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RESUMEN EJECUTIVO

La contaminacion por hidrocarburos representa una problemaética global debido a su alta toxicidad y
recalcitrancia. Esto se debe principalmente al uso indiscriminado de aceites de diversas clases, que van
desde los alimenticios hasta los lubricantes de motores. En particular, los aceites de motor tienen un
impacto significativo en el suelo, ya que su naturaleza pesada y su baja dispersion en agua reducen la
biodisponibilidad de los hidrocarburos para los microorganismos. Este fendmeno deteriora la estructura
del suelo a largo plazo. En el presente estudio se aislaron, identificaron y caracterizaron bacterias
presentes en suelos contaminados con aceites provenientes de lubricadoras de la ciudad de Ambato. Es
fundamental destacar que los biosurfactantes, compuestos tensoactivos de origen microbiano,
desempefian un papel clave en este contexto. Para identificar las bacterias productoras de
biosurfactantes, se llevaron a cabo diversas pruebas, entre ellas la prueba del colapso por caida de gotas,
la propagacién del aceite, la actividad hemolitica, la emulsificacién y el uso de agar CTAB.
Posteriormente, las cepas productoras de biosurfactantes fueron identificadas mediante la técnica
MALDI-TOF, determinando su género y especie. Los resultados revelaron que las bacterias
correspondian a Pseudomonas aeruginosa, conocidas por producir ramnolipidos, un tipo de
biosurfactante. Ademas, se evalu6 su actividad antimicrobiana y se investig6 la similitud filogenética
de estas cepas utilizando la técnica ERIC-PCR. Finalmente, se realiz6 un estudio de biodegradacion de
aceite, comparando condiciones de presencia y ausencia de sustrato para analizar las diferencias en el

proceso.

Palabras clave: Recalcitrancia, biosurfactantes, ramnolipido, biodegradacion, gestion ambiental.
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ABSTRACT

Hydrocarbon contamination represents a global issue due to its high toxicity and recalcitrance. This is
mainly attributed to the indiscriminate use of oils of various types, ranging from edible oils to motor
lubricants. In particular, motor oils have a significant impact on soil, as their heavy nature and low
dispersion in water reduce the bioavailability of hydrocarbons for microorganisms. This phenomenon
deteriorates soil structure over time. In this study, bacteria present in soils contaminated with oils from
lubricant workshops in the city of Ambato were isolated, identified, and characterized. It is essential to
highlight that biosurfactants, surfactant compounds of microbial origin, play a key role in this context.
To identify biosurfactant-producing bacteria, various tests were performed, including the drop collapse
test, oil spreading, hemolytic activity, emulsification, and the use of CTAB agar. Subsequently,
biosurfactant-producing strains were identified using the MALDI-TOF technique to determine their
genus and species. The results revealed that the bacteria belonged to Pseudomonas aeruginosa, known
for producing rhamnolipids, a type of biosurfactant. Additionally, their antimicrobial activity was
evaluated, and the phylogenetic similarity of these strains was investigated using the ERIC-PCR
technique. Finally, an oil biodegradation study was conducted, comparing conditions with and without

substrate enrichment to analyze process differences.

Keywords: Recalcitrance, biosurfactants, rhamnolipid, biodegradation, environmental management.
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1. CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

La implementacion de tecnologias para la remediacion de sitios contaminados por hidrocarburos
representa un gran desafio, dado las caracteristicas intrinsecas de los hidrocarburos (peso molecular,
estructura quimica, solubilidad, sustituyentes quimicos), asi como su recalcitrancia y toxicidad
(Pandolfo et al., 2023). Se conoce gue, una vez estos compuestos ingresan al suelo, se adhieren a la
materia organica y a los componentes inorganicos presentes en él (Liao et al., 2019). Las particulas,
tanto finas como gruesas se unen fuertemente a través de varias reacciones, provocando una
compactacion del suelo, lo que reduce la disponibilidad de hidrocarburos para la remediaciéon (Pacwa-
Plociniczak et al., 2011). Existen varios métodos aplicables para tratar este tipo de contaminaciones,
sin embargo son poco eficientes y resultan demasiado costosos (Suganthi et al., 2018). Por el contrario,
la biorremediacién es un método eficaz y ecoldgico para eliminar diversos contaminantes al utilizar

microorganismos (Guirado et al., 2023).

Actualmente, los biosurfactantes han ganado gran relevancia en los procesos de
biorremediacion, debido a su capacidad para reducir la tensién superficial y mejorar la biodegradacién
de contaminantes (Lu et al., 2019). Los biosurfactantes son moléculas tensoactivas producidas por
microorganismos, que tienen la capacidad de aumentar la superficie de las sustancias hidréfobas, y de
esta manera aumentan la biodisponibilidad de los contaminantes para su posterior degradacion (Soares
da Silva et al., 2019). De acuerdo con Gurkok (2022), los biosurfactantes bloquean la formacién de
puentes de hidrdgeno y permite las interacciones hidréfilas- hidréfobas que disminuye la tension
superficial del liquido al aumentar su superficie. Asimismo, para que la produccion de biosurfactantes
sea competitiva frente a los métodos de remediacién tradicionales, es fundamental la adecuada seleccion
y cribado de microorganismos con esta capacidad (Gurkok, 2022). Las investigaciones centradas en la
bioprospeccion y caracterizacion de microorganismos autoctonos productores de biosurfactantes

pueden representar una fuente confiable para aplicaciones ambientales e industriales (Ray et al., 2021).

En consecuencia, esta investigacion propone la bioprospeccion de microorganismos autoctonos
con la capacidad de producir biosurfactantes, con el objetivo de sentar las bases para futuras
investigaciones en esta area. La identificacion y caracterizacion de estos microorganismos no solo
contribuira al desarrollo de nuevas tecnologias de biorremediacién, sino que también permitira la
creacion de soluciones mas eficientes y sostenibles para la gestion de suelos contaminados por

hidrocarburos.



1.1.1. Contaminacion con hidrocarburos en los suelos

La industrializacion global y los procesos de desarrollo econémicos contemporaneos han estado
directamente ligados a la utilizacion de derivados de petréleo. No obstante, el uso excesivo de
combustibles fdsiles ha causado serios problemas ambientales y ha perjudicado la salud humana y de
otras especies debido a su ecotoxicidad (Koshlaf et al., 2017). Los procesos de exploracion, extraccién,
transporte y procesamiento de petr6leo han provocado graves impactos ambientales en todo el mundo;
los cuales incluyen la contaminacién de suelos y cuerpos de agua, la destruccion de héabitats naturales,
la emision de gases de efecto invernadero, y la afectacion a la biodiversidad (Abdulredha et al., 2020;
Garzon et al., 2023).

Las principales fuentes de contaminacién por derivados de petroleo se causan por accidentes
en el transporte de camiones, fugas de los tanques de almacenamiento subterraneos corroidos, como en
gasolineras, en la extraccion y liberacién de residuos oleosos producidos por industrias que elaboran
plasticos, disolventes, productos farmaceéuticos y cosméticos (Souza et al., 2014). Pese a que, las
refinerias son beneficiosas para la sociedad en el &mbito econémico, los residuos generados son
peligrosos al no poder ser reutilizados ni reciclados por su alta inflamabilidad, corrosion, toxicidad y
patogenicidad (Khan et al., 2018).

La Agencia de Proteccién Medioambiental de Estados Unidos (US EPA) evalla gue cada afio
se producen en el pais mas de 2,500 millones de galones de vertidos de petrleo (Azevedo, 2007).
Estudios realizados por Talvenmaki et al. (2019), sugieren que Finlandia tiene alrededor de 23.000
sitios contaminados, siendo los derrames de petréleo un contribuyente importante. Los tanques de
almacenamiento subterraneos existentes en Canada presentan el 35% en fugas, lo que es realmente
alarmante (Gitipour, 2015). Ademas, Iran posee el 8,58% de los yacimientos petroliferos mundiales y
una enorme produccién de petréleo y varios oleoductos lo que se traduce en graves problemas de

contaminacion (Gitipour, 2015).

La mayor parte de contaminacion es producida por lodos de perforacion, aguas residuales
contaminadas por hidrocarburos, residuos sélidos y aceites lubricantes usados. Este Gltimo, tiene un
gran impacto en el ambiente al ser un residuo peligroso que al tener un mal tratamiento puede causar
dafios irreparables a las alcantarillas, rios y suelos (Las Naciones Unidas, 2023). De este modo, en
Ecuador se tiene un registro aproximando de 1,668 lugares encargados del cambio y servicios de lavado
de autos, la mayoria de estos no cuentan con licencias ambientales que regularicen el cumplimiento del
tratamiento del agua contaminada, casi siempre se debe al desconocimiento del dafio que puede

provocar (Guilcamaigua et al., 2019).



1.1.2. Composicion y toxicidad de los hidrocarburos de petréleo

El petrdleo es un compuesto liquido de color negro, con alta viscosidad y con una composicion quimica
compleja al contener miles de compuestos de la familia de hidrocarburos (Gule¢ & Kabak, 2024). De
forma general, el petréleo crudo representa una mezcla organica homogénea y compleja de multiples
componentes, entre los que destacan los hidrocarburos alifaticos, hidrocarburos aromaticos, resinas,
asfaltenos y compuestos organicos hetero funcionalizados que contienen nitrogeno, azufre y oxigeno
(Chen et al., 2018). El petrdleo y sus productos derivados pueden ser toxicos para los seres humanos y
el medio ambiente; cuya toxicidad depende de su composicidn, la cual varia segun la fuente del crudo

y los aditivos que contenga (Ramirez et al., 2017).

