Scientia Agropecuaria 7 (1): 23 — 31 (2016)

SCIENTIA AGROPECUARIA

Facultad de Ciencias
Agropecuarias

Scientia Agropecuaria
Universidad Nacional de

Website: http://revistas.unitru.edu.pe/index.php/scientiaagrop Trujillo

Aislamiento de microorganismos productores de biosurfactantes y
lipasas a partir de efluentes residuales de camales y suelos
contaminados con hidrocarburos

Isolation of biosurfactant producing microorganisms and lipases from wastewaters
from slaughterhouses and soils contaminated with hydrocarbons

Lizzie Karen Becerra Gutiérrezt'>”; Maria Valeria Horna Acevedo?

1 Universidad de San Martin de Porres - Filial Norte, Av. Los Eucaliptos N° 300 - 304, Urb. La Pradera — Pimentel,
Chiclayo, Peru.

2 Departamento de Investigacion y Desarrollo de SOLAGRO SAC, Av. Victor Larco Herrera 1278, Santa Edelmira,
Trujillo, Pera.

Received July 16, 2014. Accepted March 14, 2016.

Resumen

Los biosurfactantes son moléculas anfipaticas que reducen la tensioén en la interfase, incrementando asi la
solubilidad en agua y disponibilidad de compuestos organicos, son producidos por bacterias, hongos, y
levaduras. Para el aislamiento de bacterias productoras de biosurfactante y lipasas, se sembré en medios
inductores 10% de efluentes residuales procedentes de camales y suelos de grifos contaminados con
hidrocarburos de la Provincia de Trujillo - Pert. Los cultivos aislados se sembraron en agar lecitina y agar
rodamina para la determinacién de productores de lipasas. Los microorganismos seleccionados se sembraron
en agar sangre y agar Siegmund y Wagner (SW) para la seleccién preliminar de bacterias biosurfactantes.
Posteriormente se determind a aquellos microorganismos productores de surfactantes mediante indice de
Emulsificacién (IE) y Medicién de la Tension superficial. Los cultivos positivos a estas pruebas fueron
seleccionados e identificados mediante galerias API e identificacién molecular por secuenciamiento de ADN.
Los cultivos que redujeron en mayor medida la tensién superficial fueron P. aeruginosa y B.
amyloliquefaciens, llegando a reducir la tensién superficial a 27,2 £ 0,4 y 31,03 + 0,4 mN/m respectivamente,
mientras que P. stutzeri y Pseudomonas sp. redujeron la tension superficial a 48,3 y 52,6 + 0,4 mN/m
respectivamente. Se concluye, por tanto, que se obtuvo 49 cultivos productores de lipasas de la provincia de
Trujillo, de los cuales se determind que Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas sp, Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus amyloliquefaciens son productores de biosurfactantes y pueden aplicarse en el area de la
biotecnologia ambiental para la remocion y biodegradacion de contaminantes.

Palabras clave: microorganismos productores de biosurfactantes; secuenciamiento de AND; efluentes
residuales.

Abstract

Surfactants are amphipathic molecules which reduce stress at the interface, thereby increasing water solubility
and availability of organic compounds are produced by bacteria, fungi, and yeasts. For the isolation of
biosurfactant producing bacteria and lipases, was plant in inducing means 10% of sewage effluent from
slaughterhouses and soils contaminated with hydrocarbons Province taps Trujillo - Peru. Isolates were seed in
agar cultures lecithin and rhodamine agar for determination of lipase producers. The selected microorganisms
were plate on blood agar and agar Siegmund and Wagner (SW) for preliminary selection of biosurfactants
bacteria. Later it determined to those microorganisms producing surfactants by Emulsification Index (EI) and
measurement of surface tension. Positive cultures these tests were select and identified by API galleries and
molecular identification by DNA sequencing. Crops further reduced surface tension were P. aeruginosa and
B. amyloliquefaciens, reaching reduce surface tension to 27.2 + 0.4 and 31.03 + 0.4 mN / m respectively,
while P. stutzeri and Pseudomonas sp. reduced surface tension to 48.3 and 52.6 + 0.4 mN / m respectively. We
conclude, therefore, that 49 producing crops lipases province Trujillo, of which it was determined that
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas sp, Pseudomonas aeruginosa and Bacillus amyloliquefaciens are
producers of biosurfactants and can be applied in the area of biotechnology was obtained environmental for
the removal and biodegradation of contaminants.
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1. Introduccién

