacionadas con la proporcion y
tipo de ramnolipidos presentes, teniendo asi un amplio espectro de opciones y targets

especificos para ejercer el antagonismo.

Esta evaluacion se basaria en la identificacion y determinacion de proporciones de homologos
de ramnolipidos mediante algunos métodos analiticos de cromatografia liquida de alta
resolucion y espectrometria de masas (HPLC-MS). También se propone utilizar esta técnica
para determinar el grado de pureza de los ramnolipidos después del proceso de purificacion
para descartar la presencia de residuos que interfieran en la actividad antagonista de los

mismos.

Ademas, mediante las técnicas de resonancia magnética nuclear, infrarrojo o UV-VIS se
pueden dilucidar la estructura, y, por consiguiente, algunas propiedades quimicas de los
ramnolipidos producidos por las cepas de Pseudomonas aeruginosa MK307837 y ATCC
27853, para establecer asi un sustento quimico de las diferencias de los productos de ambas y

relacionarlos con sus desempefios antimicrobianos.

La optimizacion del proceso de produccién con la cepa ATCC27853 no ha sido realizada, por
lo que al obtener las mejores condiciones de produccion se podrian aumentar los rendimientos
y finalmente, con ambos procesos optimizados, se puede realizar un escalamiento para obtener

los biosurfactantes en las cantidades requeridas para manejarlos como un producto industrial.

Asimismo, el compuesto bioactivo de estas cepas puede ser evaluado como un agente

antimicrobiano contra otro tipo de microorganismos, como hongos y levaduras, asi como otras

59



bacterias, que tengan un cardcter multirresistente de aislamientos clinicos como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), para asentar su potencial

econdémico y como una contribucidn a este problema de salud publica.
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