Algunos componentes del petréleo y sus derivados, especialmente los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs), estos son compuestos formados por anillos bencénicos que en su mayoria son
solidos cristalinos a temperatura ambiente y que poseen un olor caracteristico (Reategui, 2017); los
cuales presentan una elevada toxicidad, ya que son causantes de cancer, defectos de nacimiento u otros
dafios reproductivos (Wang et al., 2021). La absorcion de estos contaminantes puede ocurrir por
ingestion, inhalacion o exposicion dérmica al suelo contaminado, lo que puede provocar cancer o
mutaciones tanto en seres humanos como en animales (Kuppusamy et al., 2019). Los contaminantes
HAP presentan un origen tanto petrogénico como pirogénico, donde, el petrogénico que viene dado por
el uso del petréleo, combustibles fésiles en diversas actividades industriales, mientras que el pirogénico,
es provocado por plantas de energia, operaciones industriales y motores de vehiculos, debido a la
combustidn incompleta de materia organica como el uso de la gasolina, petréleo, carbon y diésel (Rios
etal., 2023).

Los aceites crudos y refinados son las principales fuentes de contaminacion petrogénica al estar
contribuidos en su mayoria por HAPs de bajo peso molecular dotados con 2 a 3 grupos alquilo. En
cambio, las fuentes pirogénicas estan vinculadas a HAPs mas pesados que contengan alrededor de 4 a
6 anillos fusionados (Pies et al., 2008). Las propiedades fisicoquimicas de los hidrocarburos aromaticos
policiclicos (HAPs) varian segun su peso molecular y estructura. A medida que aumenta el peso
molecular, también lo hace la resistencia a las reacciones de oxidacion y reducciéon. Los HAPs son
altamente lipofilicos, lo que significa que son miscibles en disolventes organicos (Organizacion de la
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, 2019). La solubilidad acuosa de los HAPs
disminuye con cada anillo adicional, lo que los hace altamente dispersables en el medio ambiente,
repartiéndose entre aire, suelo y agua. Al mezclarse con el agua, los HAP tienden a filtrarse en el suelo,
reduciendo su calidad y productividad; Ademas, estos compuestos son tdxicos incluso en
bajas concentraciones (Dai et al., 2022). Cuando los HAPs se liberan a la atmdsfera se encuentran tanto

en fase de vapor como solida. Presentan sensibilidad a la luz, resistencia al calor y la corrosion, también
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de su actividad fisioldgica. Ademas, los HAP poseen espectros de absorcion UV, lo que los

hace fluorescentes (Masih et al., 2012).

Desde el punto de vista ambiental, los principales impactos bioldgicos de la contaminacion por
hidrocarburos de petréleo incluyen el bloqueo del suministro de agua, nutrientes, oxigeno y luz (Al-
Rubaye et al., 2023). Esto conduce a la infertilidad del suelo, afectando negativamente el desarrollo y
la germinacion de las plantas (Varjani et al., 2017). Ademas, la fijacion de los hidrocarburos a las
particulas del suelo reduce su biodisponibilidad para los microorganismos, limitando la tasa de
transferencia durante la biodegradacion y aumentando su resistencia a la degradaciéon (Kebede et al.,
2021). Los aceites pesados presentan una escasa o nula dispersion en el agua debido a su alta viscosidad,
lo que provoca una pobre biodisponibilidad del petréleo para los microorganismos degradadores (Lin
etal., 2022). Una de las principales estrategias de remediacion ambiental para regenerar areas
contaminadas por hidrocarburos de petr6leo es la biodegradacién microbiana, la cual requiere una

comprension integral de los factores bioticos y abioticos que la regulan (Liu et al., 2020).

Existen varios métodos de biodegradacion en la naturaleza, mediante un proceso denominado
atenuacién natural, que depende de la capacidad de biodegradacién que posean los microorganismos
autdctonos para degradar y eliminar contaminantes del suelo (Abena et al., 2019). Se ha demostrado
que aislar e inocular estos tipos de bacterias degradantes mejora la eliminacion de hidrocarburos de
petréleo en sitios contaminados (Liu et al., 2018). La importancia de conocer la interaccién de los
microorganismos autdctonos con los microorganismos exdgenos, al tener presente que dicha actividad
biolégica se ve afectada por varios factores ambientales como las propiedades fisicoquimicas del suelo
como pH, temperatura, humedad, nutrientes (Varjani & Upasani, 2017). Ademas, de la presencia de
comunidades microbianas especificas, lo que afectaria la eficiencia de la biorremediacién (Fan et al.,
2020).

La biodisponibilidad de los contaminantes del suelo para los microorganismos implica procesos
de adsorcion y desorcion, transporte y absorcion por parte de los microorganismos (Ren et al., 2018).
De tal manera que los microorganismos deben entrar en una fase acuosa para que las bacterias logren
degradarlos. Los hidrocarburos de petr6leo son hidr6fobos y se absorben en la matriz del suelo, lo que
reduciria considerablemente su tasa de transferencia de masa (Harms & Bosma, 1997). La mayoria de
las fuentes de carbono de los suelos contaminados no se encontraban disponibles para los
microorganismos, lo que limita la degradacion de TPH (hidrocarburos totales de petrdleo) (Feng et al.,
2021). Por lo tanto, lo que impide la degradacion de hidrocarburos es la tardia desorcion de estos
compuestos de la fase solida a la fase acuosa, lo que causa la baja bioaccesibilidad (Qin et al., 2020).
Ademas, los hidrocarburos de petrdleo en el suelo pueden proporcionar grandes cantidades de fuentes

de carbono disponibles para los microorganismos, sin embargo, la ausencia de nutrientes esenciales
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para su desarrollo como el nitrégeno y el fdésforo, limitarian su desarrollo, por esta razén varias
investigaciones afirman que al proporcionar de dichos nutrientes al suelo contaminado, se podria

promover la degradacion de hidrocarburos (Hussain et al., 2018; Lindsey et al., 2018).

Las bacterias exogenas

Suelo contaminado que degradan el petroleo
Mejorar las /_\ 5 ;
152 o avorecen la
condiciones .4 . Impacto positivo : 2
P~ o il biodegradacion

del suelo

\ / del petroleo
.v - . ) v
Biodegradacion TORTOIES
estimulada por el o A ), Antagonismo
aceite " :
Microorganismos

autoctonos del suelo

Figura 1. Proceso de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo. Adaptado
de (Qin et al., 2020).

1.1.3. Fuente de microorganismos con capacidad de biorremediacion

El suelo es la capa superficial de la corteza terrestre, formada por componentes minerales, organicos,
gases y agua que rodea las particulas y llena los poros (Gonzalez et al., 2021). Este suelo constituye la
interfaz entre la tierra, el aire y el agua, lo que le permite cumplir funciones naturales y antropogénicas
(Siebielec et al., 2023).

El suelo se clasifica segun las proporciones de sus particulas, diferencidndose en limo, arcilla,
arena y materia organica (MOS) en fracciones de alta y baja densidad (Ruehlmann & Korschens,
2020). Cada componente mineral y el humus se distribuyen formando pequefios poros que pueden
contener sales minerales y nutrientes, creando un entorno propicio para las actividades metabolicas de
los microorganismos (Yan et al., 2024). En el suelo se encuentran aproximadamente entre 10y 10°
bacterias cultivables por gramo, incluyendo hongos, actinomicetos, algas, protozoos y animales como
los nematodos (Ayan et al., 2021). Aunque los hongos estan presentes en menor proporcién en unidades
formadoras de colonias (UFC), representan una parte importante de la microbiota del suelo (Ayan et al.,

2021). La formacion de la estructura del suelo esta influenciada por la interaccion entre particulas
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minerales y materia organica del suelo, y los productos obtenidos tras la descomposicion microbiana
para la estabilizacion de conexiones entre las particulas que inducen a la formacién de agregados
(Bucka et al., 2021). Esto sugiere que en el suelo se puede encontrar una amplia variedad de
poblaciones microbianas con diferentes capacidades metabdlicas, y sus actividades estan limitadas por
las fuentes de carbono y energia disponibles (Ortiz etal., 2021). Ademas, estas poblaciones
microbianas estan influenciadas por las caracteristicas fisicoguimicas de cada tipo de suelo (Ortiz et al.,
2021).

Algunas de las poblaciones microbianas méas abundantes en el suelo de labranza Azotobacter,
Azospirillum, Rhizobium, cianobacterias, microorganismos solubilizadores de fésforo y potasio, y
micorrizas (Bhattarai etal., 2015). Asimismo, existen microorganismos con capacidad para
biodegradar o reducir hidrocarburos del petréleo, contribuyendo a la biorremediacion (Roy et al.,
2018). Entre estos se encuentran especies como Acinetobacter sp., Flavobacterium, Bacillus sp.,
Aeromonas sp., Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Vibrio sp., Xanthomonas sp. y Pseudomonas sp.
(Aziz et al., 2024). Esta ultima, la P. aeruginosa posee la capacidad de degradar una amplia gama de
hidrocarburos derivados del petréleo, haciendo que la misma sea considerado un agente importante para
la biorremediacion de petr6leo crudo y sus derivados (Suwardi etal.,, 2021). Esta degradacion
involucra varias vias metabdlicas. Para la degradacion de n-alcanos, se lleva a cabo mediante una via
de oxidacion terminal, a diferencia de las vias de salicilato y ftalato se utilizan para la degradacion de
HAP como el fluoreno (Medi¢ et al., 2020). Del mismo modo, la presencia de genes como alkB y
rhlAB en cepas de P. aeruginosa permite la facil descomposicién de hidrocarburos alifaticos y la

produccion de biosurfactantes (Stancu, 2022).

Los factores ambientales juegan un rol fundamental en el proceso de biodegradacion. Mediante
lo planteado por Wang et al. (2021), el estrés inducido por la temperatura puede impedir la expresion
de proteinas involucradas en la quimiotaxis, la emulsificacion y la oxidacion terminal de hidrocarburos.
Por lo tanto, tener condiciones de temperatura Optima favorecen la actividad metabdlica de P.
aeruginosa y garantiza una degradacion eficiente de los hidrocarburos.