Los tensioactivos son moléculas anfipa-
ticas que reducen la tension en la interfase.
Debido a esta propiedad, las moléculas de
los tensioactivos se ubican en la interfase
de fluidos como son los sistemas aceite-
agua y aire-agua (Stoyanov et al., 2003).
Ademas, la presencia de tensioactivos en
un medio acuoso incrementa la solubilidad
en agua y disponibilidad de compuestos
organicos, siendo ésta una de sus
principales propiedades para su aplicacion
en el area de la biotecnologia ambiental
para la remocién y biodegradacion de
contaminantes (Jimeénez et al., 2010).

Se ha estudiado la aplicacion de estas
moléculas en la biorremediacion de agua o
suelos contaminados con alta cantidad de
compuestos grasos, que interfieren con la
biodegradacion y por tanto su tratamiento.
Técnicas como instalacién de trampas de
grasas, flotadores y tratamiento con
adicion de alcalis son utilizadas ahora con
muy poca eficiencia. La utilizacion de
estos tensioactivos bioldgicos y enzimas
especificas como las hidrolasas, lipasas,
puede ser de gran interés para favorecer el
tratamiento biologico de ambientes con
alto tenor de lipidos (Rigo, 2004).

La industria de extraccion y transfor-
macién del petroleo emplea tensioactivos
en la limpieza de los tanques de almace-
namiento para incrementar la solubilidad
de hidrocarburos no miscibles en fases
acuosas, tales como pentano, hexano,
ciclohexano, octano, dodecano, hexade-
cano, tolueno y naftaleno (Mulligan,
2005). Los tensioactivos son producidos
via guimica o bioldgica. Los tensioactivos
fabricados por la industria quimica se
utilizan para estas aplicaciones, pero
plantean problemas medioambientales
debido a su toxicidad y resistencia a la
degradacion (Karanth et al., 1999)

En la actualidad existe interés en la
sustitucion de estos tensioactivos quimicos
con agentes tensioactivos de origen
biologico. Estos "biosurfactantes” suelen
ser menos téxico y mas facilmente
biodegradable (Costa et al., 2006; Jiménez
et al., 2010).

Los biosurfactantes son producidos por
una variedad de microorganismos, ya sea
secretada extracelularmente o unidos a
componentes celulares, principalmente
durante su crecimiento en sustratos inmis-
cibles en agua (Camilios et al., 2008). Los
biosurfactantes producidos por bacterias,
hongos, y levaduras incluyen glicolipidos,
lipoamino&cidos, lipopéptidos, lipoprotei-
nas, lipopolisacéridos, fosfolipidos, mono-
glicéridos y diglicéridos. El interés por los
biotensioactivos se ha incrementado consi-
derablemente en afos recientes por sus
aplicaciones en la industria y el ambiente
(Costa et al., 2006).