La produccion de biosurfactantes producidos especificamente por P. aeruginosa se conocen
como ramnolipidos, mejoran la emulsificacién y solubilizacién de hidrocarburos hidréfobos, lo que
facilita su biodegradacion (Soberén-Chavez et al., 2021). Por ejemplo, la P. aeruginosa MF069166,
logré producir ramnolipidos que redujeron significativamente la tension superficial del agua y
exhibieron una alta actividad de emulsificacion en crudo de petréleo (Rehman et al., 2021). Esta
caracteristica es fundamental debido a que permite mejorar la biodisponibilidad de los hidrocarburos

para las bacterias degradantes (Ibrar & Zhang, 2020).



Por otra parte, la capacidad metabdlica de las poblaciones microbianas depende de las
propiedades del suelo al que estan adaptadas. En suelos con contaminacion periddica, las poblaciones
microbianas nativas se seleccionan en funcion de su capacidad para metabolizar el contaminante (Uyar
& Ozgir, 2021). La biorremediacion ha demostrado ser una alternativa econdmicamente viable para
restaurar lugares contaminados (Sales da Silva et al., 2020). Este proceso puede biodegradar una
amplia gama de contaminantes mediante remediacion bioldgica in situ (en el mismo lugar) o ex situ (en
otro lugar). Sin embargo, su eficacia depende de las condiciones ambientales, el tipo de contaminante,
la composicion del suelo, los costos de eliminacion y el tiempo disponible para la accion (Kumar et al.,
2018).

El suelo contaminado puede contener una mezcla de hidrocarburos cuya biodegradabilidad
requiere ciertos factores: la presencia de una poblacién de microorganismos capaces de degradar estos
hidrocarburos, la estructura molecular del contaminante, su biodisponibilidad y concentracion (Vizuete
et al., 2020). Ademas, se deben tener en cuenta las condiciones de pH, temperatura, humedad del suelo,
aceptores de electrones y la presencia de nutrientes inorganicos como nitrdgeno y fésforo (Konczak
et al., 2023). Cada cepa bacteriana tiene diferentes requerimientos en términos de temperatura, pH y
salinidad (Vizuete et al., 2020). Segun Nustez et al. (2014), una mayor diversidad de microorganismos
aumenta el rango de tolerancia, aunque los rangos 6ptimos para la biodegradacion son un pH entre 6 y

8, a una temperatura de 18 a 30 °C.

1.1.4. Biosurfactantes en la biorremediacion de los suelos

Los agentes tensoactivos como los surfactantes son compuestos organicos de dos partes quimicas con
disimiles polaridades, su estructura consta de una cabeza polar y una cola no polar (Shaban et al.,
2020). Por lo tanto, los surfactantes se utilizan ampliamente para reducir la tension superficial e
interfacial entre dos o0 mas fases (Zhang et al., 2019). Los surfactantes se han utilizado ampliamente
en sin numero de productos industriales, como detergentes, medicamentos Yy tratamientos
anticorrosivos. Ademas los surfactantes han contribuidos a campos de investigacion como es el caso de
la nanotecnologia (Drummond & Fong, 1999; Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018).

Las propiedades tensoactivas de un surfactante permiten reducir la tension superficial
(airefagua) y estabilizando el sistema (por ejemplo, una emulsién o una espuma). A partir de una
determinada concentracion, la concentracién micelar critica (CMC) (Johnson etal., 2021a), el
incremento de dicha concentracién de tensoactivo no reduce la tension superficial (Berg, 2010) , por el
contrario, por arriba de la CMC, las moléculas de tensoactivo se agregan en la fase principal, proceso

denominado micelizacién, lo que se basa en la formacion de micelas de diferente forma, que pueden



ser esféricas, de barra o de disco, dichas morfologias influyen en las propiedades reolégicas y dindmicas
de la solucion de un tensoactivo (Fletcher, 1996); ademas, esto puede influenciar el rendimiento

funcional del tensoactivo.

Los tensoactivos se pueden clasificar en funcion de la carga de la cabeza hidrofila de la
molécula: catiénicos poseen carga positiva, anidnicos poseen carga negativa, anféteros que constan de
iones positivos y negativos y 1os no idnicos lo cuales no poseen carga (Ivankovi¢ & Hrenovié, 2010).
Por lo tanto, su carécter determina las aplicaciones para las que son 6ptimas cada una, por ejemplo, los
tensoactivos anidnicos se utilizan para sintetizar detergentes como el dodecil sulfato de sodio (SDS)
mejora la eficiencia de las metodologias de remediacidn al funcionar como extractante, emulsionante y
dispersante (Zhu et al., 2024). Asimismo, los tensoactivos catidnicos se utilizan en productos como
acondicionadores de cabello y suavizante de ropa, al poseer una interaccion superficial bastante fuerte
lo que provoca que las moléculas absorbidas alteran la textura de la superficie lo que les brinda suavidad
(Arai et al., 2001). Ademas, estos tensoactivos tienen caracteristicas antimicrobianas, y se utilizan para
mejorar productos de aseo y antibioticos (Cross & Singer, 2019). Los tensoactivos anidnicos en la
industria cosmética, farmacéutica y en la eliminacion de hidrocarburos en los suelos (Ivankovi¢ &
Hrenovié, 2010; Peters et al., 2009). Los anfoteros presentan carga cambiable con el pH de cationica
a aniobnica, lo que permite utilizarlos en varias aplicaciones en funcion del ambiente (Ivankovi¢ &
Hrenovié, 2010). Finalmente, los no i6nicos se emplean en productos emulsificantes, agentes
humectantes y agentes estabilizadores, que para incrementar su capacidad de eliminar suciedad de la

superficie se mezcla con un componente idnico (Ivankovi¢ & Hrenovié, 2010).

A partir de informes proporcionados por Petterson et al. (2000), la produccién de tensoactivos
anteriormente era de 7 millones de toneladas anuales hace un poco mas de 2 décadas, misma cifra que
ha seguido incrementando hasta 14,1 millones en 2017, ademas, que para el 2022 existira una
produccion de casi del 18% (Chen etal., 2020). Actualmente se cree que este crecimiento esta
subestimado, debido a la demanda real de productos que contengan tensoactivos debido a la pandemia
del Covid-19, lo que represent6 en 2023, el mercado mundial USD 43,2 mil millones y se estima una
proyeccion anual de 5,3% entre 2024 y 2030 (Research, 2024). El desarrollo de este tipo de

componentes es abismal, debido a que su uso empieza desde hogares hasta industrial todos los dias.

Sin embargo, la utilizacion de este tipo de sustancias genera un impacto ambiental bastante
agresivo, mediante lo aportado por Pradhan & Bhattacharyya (2017), casi el 60% en peso de los
surfactantes se liberan al medio acuatico, lo que equivaldria a 7 millones de toneladas a nivel mundial,
provenientes de lixiviados en vertederos, derrames, fugas industriales y mediante el sistema de

tratamiento de aguas (Lapworth et al., 2011).



La falta de biodegradabilidad de los surfactantes sintéticos hace que sean persistentes en el
medio ambiente, ademas de gue estas sustancias ayudan a la propagacién de otros contaminantes como
los metales pesados, que a su vez provocan problemas adicionales al ecosistema (McDonnell &
Russell, 1999). Del mismo modo, induce efectos sobre los ecosistemas acuéticos, por ende, a los
microorganismos presentes en dichos lugares alterando sus funciones bioldgicas; que se ven
mayormente afectados por altas concentraciones de surfactantes (Cserhati et al., 2002; Ivankovi¢ &
Hrenovié, 2010). Ademas, de los efectos nocivos presentados en flora y fauna; en la flora ya que se
utilizan aguas grises en cultivos por su bajo costo y poco desperdicio de agua, segin Bubenheim et al.
(1997), menciona que estas aguas existen restos de surfactantes los cuales causaban toxicidad alta en
vegetales como la lechuga. Del mismo modo en la fauna ya que los peces y mariscos se ven afectados
negativamente por los surfactantes sintéticos, debido a que provoca una destruccion total de las capas
mucosas externas y en branquias, que tiene como funcion proteger a los peces de ataques de bacterias
y parasitos, al no contar con dichas capas estos quedan expuestos y susceptibles a infecciones (Effendi
et al., 2017). Segun lo mencionado por Effendi et al. (2017), la tasa de mortalidad de los peces super6
el 50% con concentraciones de detergentes alrededor de 15 ppm; los huevos de los peces morian con

concentraciones de solo 5 ppm.

Por el contrario, los biosurfactantes son materiales tensoactivos anfifilicos que son abundantes
en la naturaleza y son sintetizados por plantas, animales y microorganismos como bacterias y hongos
(Kitamoto et al., 2009; Pradhan & Bhattacharyya, 2017). A partir de lo mencionado por varios
autores los biosurfactantes son producidos por microorganismos como bacterias, levaduras y hongos,
desempefian funciones fisiologicas como la motilidad, cambios en la hidrofobicidad de la membrana
celular, y la formacion y conservacion de biofilms (Lopez et al., 2022; Patowary et al., 2017). Estos
compuestos anfifilicos reducen la tension superficial e interfacial, mejorando la emulsificacion,
espumacién, humectacion y dispersion (Olasanmi & Thring, 2018). Los biosurfactantes poseen gran
variedad de estructuras quimicas debido a diversas vias biosintéticas, ofrecen una mayor versatilidad
funcional, como lipidos polares (de origen animal y vegetal), ésteres de acidos grasos de azlcares
(Holmberg, 2001), posee una cabeza hidréfila y cola hidréfoba que permite su actividad superficial
(Akbari et al., 2018). Casi todos los biosurfactantes son de tipo aniénico o no aniénico (Bognolo,
1999), se dividen en moléculas de baja masa molecular (650- 1126,4 g/mol) y polimeros de alta masa
molecular (>45000 g/mol) (Banat et al., 2000; Jahan et al., 2020; Marchant & Banat, 2012).

Algunos ejemplos de biosurfactantes son los ramnolipidos y soforolipidos que pueden reducir
la tension superficial del agua a 26mN m™* y 33 mN m respectivamente (Soberén-Chavez et al.,
2021), bastante similar con el resultado obtenido con el surfactante sintético SDS 25 mN m-L. Los
biosurfactantes son de mayor tamafio y tienen varias cadenas ramificadas, de este modo, el nimero

maximo adsorbido en la interfaz (de la CMC) es menor para compuestos mas pequefios (Johnson et al.,
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2021). Los ramnolipidos tienen valores de CMC en un rango de 10-20 mg/L, bastante menor que el

SDS. Cabe mencionar, que las propiedades precisas de los biosurfactantes dependen del entorno de

crecimiento del microorganismo del cual fue obtenido (Long et al., 2017). Los biosurfactantes tienen

estructuras diferentes, resultado de su variada funcionalidad y origen (Tabla 1).

Tabla 1.

Clasificacion de biosurfactantes segun el microorganismo de origen.

Clasificacion Estructura quimica Microorganismo Tension Referencias
superficial en
CMC
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OH
Lipidos de oy Candida (Coelho et al.,
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manosileritritol antartica 2020)

Nota: Indica la clasificacion de los biosurfactantes producidos por microorganismos con su estructura

guimica y su Concentracién Micelar Critica (CMC) Adaptado de Johnson et al. (2021).
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Los biosurfactantes se estan investigando en la actualidad como un reemplazo de los
surfactantes de origen sintético en varias industrias, incluidas la produccién de petrdleo, la remediacion
ambiental, la limpieza industrial, los alimentos, el cuidado personal y la industria farmacéutica
(Johnson et al., 2021). Se concuerda con Jahan et al. (2020), ya que menciona que se utilizan
ampliamente en detergentes, petréleo, medio ambiente, agricultura, cosméticos y alimentacion
Ademas, presentan baja toxicidad, alta biodegradabilidad, biocompatibilidad y pueden obtenerse de
fuentes baratas y sostenibles, como desechos industriales (Fenibo et al., 2019; Klimek et al., 2024).
De tal manera dispone de un amplio rango de estabilidad a temperaturas y pH, debido a la abundancia

de sus fuentes naturales, adaptabilidad y actividad antimicrobiana (Mulligan et al., 2014).

La utilizacion de biosurfactantes para mejorar y apresurar los procesos de biorremediacion ha
sido reportado ampliamente por Bjerk et al., (2021). Un claro ejemplo es la biorremediacion en suelos
contaminados con hidrocarburos al permitir su desorcion y la eliminacién de contaminantes de metales
pesados (Benincasa et al., 2004), haciendo que el contaminante se una a los biosurfactantes y admitir
su transporte fuera del suelo contaminado (Mulligan et al., 2001). Mediante un estudio comparativo de
la remediacion del suelo con surfactantes y biosurfactantes realizado por Wang & Mulligan (2004),
han demostrado que una concentracion infima del 0,5% del biosurfactante ramnolipido (en agua) fue
capaz de eliminar el 61,7% de metales pesados como el Cadmio y del Niquel el 51%, al contrario, al
utilizar surfactantes de origen sintético usando la misma concentracion de Triton X-100 se eliminé solo
el 52,8% y el 45,2% de Cadmio y Niquel, respectivamente. Es asi, que los surfactantes sintéticos no
son tan eficaces como los biosurfactantes. Promueven la fluidizacion del petréleo en el suelo, facilitando
su biodegradacion por microorganismos (Adetunji & Oufolahan, 2021). Estas biomoléculas son una

solucion eficaz y ecol6gica para mejorar los procesos de remediacion ambiental (Satpute et al., 2016).
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general:

Efectuar una bioprospeccién de microorganismos autoctonos productores de biosurfactantes aislados

de suelos contaminados con aceites de lubricadoras en Ambato.

1.2.2. Objetivos especificos:

e Aislar cepas bacterianas con potencial de produccion de biosurfactantes a partir de suelos

contaminados con aceites usados de lubricadoras en Ambato.

e Caracterizar las cepas productoras de biosurfactantes mediante ensayos fenotipicos, pruebas

bioquimicas e identificacion molecular.

e Evaluar la capacidad de biodegradacion de las cepas seleccionadas sobre aceite mediante

analisis gravimétrico.

12



2. CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1. Materiales

Tabla 2

Materiales necesarios para el desarrollo del proyecto de titulacién.

Material Cantidad
Reactivos
Plate count agar (PCA) 50¢
Agua destilada 0L
Etanol 96% 15L
Etanol 70% 4L
Glicerol (GLY) 25 mL
Luria Bertani (LB) 60 g
Mueller Hilton Agar (MHE) 60 g
Sulfato de magnesio (MgSQ.) 49
Cloruro de calcio (CaCly) 49
Fosfato monopotasico (KH2PQO.) 9¢g
Fosfato dipotasico (K;HPO,) 9¢g
Nitrato de amonio (NHsNOs) 9¢g
Nitrato de sodio (NaNOs) 6,50
Percloruro férrico (FeCls) 0,75¢
Cloruro de sodio (NaCl) 20 ¢
Acido Clorhidrico (HCI) 100 mL
Acetato de Etilo 100 mL
Eter de petroleo 340 mL
Extracto de levadura 159
Triptona 24
Tris 6,50
Colorante liposoluble loz
Aceite comestible 500 mL
Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB) 0,15¢g
Azul de Metileno
Agar- Agar 0,005¢

50 g
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Material fungible

Puntas de 100 — 1000 pL 2 racks
Puntas de 200 pL 1 rack
Asas de siembra 2
Asa de Drigalsky 1
Cajas Petri desechables 250
Tubos Eppendorf 30
Micropipeta (1000 uL) 1
Micropipeta (100 L) 1
Espatula 1
Tubo de ensayo 45
Pipetas Graduada de Vidrio de 10 mL 1
Pera de succion 1
Gradilla 1
Filtro de Membrana de Microdisco de 0.22 um 12
Frascos de Tapa Azul (500 mL) 9
Frascos de Tapa Azul (100 mL) 6
Frascos de Tapa Azul (1000 mL) 2
Equipos

Autoclave 1
Balanza analitica 1
Cabina de flujo laminar bioseguridad 2 1
Centrifuga 1
Vortex 1
Nevera (4°C) 1
Ultracongelador (-80°C) 1
Potenciémetro 1
Micropipeta (0.5 — 10 pL) 1
Micropipeta (100 — 1000 pL) 1
Incubadora (35 °C) 1
Estufa (50 °C) 1
Centrifuga 1
Mechero Bunsen 1
Campana de extraccion 1
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Tabla 3.

Insumos y materiales de escritorio.

Material Cantidad
Cofias 1
Mascarillas 1 caja x 50 unidades
Guantes 1 caja x 50 unidades
Cinta testigo de esterilizacion 1/8 de rollo
Cinta de adhesiva 1 rollo

Cinta para etiquetar 1 rollo

Papel aluminio 1 rollo

Papel industrial 1 rollo
Tijera 1
Rotulador doble punta 1

Jabdn liquido para platos 1L

Alcohol antiséptico 1L

Jabon liquido 500 mL
Cloro 1L
Faésforos 1 caja
Computadora 1

Esferos 1
Cuaderno cosido 1
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2.2. Métodos

2.2.1. Aislamiento y purificacion de cepas bacterianas con capacidad de produccién de

biosurfactantes.

El aislamiento se realizé en base a la metodologia establecida por Patowary et al. (2017), con ligeras
modificaciones. En este procedimiento se utiliz6 como medio de cultivo el medio mineral BH (Bushnell
Hass Broth) cuya composicidn por litro de agua destilada es sulfato de magnesio 0,2 g, cloruro de calcio
0,02 g, fosfato monopotasico 1 g, fosfato dipotasico 1 g, nitrato de amonio 1 g y percloruro férrico 0,05
g. Se inocularon en el medio BH con 1 g de suelo contaminado con hidrocarburos enriqueciéndolo con
el lubricante usado estéril 2% (v/v) como Unica fuente de carbono, del mismo modo el pH se ajustara a
un rango de 7,0 + 0,2. Se dej6 en agitacion constante por un periodo de 7 dias a temperatura ambiente.
Después de estos 7 dias, se agregaron 1 mL del in6culo a 100 mL de BH y se incubaron nuevamente en
condiciones similares durante otros 7 dias para disminuir la carga microbiana no deseada, lo que se
llevé a cabo hasta completar cuatro resiembras totales. Luego, se utilizd 1 mL del medio de cultivo para
una dilucidn seriada, donde se sembraron por expansion las diluciones desde la -4 hasta la -6, en placas
de PCA (Plate count agar) y se incubaron a 35 °C por 24 h. Después, se seleccionaron colonias
bacterianas de diferente morfologia y se sembraron por separado con el fin de obtener un cultivo puro

de los aislados bacterianos.

i ' ' Diluciones seriadas

_‘. 2% 2% NN N Y
lgdesuelo\ N - 7 Dias 7 N\ V" N\ gy Almmnis

- resiembra
contaminado llJ 4 resiembras

e

Aceite usado l-IJ =)

de ‘ Aceite
Lubricadora 7 usado de
100 mL Caldo Caldo Caldo  Lubricadora
Bushnell Hass Bushnell Bushnell
(BH) Hass (BH) Hass (BH) 9

}

Se realizaron 4
resiembras en total

Cultivo
puro

Figura 2. Preparacion del medio de cultivo Bushnell Hass para obtener un cultivo puro después de 7

dias de incubacion.

Nota: Se realizaron un total de cuatro resiembras.
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2.2.2. Criopreservacion y recuperacion de aislamientos bacterianos

Para criopreservar y mantener viables las cepas aisladas se realizé el siguiente protocolo: se tomaron
300 uL de glicerol en un tubo Eppendorf, donde, se colocd 700 uL de TBS (Tryptic Soy Broth),
finalmente se tomo con un asa de siembra, colonias aisladas de bacteria y se introdujo en el medio
liquido para luego agitar la mezcla con un vortex. Se rotularon los tubos con una codificacion especifica
y se almacenaron en un ultracongelador a -70 °C. Este protocolo sigue las recomendaciones de Aulet
de Saab et al. (2001), quien menciona que realizar una criopreservacion a -70 °C suplementado con un
crioprotector en este caso el glicerol, permite la recuperacion de la bacteria luego de 12 meses de

almacenamiento.