Actualmente se sabe que el tipo de
biosurfactante producido depende del tipo
de microorganismo que lo produce. Una
clase importante de biosurfactantes es los
glicolipidos, que incluye ramnolipidos,
trehalolipidos y soforolipidos. Los ramno-
lipidos son producidos por P. aeruginosa
(Maier y Soberon-Chavez, 2000); los lipi-
dos de la trehalosa son producidos por un
namero de generos estrechamente relacio-
nados, incluyendo Rhodococcus, Nocardia,
Corynebacterium, Tsukamurella, Gordo-
nia, Mycobacteriumy Arthrobacter; todos
pertenecientes a la division Firmicutes; y
los soforolipidos son producidos por varias
especies de Candida. Un grupo recién-
temente identificado de glicolipidos
llamado lipidos de manosil-eritriol son
producidas por Candida antartica y
Ustilago maydis. Una segunda clase
importante de biosurfactante son las lipo-
proteinas como surfactina, iturina, fengici-
na y lichenisina, las cuales son producidas
por Bacillus sp. Otros géneros que produ-
cen lipoproteinas incluyen Actinoplanes,
Arthrobacter, Pseudomonas y Serratia.
Organismos productores de biosurfactantes
poliméricos incluyen los siguientes géne-
ros: Acinetobacter, Bacillus, Candida,
Halomonas, Methanobacterium, Phormi-
dium, Pseudomonas, Saccharomyces y
Sulfolobus  (Bodour et al., 2003;
Bouchotroch et al., 2000; Cortés-Camargo
y Barragan-Huerta, 2013; Henriksen et al.,
2000; Yariez-Ocampo y Wong-Villarreal,
2013).
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El objetivo de la presente investigacion es
aislar bacterias productoras de biosur-
factantes y lipasas a partir de efluentes
residuales de camales y suelos contami-
nados con hidrocarburos procedentes de la
provincia de Trujillo — Pera.

2. Materiales y métodos

2.1. Area de muestreo

El &rea de muestreo para el aislamiento de
bacterias productoras de biosurfactantes
comprendi6 los distritos de Truijillo,
Salaverry, El Porvenir, Huanchaco, La
Esperanza y Victor Larco Herrera,
pertenecientes a la Provincia de Trujillo —
La Libertad. Las muestras fueron
colectadas de suelos de grifos y talleres de
automoviles asi como de lagunas de
sedimentacién de aguas residuales de
camales con alto contenido de grasas.

2.2. Muestreo

Las muestras de suelo fueron recolectadas
de las zonas donde hubo aceite derramado
en los grifos o talleres de automoviles. Las
muestras se recolectaron en bolsas de
polietileno estériles y se llevaron al
laboratorio para el aislamiento. Las
muestras de aguas residuales se
recolectaron de lagunas de sedimentacion
de camales donde habia gran cantidad de
grasas. Las muestras se recolectaron en
frascos de vidrio ambar estéril es y se
llevaron al laboratorio para el aislamiento.

2.3. Aislamiento de bacterias produc-
toras de biosurfactantes y lipasas

Se agreg6 10 mL de efluente residual de
camales o 10 g de suelo con residuos de
hidrocarburos (10%) en 100mL de 3 caldos
inductores: caldo Luria Bertani (LB) mas
emulsién de yema de huevo al 5%, caldo
LB mas petroleo al 5% y caldo LB mas
glicerol al 5%. Se dej6 incubar a 30°C
durante 72 horas y a 120 rpm.
Posteriormente se realizaron diluciones
seriadas de cada uno de los caldos y se
sembrd en placas Petri con Agar Caso.
Posteriormente se seleccionaron aquellas
colonias morfolégicamente diferentes para
su posterior analisis.

2.4. Evaluacion de la actividad lipolitica
Cada colonia aislada se sembr6 en Agar
Lecitina (agar nutritivo + 5% emulsion
yema de huevo) y Agar Rodamina (Agar
LB + 25 mL/L aceite vegetal + 0,0001 g/L
Rodamina B) para observar la produccion
de enzimas lipasas mediante la formacion
de un halo translucido en Agar Lecitina y
fluorescencia en Agar Rodamina. Se
seleccionaron aquellos cultivos que dieron
positivos y se conservaron para su
posterior analisis.