Después, para la recuperacion de estas cepas bacterianas, se descongelé la muestra para luego
agitarla en el vortex. Se tomaron con el asa de siembra para su posterior sembrado en placa con agar
PCA, con el fin de verificar que se trate de un cultivo puro que se comprob6 con el crecimiento de una
sola morfologia (Rani et al., 2020). Al tener un cultivo puro se generd biomasa en medio liquido HB
con ligeras modificaciones: KH2PO4 0,68 g, Na;HPO. 4,5 g, MgSO4 4.7 H,O 0,1 g, glicerol 30 g,
NaNO; 6,5 g y extracto de levadura 0,5 g para 1L de agua destilada (George & Jayachandran, 2009);
en un tubo de ensayo por un lapso de 9seish lo que se realizé con cada una de las cepas identificadas y
que se verificd con la presencia de turbiedad. Finalmente, se centrifugé por 4 min a 8000 rpm para
obtener un sobrenadante libre de células, que luego se filtro con ayuda de una jeringa y un filtro de 0,22
um (Rani et al., 2020).

Fase de Criopreservacion Fase de Recuperacion

= 4 ]
= — B @ == o Después de 18 — — >

: - dias ¥ Medio BH +

300#L Ghcerol +  Vortex " = Glicerol +
J00uLTBS Ultracongelador Inoculaciénen Incubara 37 °C Extracto de

(-70°C) Agar PCA O/N lavadura
Generacion de
. biomasa
= - = = . 4/
o £ [

— — . — — " —

Incubar a 37 °C

Filtrado libre Filtro de Centrifugacion a pve Vortex
de células 022 um 8000 rpm x 4
min

Fase de Filtracion

Figura 3. Las fases de realizacion necesarias para llegar a realizar los filtrados de los aislados
bacterianos.
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2.2.3. Actividad hemolitica

Para la realizacion del ensayo de la actividad hemolitica se requirié de placas de agar sangre con 5%
(v/v) de sangre de cordero con la siguiente composicion: NaCl 10 g, levadura 5 g, triptona 10 g, y agar
15gen 1L de agua destilada (Phan et al., 2013). Se realizo es un estriado con cada uno de los filtrados
obtenidos anteriormente. Se logr6 observar una zona de aclaramiento alrededor de la colonia bacteriana,
lo que indicé la secrecion de biosurfactantes del tipo glucolipido por la actividad de hemdlisis (Rani
etal., 2020).

[

. B '

Agar sangre

-
g Filtrado libre 9 — | O —

| de células -

Contiene: 5% de sangre, Estriado Incubacion a 37 °C Actividad de
Na(Cl, escoces O/N hemolisis
Levadura,
Triptona y
Agar

Figura 4. Evaluacion de la actividad de hemdlisis realizada con los filtrados libres de células.

2.2.4. Ensayo del colapso de la gota por caida

Para este ensayo se siguidé la metodologia planteada por Samsu etal. (2020), con ligeras
modificaciones. En primer lugar, se colocd una sola gota de aceite lubricante usado (5 uL) en un
portaobjetos de vidrio, después se dejo caer una sola gota del cultivo bacteriano filtrado (2 uL) sobre
la gota de aceite lubricante usado y se observd la actividad de colapso de gota. Lo mismo se realiz6 con
aceite de cocina con colorante. Donde, se usé como control negativo al agua destilada y como control
positivo jabdn en agua por su actividad surfactante. Finalmente, se registré un resultado positivo cuando
la gota sea plana sobre el aceite, por el contrario, se considerara un resultado negativo cuando la gota

del filtrado no sea plana.
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Lubricadora a4 de células

N

Figura 5. Ensayo del colapso de la gota realizada con los filtrados libres de células.

Nota: Seguir estos pasos fueron fundamentales para poder observar el colapso de la gota por caida.

2.2.5. Ensayo de emulsificacion

Para este ensayo se siguié la metodologia de Rani et al. (2020), con ligeras modificaciones, en primer
lugar, se afiadié un volumen de 1 mL del sobrenadante libre de células a 5 mL de tamp6n Tris 50 mM
a un pH de 8 en un tubo de ensayo, después se afiadio aceite con colorante (5 pL) a ambas capas y se
agito durante 1 minuto en un vortex, luego se dejé reposar la emulsion durante 20 minutos. Después, se
tomé un volumen de 3 mL de cada emulsién y se medi6 su absorbancia en un espectrofotémetro con
una densidad éptica de 610 nm (Muthezhilan et al., 2014). El control negativo consistié en la solucién

tampdn, mientras que para el control positivo se utiliz6 aceite con colorante con Tween 80.
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Tampon Tris 50 Filtrado libre Aceite comestible
mM (pH 8) de celulas con colorante

- - -

=
" Espectrofotometro
J L)
R
Vortex La emulsion se deja Medicion de la
reposar 20 min absorbancia

Figura 6. Ensayo de emulsificacion realizada con los filtrados libres de células.

Nota: La longitud de onda utilizada fue de 610 nm.

2.2.6. Ensayo de agar CTAB

En primera instancia se realizaron placas de agar CTAB afadiendo 0,15 g de Bromuro de
Cetiltrimetilamonio (CTAB), 0,005 g de azul de metileno y 12 g de agar para 1L de agua destilada,
ajustando su pH a 7 (Tahzibi et al., 2004). Luego, se realizaron dos orificios en las placas de CTAB y
se colocaron 150 uL del filtrado libre de células dentro de cada orificio. Finalmente, las placas se
llevaron a incubacion a 37 °C durante 48 h. El sobrenadante libre de células contenia surfactante
anionico lo que hizo que se produzcan halos en los pocillos donde se colocaron los filtrados (Rani et al.,
2020).

3 ‘ Filtrado
libre de
células

= —
= — — &=
Agar CTAB Perforacion Incubacion durante Presencia de halos
Contiene: de pocillos 48H a 37 °C

CTAB, azul de
metileno y agar

Figura 7. Ensayo del agar CTAB realizada con los filtrados libres de células.

Nota: La presencia de halos de color violeta representa la presencia de biosurfactantes.
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2.2.7. Ensayo de propagacion de aceite

Para llevar a cabo este ensayo se realizd lo planteado por Ibrahim etal. (2013), con ligeras
modificaciones. Se colocaron 10 mL de agua destilada en una caja Petri y luego se colocaron 10 uL de
aceite. Después, se coloco una gota de sobrenadante filtrado (20 uL) sobre el centro de la capa de aceite,
a continuacion, se midio el diametro de la zona transparente en la superficie de la capa de aceite y se

compard con el control tanto positivo como negativo (Rani et al., 2020).

1 Filtrado libre
i de células

Aceite comestible
con colorante 10 pL 20 uL

10 mL de agua Propagacion del aceite
destilada

Figura 8. Ensayo de la propagacion del aceite con los filtrados libres de células.

2.2.8. ldentificacion de cepas bacterianas mediante MALDI-TOF

Las bacterias que posean alta capacidad de produccion de biosurfactantes, se analizaron a través de la
tecnologia de espectrometria de desorcion laser por la matriz con deteccién de masa por tiempo de vuelo
(MALDI-TOF, del inglés Matrix-Assisted Laser Desoption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry) en base a una colaboracion con la Universidad Central del Ecuador. Segun Singhal et al.
(2015), la muestra para el analisis por MALDI MS se prepar6 mezclandola con una solucién de un
compuesto organico absorbente de energia, denominado matriz. Al secarse, esta cristaliza, permitiendo
que la muestra se ionice automaticamente con un rayo laser. Esto provoca que los iones protonados se
aceleren a un potencial fijo, separandose en funcion de su relacion masa-carga (m/z). Los analitos se
miden y, con base en la informacion TOF, se genera un espectro llamado huella de masa de péptidos
(PMF) para los analitos de la muestra. En la actualidad es utilizado en la identificacion altamente
especifica y sensible de bacterias y levaduras a partir de muestras clinicas, que pueden incluir fluidos

corporales estériles (Azrad et al., 2019).

21



2.2.9. Tipificacién molecular por el Consenso Intergénico Repetitivo de Enterobacterias (ERIC)
PCR

Para analizar la diversidad genética de los aislados bacterianos se realizé una reaccion ERIC PCR. En
la PCR se emplearon cebadores especificos (Primer forward 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-
3’ y primer reverse 5> AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’). La amplificacion se llevl a cabo con
una desnaturalizacién inicial durante 5 min a 94 °C; 30 ciclos de desnaturalizacion de 30 s a 94 °C,
hibridacion de los cebadores por 30 s a 55 °C, extension a 30 s a 72 °C; y extension final de 10 min a
72 °C en termociclador. El producto amplificado resultante se analiz6 por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (p/v) (Ramakrishnan et al., 2022).

Master mix: 12.5y],
| Pl: 025

P2: 0,25

L] ddH20: 10,75
- DNA: 1.25
iy

] - —_— -

Cabina de Composicion de la Termociclador
bioseguridad tipo 1T mezcla para PCR

—_— —_— —
Gel de Agarosa 1% Electroforesis en gel Visualizacion de los
a 90 voltios resultados en el

transiluminador

Figura 9. Protocolo de ERIC PCR y Electroforesis en gel de agarosa.