2.5. Evaluacion preliminar de la activi-
dad biosurfactante

Actividad hemolitica

Los cultivos seleccionados se sembraron
en agar sangre conteniendo 5% (v/v) de
sangre de carnero y Agar Base Sangre; y se
incubaron a 30 °C durante 24 a 48 horas.
La actividad hemolitica se determiné por la
presencia de una zona clara alrededor de la
colonia.

Halo azul en Agar Siegmund y Wagner
(SW)

Los cultivos seleccionados se sembraron
en Agar Siegmund y Wagner constituido
por una base minima de sales (NaNOs,
1g/L; KH,PO4, 0,1 g/L; MgS0..7H.0, 0,1
g/L;CaCly, 0,1 g/L; extracto de levadura,
0,2 g/L; pH 6,5) con glicerol al 2% (Deziel
et al.,, 2000), bromuro de cetiltrimetil-
amonio (CETAB) 0,2 ¢g/L y azul de
metileno 0,005 g/L (Siegmund y Wagner,
1991); la presencia de biosurfactantes se
constaté por la presencia de un halo azul
alrededor de las colonias después de 48
horas de incubacién a 30 °C.

2.6. Produccién de biosurfactante en
medio liquido

La produccion de biosurfactante por cada
uno de los cultivos seleccionados se llevo a
cabo en matraces Erlenmeyer de 250mL
conteniendo 50mL de un Medio Minimo
de Sales compuesto por: NaNOs: 4g/L;
NaCl: 1/L; KCI: 1g/L; CaCl.2H,0:
0,1g/L; KH2PO4: 3g/L; Na;HPO,.12H0:
3g/L; MgS04.7H.0: 0,2g/L; FeSO.7H,0:
0,001g/L y 2mL de una solucion de
elementos traza (FeCls.6H.O: 0,08¢/L;
ZnS0..7H,0:  0,75¢/L; CuS0O4.5H,0:
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0,075 g/L; MnS0O4.H20: 0,75 g/L y H3BOs:
0,15 g/L); y como fuente de carbono
glicerol al 4% v/v. El pH fue ajustado a
7,0. El medio fue inoculado con el 5% del
cultivo bacteriano de 18 horas cultivadas
en Caldo Caso. Se incub6 a 30 °C y 120
rpm en una incubadora con agitacion (Lab
Companion, SI-600R, Corea) durante 72
horas. Posteriormente se procedié a
centrifugar el contenido de cada matraz
con el fin de obtener un caldo libre de
celulas para su evaluacion posterior.

2.7. Evaluacion cuantitativa de la activi-
dad biosurfactante

Evaluacién de la capacidad emulsifi-
cante

La capacidad de emulsificante fue
evaluada por medio del indice de
emulsificacion  (IE). El indice de
emulsificacion de los cultivos aislados se
determind mediante la adicion de 2mL de
gasolina, diésel y aceite vegetal, y se
adicion0 a cada tubo 2mL del caldo libre
de células, se agito a alta velocidad durante
2 min en vortex (Thermo Scientific,
M37610-33Q, USA) y se dejé reposar
durante 24 h. El indice de emulsificacion
se determin6 como el porcentaje de la
altura de la capa emulsionada (cm)
dividido por la altura total de la columna
de ligquido (cm). El porcentaje de indice de
emulsificacion se calculé utilizando la
siguiente ecuacion:

_ Altura de emulsion formada (cm)

IE = X 100%

Altura Total de la solucion (cm)

Medicion de la Tensién superficial

Para la determinacion de la tension
superficial, el caldo libre de células fue
sujeto a medicién segin método de
ascension por capilar. Para ello se midio la
densidad del liquido utilizando un
picnémetro, y posteriormente se agregé la
soluciéon a medir en la probeta del equipo
de medicién, se colocd el capilar con la
tapa de jebe a la probeta. Con ayuda de una
propipeta (UNI-Sci, USA) se insufld aire a
la probeta por medio del véstago lateral
con el fin de que el liquido ascienda en el
interior  del capilar graduado vy

posteriormente se dejé reposar hasta que se
mantuvo a una altura constante. Se anoto la
altura (cm) del liquido en el capilar. La
tension superficial se hall6 mediante la
siguiente formula:

hxrxdxg

y = ———
Dénde y: Tension Superficial (dinas/cm); h:
Distancia entre meniscos (cm); r: Radio del
capilar (cm); d: Densidad de la muestra
(g/cm?®); g: Aceleracion de la Gravedad (cm/s?).
Posteriormente se procedi6 a realizar la
conversion de la Tension superficial en
mN/m.

Identificacion de los microorganismos
Las colonias seleccionadas por su
capacidad lipolitica y biosurfactante se
identificaron mediante kits de galeras API
20 NE Biomeriéux 20050 USA para
identificacion de bacilos Gram negativos
no Enterobacteriaceae y APl 50 CH
Biomeriéux 50430 USA, para identifica-
cién de Bacillus usando el medio API 50
CHB en aproximadamente 48 horas. La
identificacion final de los microrganismos
fue realizada por empresa Bionoma (Per(),
mediante Biologia molecular se realizé el
secuenciamiento parcial del gen ribosomal
16S amplificado a partir del ADN extraido
de los cultivos bacterianos. El procedi-
miento comprendio: la extraccion de ADN
gendémico de la muestras de cultivos
bacteriano; el examen de calidad del ADN
gendémico mediante pruebas de espectrofo-
tometria y electroforesis; la amplificacién
del gen 16S ribosomal con cebadores
especificos; el chequeo de la cantidad y
calidad de los productos de amplificacién
por PCR mediante electroforesis; el
secuenciamiento en dos direcciones de los
productos de amplificacion en un
analizador genético automatizado ABI
3130  (Applied  Biosystems™), la
generacién de electr-oferogramas curados
de la secuencia de cada bacteria en
archivos de formatos FSA y el analisis
bioinformatico y genético de las
secuencias de ADN para la identificacion
de las bacterias por homologia y filogenia
con las secuencias presentes en la base de
datos de 3 bancos genéticos.
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3. Resultados y discusién

Los aislados bacterianos se obtuvieron a
partir de muestras de efluentes residuales
de camales, caracterizados por su alto
contenido de grasa, y muestras de suelo de
grifos y talleres de automoviles contami-
nados con hidrocarburos ubicados en los
distritos de Trujillo, Salaverry, El Porvenir,
Huanchaco, La Esperanza y Victor Larco
Herrera, pertenecientes a la Provincia de
Trujillo — La Libertad. Se obtuvieron 160
cultivos, de los cuales, segun las
caracteristicas morfologicas halladas, el
67,5% de cultivos fueron gram negativos y
el 32,5% fueron gram positivos (Tablal).
Como se puede observar la mayor cantidad
de microorganismos gram negativos pro-
vinieron de los efluentes residuales,
mientras que los microorganismos gram
positivos prevalecieron en los suelos estu-
diados. Esta distribucion puede representar
la capacidad de los microorganismos para
sobrevivir en estos suelos o puede ser una
respuesta para el tipo de contaminante
presente.

Para determinar la capacidad de producir
lipasas de los cultivos aislados, éstos se

Tabla 1

sembraron en agar lecitina y agar rodamina
(Figura 1). Se consideraron positivos
aquellos cultivos donde se observé un halo
traslicido alrededor de la colonia en agar
lecitina, y/o fluorescencia bajo luz UV en
agar rodamina. Se obtuvieron 49 cultivos
productores de lipasas, de los cuales 25
procedieron de los efluentes residuales, y
24 de los suelos contaminados con
hidrocarburos (Tabla 2).