2.2.10. Actividad antimicrobiana por el método de difusion en pocillos de agar

Para identificar la actividad antimicrobiana que poseen los biosurfactantes se seguird la metodologia
planteada por Essghaier et al. (2021). Se utilizaran especies de bacterias gramnegativas (Escherichia
coli, Salmonella enterica) y bacterias grampositivas (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus). Antes
de su utilizacion se debera diluir en agua destilada para ajustarlo a una concentracion adecuada. Para
las cepas antimicrobianas, se utiliz6 el medio Mueller- Hinton. Se transferira por separado una
suspension celular de una noche (0,1 ulL) ajustada a 107 UFC/ml a la superficie del agar. Después, se

perforaran pocillos de seis mm en cada placa y se pipetearan asépticamente 30 uL del complejo de
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biosurfactante en cada pocillo. Luego, del paso de difusion que serd dentro de 30 min a 4 °C, se
incubaron las placas a 37 °C. Se observd zonas claras alrededor de cada pocillo lo que indicaron la
presencia de la actividad antimicrobiana. Cabe mencionar que se utilizé ceftazidima CAZ30 como

control positivo, mientras que el control negativo consistié en 30 uL de agua destilada esterilizada.

Filtrado libre
de células 30 uL

. ‘/
—_— — —_— | —_—

Hisopado con la Realizar pocillos Colocar el filtrado de Incubar por 24h Refleja
bacteria de interés células dentro del al37°C actividad
pocillo antimicrobiana

Figura 10. Indica la actividad antimicrobiana.

2.2.11. Evaluacion de la capacidad de biodegradacion de las cepas seleccionadas sobre aceite

mediante analisis gravimétrico.

Este método es una adaptacion del método EPA (2000), para evaluar la biodegradacion de aceite
guemado en agua mediante gravimetria, utilizando una concentracion inicial del 2% de aceite en 100
mL de muestra en cada unidad experimental, y una concentracion bacteriana inicial de 1,0 x 107
UFC/mL de cada bacteria productora de biosurfactantes, por separado y triplicado. Se utilizé un disefio
experimental factorial AXBxC, donde: A corresponde al tiempo, B a los tipos de cepas bacterianas y C
al medio de cultivo (con y sin sustrato adicional -sacarosa-). Se tomaron muestras a los 0, 7, y 14 dias.
Para proceder con el andlisis de TPH (Hidrocarburos Totales de Petrdleo) gravimétrico, se afiadieron
20 mL de éter de petréleo a cada muestra en un embudo de separacidn, se agitd suavemente con el de
objetivo de disolver los hidrocarburos en el disolvente, y se ventila periédicamente. Una vez que se
formen dos fases, se elimind la capa acuosa y se reserva la organica con los hidrocarburos extraidos.
Este proceso de extraccion se repitié dos veces mas, donde, se agregaron 20 mL de éter de petroleo en
cada ciclo para maximizar la recuperacién. Las fracciones organicas se combinaron en un plato de
evaporacién pre-pesado y se evapord el éter de petr6leo dentro de una campana extractora o placa de
calentamiento a baja temperatura hasta dejar solo el residuo de hidrocarburos, que luego se enfrid y se
pesd en una balanza analitica. Finalmente, la masa de hidrocarburos extraidos se calcula restando el
peso inicial del plato al peso final, lo cual permiti6 la evaluacién de la eficiencia de biodegradacion en
cada muestra al compararse con la cantidad inicial de hidrocarburos, lo que ofreci6 asi una medida

precisa de la reduccién de hidrocarburos debido a la biodegradacion.
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Figura 11. Proceso realizado para el analisis de la biodegradacion del aceite.
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3. CAPITULO IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Anélisis y discusion de resultados.

Las bacterias potencialmente productoras de biosurfactantes se aislaron a partir suelos contaminados
con aceite lubricante usado de lubricadoras de Ambato, en el medio mineral BH suplementado con
aceite de motor usado. La descripcion de los sitios de muestreo se detalla en el Anexo 1. En este estudio,
se obtuvieron y examinaron un total de 43 aislados bacterianos a partir de suelos contaminados con
aceite de lubricadora. Posteriormente, se realizaron diversas pruebas para la identificacion de aquellas
capaces de producir biosurfactantes, como el colapso de gota por caida, emulsificacién, actividad
hemolitica, propagacion del aceite y agar CTAB. La tabla 4 representa los resultados de las evaluaciones

realizadas a la coleccién de aislamientos.

Tabla 4
Ensayos realizados para conocer a bacterias productoras de biosurfactantes.
Codificacion de Colapso de Emulsificacion Actividad Propagacion
e Bacterias 'a gota por (A 610mm) hemolitica del aceite Agar CTAB
caida
1 LL3Verde +) 2,3181 (+) Beta ) (+)
2 L L1Verde (+) 2,3226 (+) Beta +) (+)
3 LCFV (+) 1,9392 (+) Beta ) (+)
4 MI1LR1CAJ ) 0,2797 ) ) )
5 M2 Lab Solis B4 ) 0,805 ) ) )
6 M2 Lab Solis B3 ) 0,6159 ) ) )
7 M3 Rocio A3CB ) 2,282 ) ) )
8 M2 Lab Solis B2 ) 0,764 ) ) )
9 M3LCFV (+) 3,1654 (+) Beta *+) (+)
10 M3 RCBG ) 0,5963 ) ) )
11 AlRM3CB ) 0,5349 () () ()
12 M2RA2CB ) 0,5777 ) ) )
13 M1RP3CB ) 0,2787 ) ) )
14 M2RC1CB ) 0,4575 ) ) )
15 M1RP2CB ) 0,3489 ) ) Q)
16 M2RC2CB () 0,3437 () () ()
17 M1RP1A1CB () 0,2887 () () ()
18 M2 S CBeig ) 0,2879 () ) )
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Colapso de

Codificacion de Emulsificacion Actividad Propagacién
Nro. _ la gota por N _ Agar CTAB
Bacterias caida (A 610nm) hemolitica del aceite
19 LubSM1Z1CB ¢) 0,4215 ) () ()
20 ;tébDS M1Z3 ) 0.4106 () ) )
21 LubSM1Z2CB ) 0,3092 () ) )
22 M2LubSZ3CB ¢) 0,4681 ) ) )
23 LubSB1 ¢) 0,3405 ) ) ()
24 M2SVF ¢) 0,9507 ) ) )
25 ZCT ) 0,2107 ) ) ()
26 ZCBJ2 ¢) 0,461 ) () ()
27 ZCT2 ¢) 0,2371 ¢ ) ()
28 M3LL2CB ¢) 0,2089 ) ) )
29 M2LCB ¢) 0,4113 ) () ()
30 CBM ) 0,295 Q] ) )
31 CAM ) 0,2952 ) () ()
32 VBRRI1 +) 0,6429 (+) Beta *) )
33 VBRR2 +) 1,4567 (+) Beta *) )
34 CTM ) 0,2141 ) ) )
35 IAE ¢) 0,294 ) () ()
36 CAE ) 0,375 ) () ()
37 CTE ¢) 0,5082 ¢) ) ()
38 CAGE ¢) 0,588 ) ) )
39 CBC ¢) 0,3096 ) ) )
40 CAC ) 0,2181 ¢) ) ()
41 CTC ¢) 0,118 ¢) ) ()
42 CPCC ¢) 0,1763 ) ) )
43 CIC ) 0,4079 ) ) )

Nota. Esta tabla muestra seis cepas con la capacidad de producir biosurfactantes al mostrar un resultado

positivo en los ensayos realizados de colapso de gota por caida, actividad hemolitica, emulsificacion,

propagacion del aceite y el agar CTAB.

En el ensayo de colapso de la gota por caida, se identificaron seis aislamientos que mostraron

resultados positivos, debido a que la visualizacién de la gota del filtrado sobre el aceite fue plana. A

partir de lo sugerido por Samsu et al. (2020), pudo deberse a una reduccién de la tension interfacial

26



entre el sobrenadante del cultivo y la gota del aceite, por una alteracién en la estabilidad de la gota de
aceite (Tabla 6).

En la prueba de la propagacion del aceite, este efecto se puede observar con el aumento del
didmetro de la gota de aceite al agregarse el sobrenadante libre de células, debido a que los
biosurfactantes poseen propiedades anfipaticas, es decir, poseen una region hidrofilica y otra
hidrofébica, que al entrar en contacto con la gota de aceite, las moléculas del biosurfactante se alinean
en la interfaz agua- aceite disminuyendo la tension superficial e interfacial (Becerra & Horna, 2016);
estas pruebas detectan la capacidad del tensoactivo de los aislados para reducir la tension interfacial.
En teoria, ambos ensayos tienen el mismo principio, por ende, los resultados deberian ser lineales entre
si lo que se puede observar (Tabla 6). De este modo, el biosurfactante producido por las cepas VBRR2
y L L3 Verde mostraron una mayor actividad superficial, el didmetro del circulo desplazado fue de 2,7
y 2,5 cm, respectivamente. Sin embargo, estos tardaron alrededor de 1 minuto para que se produzca
dicho efecto, al contrario de la cepa M3 L CFV, donde el desplazamiento fue inmediato que puede

deberse a una estabilizacion de la parte de aceite en el agua.

Por otro lado, en la prueba de actividad hemolitica se obtuvo resultados positivos con una
hemolisis beta, debido a que existié una lisis completa de los gldbulos rojos como se ilustra en la Tabla
6. estas zonas hemoliticas se relacionaron con la capacidad de estas cepas para producir biosurfactantes
(Carrillo et al., 1996). Ademas, la hemolisis de los biosurfactantes puede deberse a que las moléculas
de biosurfactantes y las bicapas de fosfolipidos en las membranas celulares forman micelas mixtas, lo
gue da como resultado la fractura de las membranas celulares (Vinardell & Infante, 1999). De esta
forma, cuanto més fuerte es la hemolisis, mayor es la actividad superficial de los biosurfactantes (Sun
et al., 2018). Sin embargo, este método no es tan especifico debido a que las zonas de aclaramiento
también podrian indicar la presencia de enzimas liticas que pueden ser producidas por los
microorganismos (Haytham, 2018); por lo tanto, se han implementado ensayos adicionales para

confirmar la produccion de biosurfactantes.