Para la determinacién preliminar de cepas
productoras de biosurfactante, se sembra-
ron los cultivos productores de lipasas en
Agar Sangre (Figura 1), el cual permite
observar la formacion de halos de
hemodlisis provocada por la disminucion de
la tension superficial y el rompimiento de
la membrana de los hematies del medio a
causa de los biosurfactantes secretados
(Tuleva et al, 2002), y en Agar SW
(Figura 1), constatandose la presencia de
biosurfactantes por la formacion de un halo
azul alrededor de las colonias después de
48 h de incubacion a 30°C. Este metodo
permite evaluar semicuantitativamente la
presencia de glicolipidos extracelulares u
otros tensioactivos anionicos.

Caracteristicas, en base a la Tincion de Gram, de los microorganismos aislados a partir de efluentes

y suelos contaminados

Gram Positivo

Gram Negativo

AR Bacilo Coco Cocobacilo Total Bacilo Coco Cocobacilo Total
Cantidad 6 20 5 31 79 4 12 95
AT TESELE Por‘(:%tale 38 125 31 194 494 25 75 59,4
Suelo P%ﬁgé:}(}lgqe 18 2 1 21 10 1 2 13
contaminado ) €113 13 06 13,1 63 0,6 13 8,1
Cantidad 52 108
Total Porcentaje
(%) 32,5 67,5
Tabla 2

Cantidad y Porcentaje de microorganismos seleccionados segun su capacidad lipolitica y

biosurfactante

Actividad lipolitica

Actividad biosurfactante

Agar Agar . Agar Agar .
Lecitina Rodamina Seleccionados Sangre SW IE TS Seleccionados
Cantidad 35 25 49 24 13 9 4 4
PO o 15,6 30,6 15 81 56 25 25
(%)
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Fue desarrollado por Siegmund y Wagner,
donde los microorganismos de interés son
cultivados en una placa con este medio de
cultivo. Si los microorganismos secretan
tensioactivos anionicos, se forma un
complejo insoluble, de color azul oscuro,
observandose colonias rodeadas de un halo
color azul oscuro (Tuleva et al., 2002).
Segun Mulligan et al. (1984), la seleccion
de bacterias productoras de biosurfactantes
mediante agar sangre es un método Util
para la seleccion preliminar de estos
microorganismos (Mulligan et al., 1984,
Schulz et al., 1991; Plaza et al., 2006;
Youssef et al., 2004); mas no se considera
un método definitivo debido a las
limitaciones que tiene (Jain et al., 1991)
Este método no es especifico, ya que
algunas enzimas liticas también pueden
provocar halos de hidrolisis, ademas no se
pueden utilizar sustratos hidrofébicos
como Unica fuente de carbono; de tal
manera que induzcan la produccion de
biosurfactantes. Por tanto, este método es
recomendable para deteccion preliminar
que debe ser apoyado por otras técnicas
basadas en mediciones de la actividad
superficial (Mulligan et al., 1984).

De los 49 cultivos productores de lipasas,
24 cultivos formaron halo de hemdlisis en
agar sangre y 13 formaron halos color azul
en agar SW (Tabla 2). A pesar de que no
todos los cultivos que presentaron
hemolisis dieron resultados positivos en
agar SW, no se consider6 un precepto para
seleccionar cepas con actividad surfactante
y, por lo tanto, se consideré aquellos que
mostraron capacidad emulsificante.

La produccion de biosurfactante en medio
liquido se realizé utilizando un Medio
Minimo de Sales més glicerol como fuente
de carbono, para las pruebas de indice de
Emulsificacion y Tension Superficial.