La actividad emulsificante es una propiedad fundamental para conocer el rendimiento de los
biosurfactantes, dieron valores por encima de 0,600 en la medicion de absorbancia, lo puede indicar
que la emulsion formada entre el aceite y el agua es mas estable, reflejaria una mayor capacidad
emulsificante, debido a que existen mas particulas de aceite en suspension por accion del biosurfactante
(Tavares et al., 2021). Ademas, la cepa con un valor mayor de absorbancia fue M3 L CFV con un
valor de 3,1654. Cabe destacar que esta cepa produjo gran cantidad de espuma (Figura 12). Se han
demostrado resultados comparables durante la produccién de biosurfactantes de la cepa P.
aeruginosa MRO01 (Lotfabad et al., 2009). Algunos estudios mencionan que la accion espumante esta

relacionada con su capacidad para reducir la tension superficial de los liquidos, es decir, cuanto méas
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baja sea la tension superficial, mayor seré la intensidad del efecto espumante (Winterburn & Martin,
2012).

Figura 12. La espuma formada representa a la capacidad para reducir la tension superficial por parte
de los aislados bacterianos.

Nota: La bacteria que formé esa cantidad de espuma fue la M3 L CFV.

En el ensayo de agar CTAB, es una forma especifica de detectar surfactantes anionicos en
soluciones acuosas gque pueden determinarse por la formacién de un par iones insolubles con varias
sustancias cationicas (Sun etal., 2018), se obtuvieron un resultado positivo en los seis aislados
bacterianos al presentar una coloracion azul violeta tenue en los halos, después de la incubacion a 37
°C por 48 h. Mas aun, en la placa de la cepa VBRR1 ver en la Tabla 6, que tuvo una coloracién violeta
azul oscuro distintiva para los ramnolipidos, este color se debe a la reaccion ocurrida entre los
biosurfactantes glicolipidos anidnicos y el complejo catibnico CTAB- azul de metileno (Perfumo et
al., 2006).

A traveés de la técnica MALDI- TOF analitica utilizada en la espectrometria de masas para la
identificacion y caracterizacion de moléculas, se determind a las cepas bacterianas anteriormente
evaluadas como P. aeruginosa (Tabla 5). Estos puntajes reflejan el grado de confianza en la
identificacién al comparar el espectro obtenido con una base de datos: valores superiores a 2,0 suelen
considerarse indicativos de una identificacion confiable a nivel de especie, y cuanto mas alto es el
puntaje (por encima de 2,2-2,3), mayor es la certeza de la asignacion taxondmica (Mohammad Y.
Ashfaq etal., 2022). De acuerdo con lo planteado por Johnson et al. (2021), este tipo de bacteria

produce un biosurfactante denominado ramnolipido, este posee una solubilidad acuosa éptima a pH
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neutros incluso alcalinos. Este fendmeno se asocia a su naturaleza acida, ya que contienen un Unico
grupo de &cido carboxilico libre correspondiente a la fraccidn de acido graso - hidroxi, lo que confiere
la naturaleza anidnica de los ramnolipidos (Azrad et al., 2019). A medida que el pH aumenta de 5 a 8,
la carga negativa de la cabeza polar incrementa, lo que denota en una mayor solubilidad en agua
(Mawgoud et al., 2009).

Tabla 5

Resultados de la identificacion de los aislamientos por MALDI-ToF.

Aislamiento Score Género y especie
VBRR1 2,33 P. aeruginosa
VBRR2 2,23 P. aeruginosa
LL1 verde 2,31 P. aeruginosa
L CFV 2,24 P. aeruginosa
M3 L CFV 2,16 P. aeruginosa
LL3 verde 2,23 P. aeruginosa

Nota: Identificacion confiable de las cepas evaluadas.

El ensayo de ERIC- PCR y su posterior andlisis se realiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa, donde se evaluaron a las seis bacterias productoras de biosurfactantes, del cual se obtuvieron
diferentes patrones de bandas de ADN. La construccién del arbol filogenético como se puede observar
en la Figura 13, permitid distinguir el parentesco entre las cepas analizadas, debido a que esta técnica
se utiliza ampliamente para determinar a los grupos filogenéticos y la diversidad genética de las cepas,
mostrando la distribucion de los grupos (Matta-Chuquisapon et al., 2022); como es el caso de las
cepas LL3V y LCFV que comparten un ancestro comdn mas reciente, lo podria indicar una relacion
genética con poca divergencia entre ambas, lo que hace referencia a que pueden pertenecer a la misma

subpoblacion.

El nodo existente entre las cepas LL1V 'y M3 L CFV comparten un ancestro comun mas cercano
entre ellas, pero mas lejano el grupo mencionado anteriormente (LL3V y LCFV). El nodo que agrupa
LL3V y LCFV con LL1V y M3 L CFV puede representar un ancestro comun, por su relacion genética
que divergen en dos subgrupos principales. Ademas, el nodo entre VBRR 1y VBRR 2 esté bastante
relacionado, ya que comparten un nodo propio y tiene ramas cortas, lo que indicaria que son clones al
ser genéticamente muy similares. Cabe mencionar que, el nodo conecta el grupo VBRR 1y VBRR 2
con las demas cepas, se encuentra en un punto alejado, lo que podria indicar que poseen una variacion

genética significativa.
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Figura 13. ERIC-PCR: Relacion filogenética entre las cepas de P. aeruginosa productoras de

biosurfactantes.

En la Tabla 6, se resumen los resultados de los aislamientos seleccionados, los cuales
procedieron a ser analizados en las posteriores etapas experimentales. Los ambientes contaminados son
reservorios adecuados para el conjunto seleccionado de microorganismos que dependen de una Unica
naturaleza quimica del contaminante liberado en el medio ambiente y el nivel de contaminacién (Samsu
etal., 2020). Segun varios investigadores los géneros autdctonos encontrados en entornos
contaminados con hidrocarburos habitualmente son B. cereus, Pseudomonas sp., B. subtilis,
Stenotrophomonas maltophilia, Alcaligenes sp., Enteroccoccus sp. (Chebbi et al., 2017; Hassan et al.,
2018).
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Tabla 6

Resultados positivos obtenidos de las pruebas realizadas para encontrar los aislamientos con capacidad de produccion de biosurfactantes.

) ) Colapso de la gota por . ) o » Emulsificacion
Aislamiento . Propagacion del aceite Actividad hemolitica Agar CTAB
caida (A 610 nm)

VBRR1

VBRR2

L CFV

D:2cm
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] ] Colapso de la gota por » ) o . Emulsificacion
Aislamiento ) Propagacion del aceite Actividad hemolitica Agar CTAB
caida (A 610nm)

LL3Verde
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LL1Verde 6
q
D: 2,3cm
M3 LCFV

D: 2,3cm
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Con respecto a la actividad antimicrobiana se evaluaron patégenos bacterianos transmitidos por
alimentos como E. coli, S. enterica, S. aureus y B. cereus frente a los filtrados de las seis cepas evaluadas
previamente donde se obtuvieron resultados negativos para E. coli (Tabla 7) S. enterica (Tabla 8) y
resultados parcialmente positivos para S. aureus (Tabla 9) y B. cereus (Tabla 10).

Tabla 7
Actividad antimicrobiana de los filtrados libres de células vs E. coli.

Nota. El control positivo se utilizé ceftazidima CAZ30 (A), control negativo (B) y evaluacién
antimicrobiana con los filtrados sobre el in6culo de la bacteria escogida (C).

Tabla 8
Actividad antimicrobiana de los filtrados libres de células vs S. enterica

C

Nota: El control positivo se utilizé ceftazidima CAZ30 (A), control negativo (B) y evaluacion

antimicrobiana con los filtrados sobre el indculo de la bacteria escogida (C).
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Tabla 9

Actividad antimicrobiana de los filtrados libres de células vs S. aureus.

A B C

Nota: El control positivo se utilizé ceftazidima CAZ30 (A), control negativo (B) y evaluacion

antimicrobiana con los filtrados sobre el indculo de la bacteria escogida (C).

Tabla 10

Actividad antimicrobiana de los filtrados libres de células vs B. cereus.

Nota: El control positivo se utilizé ceftazidima CAZ30 (A), control negativo (B) y evaluacion

antimicrobiana con los filtrados sobre el indculo de la bacteria escogida (C).

A partir de lo planteado por Thakur et al. (2021), los ramnolipidos pueden emplearse como
una opcion para prevenir la contaminacion alimentaria gracias a su capacidad antimicrobiana frente a
una amplia variedad de microorganismos. Lo que se concuerda con el estudio realizado por Freitas et
al. (2019), a diferentes valores de pH para verificar las actividades antimicrobianas de los ramnolipidos
contra bacterias patdgenas, debido a que este un factor clave para el desarrollo de los microorganismos.
A un pH de 7, los ramnolipidos reprimieron el crecimiento de B. cereus y Listeria monocytogenes
mostraron valores de (concentracion minima inhibitoria) MIC = 156,2 pg/mL y MIC = 19,5 pg/mL, sin
embargo, mostraron un efecto inhibidor tenue sobre S. aureus reduciendo el rango de pH entre 5-6. Por
el contrario, en bacterias gramnegativas como E. coli, S. enterica, los ramnolipidos no habian mostrado

actividad antimicrobiana en varios niveles de pH, debido a la funcidn protectora de la membrana celular
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externas de las bacterias gramnegativas. Cabe mencionar que mediante el ensayo till-kill descubrieron
gue en 30 min los ramnolipidos pueden lisar células de B. cereus al destruir la membrana citoplasmatica

y reduciendo la hidrofobicidad de la superficie (Freitas et al., 2019).