El indice de Emulsificacion es un método
adecuado que permite evaluar la produc-
cion de surfactantes por ciertos microor-
ganismos. La actividad emulsificante se
correlaciona con la concentracion de sur-
factante pero no siempre con su actividad
superficial, por lo cual este método es Uutil
para indicar la presencia de surfactante.
Solo 6 cultivos dieron positivo en la
prueba de Emulsificacion en compuestos
inmiscibles (Tabla 2). De los 6 cultivos
que dieron positivo en la prueba de
Emulsificacion, se midi6 la Tension
superficial del caldo libre de células,
mediante una probeta y capilar graduado,
obteniendo solo 4 cultivos con capacidad
de disminuir la tension superficial de
manera significativa. Estos microorga-
nismos fueron identificados mediante
galerias API e identificacion molecular por
secuenciamiento de ADN, encontrandose a
Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas sp.,
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus
amyloliquefaciens, siendo P. aeruginosa y
B. amyloliquefaciens (Figura 2) quienes
presentaron mejores resultados en cuanto a
la disminucidn de la tensidn superficial.

En muchas publicaciones se hace referen-
cia a distintas Pseudomonas sp. capaces de
sobrevivir e incluso degradar una amplia
variedad de compuestos organicos, como
pesticidas, diversos compuestos hal6gena-
dos, e hidrocarburos derivados del petréleo
(Isken et al., 1999; Hubert et al., 1999).

Figura 01. Crecimiento de Pseudomonas stutzeri (a), Pseudomonas sp.

(b), Pseudomonas
aeruginosa (c) y Bacillus amyloliquefaciens (d) en Agar Rodamina (izquierda), Agar Sangre
(centro) y Agar Lecitina (derecha).

-28-



L. Becerra'y M. Horna / Scientia Agropecuaria 7 (1) 23 — 31 (2016)

0,001
[Bacillus_amyloliquefaciens~v~T~AB256

¥ ~Cl
[Bacillus_amyloliquefaciens~v~C~CP002634=VMd2
[Bacillus_amyloliquefaciens~y~T~FN57644=Vhd2
IBacilus_amyloliquefaciens~-T~AB325583

‘Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum~v~C~HETT4679=VMd1

Bacilu sens_subsp._pl ~HET,
Bacillus_amyloliquefaciens~y~C~CP003332=VMd1

Bacillus_amyloliquefaciens~y~C~CP{03332=Vd2

sens_subsp._pl Md1

_Cultivo_S4_this_is_the_FASTA_FORMAT

Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum~v~C~HES17150=Vhd1
Bacillus_: ;_subsp__pl ~HEB17160=VMd2

Bacillus_: iens_subsp._pl Md2
Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._p ~Cl

Bacillus_methylotrophicus~y-T~EU194807-@_
Bacillus_subtilis_subsp._subtilis~v~C~AL009126=\Md1
Bacillus_sublilis~v-C~AP012485-VMd1
Bacillus_subtilis_subsp._sublilis~v~C~CP002906=VMd1
Bacillus_subliis_subsp._subflis~v-C~CPOD2906=VMd2
Bacilus_sublilis~y~C~AP012496=VMd1

(@)

[Pseudomonas_stutzeri-<~T~AT308315 0.002
IPscudomonasstutzeri-«-C~CPO00304=VMd2

‘Imeldmnnnasinmzen»«v~T~AB69051!

Pseudomonas_stutzeri~v~T~U26262

stutzeri-~C~CPO

[Pseudomonas_stutzeri~v~C~CPO02622=VMd1

Pseudomonas_stutzeri~v~C~CP002622=VMd2

Peudomonas_stutzeri-T~AF094748=0_

v~T~AT2RE151

T

{Psendomonas_stutzeri~v~C~CPI30T1=VMd1

|Pseudomonas_stutzeri~v~C~CPO030TI=VMA

T-U26418=@_

s_stutzeri~v~C~CPO03677=VMd1

|Pseudomonas_stutzeri~v~C~CPO03725=VMd1

[Pseudomonzs stutzeri-s~C~CPO03725=VMA2
Psendomonas_sp.~?~T~EUL43351

_s15
Pseudomonas mendocina~v-C-CP002620-VMd2

T-AB630574

(©)

0.001
[Pseudomonas_seruginosa-~T~AB630318

iginosa-v-C-C

C-Cl

[Pseudomonas_tropicalis~?~T~ABOSS116
[Pscudomonas semginosa-~T~Z76672

T~AJ308297

:_aeTuging
[Pscudomonas aemginosa-—-T-Z76651

[Pscudomonas_sernginosa--T~AF004713

;_aeruging

[Pseudomonas_aermpinosa~v~C~APO12280=VMd1

 aeruginose--C-C
; aeruginosa--C-C i
; abrugingsannCCl
 aeruginose--C-C
; aerugin bl

| Cultiv_S8 this & the FASTA FORMAT

i C-C]

;_aeruging

[Pscudomonas serginosa-v-T-HEST827L

; ofitidis~v-T~AYIS3147=@_

T-ABO21373

T~Z76653

(b)

0.002
Psendomonas_putida-snT~AF226713

|+ Psendomonas_putidarvnT~AP13070-VMd1

Psendomonas_putida-v~T~AP013070-VMA2

-Psendomonas_putiday~T~Z76667=VA

[Pscudomonas_putida~v~T~ABGROST2
(Pseudomonas_putidar-T~AF094736

Pseudomonas_putida~v~C~CPO00949=VMd1

[Psendomonas_putida-x-C~CPO00S4S=VMAY

— [Psendomonas_putida-v~C~CPO00926=VM2

[Psendomonas_putida-v~C~CPO03588=VME2

[Psendomonas_putidarv~CnCPO05976=VMAL

[Psendomonas_putidarv~C~CPO05976=VMA2

[Psendomonss_putida-nC~CPO03738=VME2
[Psendomonas_parafivacv~T~AB046999-@_
|Psendomons_eremricolorata-v~T~AB0S0137-@_

)

endomonas_fuscovaginas-T~ABO21381
IPseudomonas_asplenii~v~T~AB021397=@_

Prendomonas_vranovensis-v-T-AY970951-@._

(d)

Figura 02. Arbol filogenético de Pseudomonas aeruginosa (a), Pseudomonas stutzeri, (b),
Pseudomonas sp. (c) y Bacillus amyloliquefaciens (d).

En cuanto a la disminucién de la tension
superficial, se encontr6 que B.
amyloliquefaciens, redujo la tensién
superficial de 72 mN/m (agua) a 31,03 +
0,4 mN/m, mientras que las especies de
Pseudomonas obtenidas disminuyeron la
tension superficial a 27,2 + 0,4 mN/m,

considerada activa, mientras que P.
stutzeri, y Pseudomonas sp. redujeron la
tensién superficial a 48,3 y 52,6 + 0,4
mN/m respectivamente (Tabla 3). La
diferencia radica en la composicion del
ramnolipido que producen, si solamente
mono-ramnolipido, 0 una mezcla de mono
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-y di-ramnolipido. Las propiedades
fisicoquimicas del mono-ramnolipido son
bastante diferentes de los de la mezcla de
mono - y di-ramnolipido. Debido a que el
mono-ramnolipido es menos soluble, se
adsorbe mas fuertemente a las superficies,
solubilizando asi hidrocarburos en mayor
medida y es capaz de unir metales
cationicos hasta 10 veces mas fuertemente
(Ochoa-Loza, 1998; Zhang y Miller, 1995;
Zhang et al., 1997), haciendo posible su
aplicacion industrial de manera muy
diversa (Bodour y Maier, 2002).

Tabla 03
Identificacién de los microorganismos aislados
con capacidad lipolitica y surfactante

Tension
Cddigo  Procedencia Identificacion  superficial
(mN/m)
5MES Agua Pseudomo_nas 483404
residual stutzeri
5-14MB Suelo Pseudomonas sp. 52,6 +0,4
Y4MA  Suelo Bacillus 3103404
amyloliquefaciens
VSAMA  Suelo  eHdOMONaS g5 404
aeruginosa
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