3.2. Biodegradacion de aceite

Las tasas de biodegradacion de hidrocarburos de aceite comestible de seis bacterias productoras de
biosurfactantes (VBRR1, VBRR2, L CFV, L L3 Verde, L L1 Verde, M3 L CFV) fueron probadas
mediante el método gravimétrico con distintas fuentes de carbono, en el primer ensayo solo se coloco
aceite comestible 2% sin sustrato como se ilustra en la Figura 14, mientras que, en el segundo ensayo
con sustrato, ya que se coloco 2% de aceite comestible, melaza y azucar (Figura 15), respectivamente.
Después de dos semanas de incubacion a temperatura ambiente. El aceite comestible del control, donde
no existio degradacién. En comparacion con respecto a los frascos, en donde, se han inoculado el caldo
de cultivo bacteriano, de esta forma las sustancias granulares blancas flotando en el caldo de cultivo
que se pegaban en las paredes de los frascos. Lo que se concuerda con el estudio realizado por Su et al.
(2011), en proceso de degradacion de aceite de motor por P. aeruginosa SU-1, al mostrar unas particulas
blancas llamadas biofloculantes.

Figura 14. Biodegradacion de aceite sin sustrato (aceite comestible como fuente de carbono) después

de dos semanas de incubacion.

Nota: En la izquierda se encuentra el control (-).
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Figura 15. Biodegradacion del segundo ensayo con sustrato (aceite comestible + melaza+ azlcar

como fuente de carbono) después de dos semanas de incubacion.

Nota: En la izquierda se encuentra el control (-).

En la biodegradacion de aceite sin sustrato como se puede observar en la Figura 16, las cepas
gue tuvieron un mejor rendimiento fueron L CFV, VBRR2, VBRRL1; debido a que su nivel de
biodegradacion se encontré en un aproximado de 0,1 de la concentracion del aceite al final de los 14
dias de incubacion. Del mismo modo, en la biodegradacion con sustrato como se muestra en la Figura
17, la cepa con mayor biodegradacion fue L L3 Verde. Todas las cepas en ambos ensayos tienen una
semejanza notable, debido a que mantienen una estabilidad a partir del séptimo dia que puede deberse
a que este tipo de bacterias tienen preferencia por descomponer en primer lugar a componentes de
cadena corta, debido a que las bacterias pueden crecer y desarrollarse con mayor facilidad, denotando
con tasas de degradacion de esta clase de alcanos sea mayor (Chemlal et al., 2013). Sin embargo, al
mismo tiempo se secretan enzimas hidroliticas para degradar componentes complejos, que también dan
lugar a productos intermedios toxicos, que va dificultando una degradacion continua de n-alcanos de
cadena larga (Chemlal et al., 2013; Ghanem & Al-Zahrani, 2016). Sumado a esto, las enzimas que
controlan las reacciones enzimaticas encargadas de la degradacion de los hidrocarburos cambian de
acuerdo con la longitud de la cadena de carbono (Beilen & Funhoff, 2007). Segin Sun et al. (2018),
es probable que la expresion enzimatica responsable de los hidrocarburos con distintas longitudes de

cadena de carbono en las bacterias varien.

Segun los estudios realizados por Striebich et al. (2014), el grado de degradacién de distintos
hidrocarburos se encuentra relacionado con su estructura molecular y la tasa de biodegradacion
disminuye cuando la estructura molecular se vuelve compleja. Ademas, la degradacion de los n-alcanos
por Pseudomonas sp. CQ?2 tiende a disminuir progresivamente a medida que aumenta el nimero de

carbonos de n-alcano, lo cual concuerda con esta observacion (Sun et al., 2018).
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Por lo tanto, a medida que aumenta el nimero de carbonos en los n-alcanos presentes en el

aceite, las tasas de degradacion por parte de Pseudomonas sp. CQ2 tienden a ser mas bajas (Sun et al.,

2018).

Figura 16. Biodegradacion del primer ensayo a través del método gravimétrico.
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Figura 17. Biodegradacion del segundo ensayo a través del método gravimétrico.



Tabla 11

Biodegradacion del aceite sin sustrato.

Nota. Representa el promedio de las diferencias en las repeticiones realizadas en el ensayo 1 * la

Bacteria Acelte (g)
0 dias 7 dias 14 dias

VBRR 1 | 2,0012 +0,0006 | 0,3282 +0,0087 | 0,2724 +0,0133
VBRR 2 | 2,0020 £0,0008 | 0,3524 +0,0072 | 0,2158 +0,0131
L CFV 2,0001 £0,0012 | 0,3225+0,0049 | 0,2154 +0,0123
L L3 verde| 2,0009 £0,0032 | 1,0695 £ 0,0752 | 0,9424 +0,0139
L L1verde| 2,0011 +0,0024 | 0,7413 £0,0176 | 0,7199 + 0,0065
M3 L CFV | 2,0008 +0,0014 | 0,8070+0,0117 | 0,4168 +0,0179

desviacién estandar.

Tabla 12

Biodegradacion del aceite con sustrato.

Bacteria Acelte (9)
0 dias 7 dias 14 dias

VBRR1 | 20,001 +0,0015 | 0,4513+0,0101 | 0,2747 £ 0,0045
VBRR 2 | 20,001 +0,0009 | 0,3264 +0,0075 | 0,2129 +0,0117
L CFV 20,009 £0,0013 | 0,6878 +£0,0104 | 0,2242 +0,0062
L L3 verde| 20,016 +£0,0011 | 0,7792 £0,0091 | 0,1230 £+ 0,0074
L L1 verde| 20,015 +0,0013 | 0,5252 +0,0092 | 0,3804 +0,0096
M3 L CFV | 20,018 +0,0008 | 0,6079 +0,0068 | 0,4145+0,0113

Nota. Representa el promedio de las diferencias en las repeticiones realizadas en el ensayo 2 * la

desviacién estandar.

El andlisis estadistico de la biodegradacion de petréleo realizado con los seis aislamientos
seleccionados (VBRR1, VBRR2, L CFV, L L3 verde, L L1 verde, M3 L CFV) y un grupo control
incluyd un ANOVA de una via seguido de una prueba de comparaciones multiples de Tukey (Anexo
10). Los resultados del ANOVA revelaron diferencias altamente significativas entre los grupos (P
<0.0001). El valor de eta cuadrado (n?=0.9998) indica que casi toda la variabilidad en la biodegradacion

puede atribuirse a las diferencias entre las cepas bacterianas y el grupo control. Esto demuestra que las
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cepas tienen un impacto significativo en la biodegradacion. La prueba de comparaciones multiples de
Tukey evidencié diferencias significativas. Por ejemplo, VBRR1 mostr6 una biodegradacion
significativamente mejor que VBRR2, y L L3 verde super6 a L CFV (P<0.0001). Estos resultados
destacan la variabilidad en la eficiencia de biodegradacion entre las cepas, con algunas como VBRR2
y L L3 verde mostrando un potencial prometedor para aplicaciones de biodegradacion de hidrocarburos

ver los Anexos 10y 11.

a) Sin cosustrato

Control ) Vo

VBRR1 [IID ‘*:lHH o

VBRR2 [T s ]”‘ e . -

LCFV [mmm .;l"“ - 1 i [
L L3 verde [ e ]““ Frwes -
LL1 verde [ :I““

>
.

Bacteria

M3 L CFV

o
o
(%]
—y
-
w
&)
]
o

b) Con cosustrato

Control ) —
VBRR1 [

ok
=]
VBRRZ [ =
LCFV [ :l*
ik
7]

e

dohdk dkdk
P Lt

ey ek
rkkek Aekekk

Bacteria

L L3 verde | 1]
L L1 verde ]
M3LCFV [y

ek

TPHs

Figura 18. Comparacidn de la eficiencia en la biodegradacion de petr6leo entre diferentes cepas

bacterianas y el control mediante el analisis gravimétrico (TPHs, como aceite).

Nota: Los asteriscos (**) y (***) indican niveles de significancia estadistica con P<0.001, y

P<0.0001, respectivamente, ns indica no significativo, segln la prueba de Tukey.

Como se puede observar la cepa L CFV presenta valores bastantes similares en todos los
tiempos, sobre todo a culminar las dos semanas de incubacién, esto podria indicar que la biodegradacion
que realiza es independiente al sustrato afiadido, es probable que esta cepa posea lipasas eficientes que
permitan biodegradar aceite sin la necesidad de utilizar un sustrato para potenciar su actividad. Segun
el estudio realizado por Shi et al. (2020), donde la cepa de P. aeruginosa M4 degrad6 eficazmente el
aceite de cocina usado como unica fuente de carbono sin requerir de sustrato adicional para producir

biosurfactantes valiosos. Lo mismo ocurre con la cepa VBRR 1 y VBRR 2 que presentan
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comportamientos similares bajo estas condiciones, lo que denota que la presencia de sustrato tiene poco

impacto sobre el rendimiento de la biodegradacion.

3.2. Hipotesis

Hipotesis nula (Ho): Las cepas bacterianas aisladas de suelos contaminados con aceites usados de
lubricadoras en Ambato no producen biosurfactantes ni presentan diferencias significativas en su

capacidad para biodegradar aceites mediante analisis gravimétrico.

Hipotesis alternativa (Hi): Existen cepas bacterianas aisladas de suelos contaminados con aceites
usados de lubricadoras en Ambato que producen biosurfactantes y presentan diferencias significativas

en su capacidad para biodegradar aceites, demostrada mediante analisis gravimétrico.

Resultado: Se acepta la hipétesis alternativa (Hi). Los datos demuestran que las cepas bacterianas
aisladas no solo producen biosurfactantes, sino que estas propiedades contribuyen a su capacidad para
biodegradar aceites de manera eficiente. Entre las cepas evaluadas, se destacan VBRR2 y L L3 verde,
que no solo lograron un alto rendimiento en biodegradacion, sino que también producen biosurfactantes,
lo cual refuerza su potencial para aplicaciones biotecnoldgicas en la remediacion de suelos
contaminados con aceites usados. Estos hallazgos subrayan la importancia de la bioprospeccion de

microorganismos autdctonos en suelos contaminados.
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4. CAPITULO IV. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se llevé a cabo una bioprospeccion en suelos contaminados con aceites usados provenientes de
lubricadoras ubicadas en Ambato, lo que permitié aislar 43 cepas bacterianas autdctonas. Estas
cepas fueron sometidas a una serie de ensayos fenotipicos y bioquimicos que identificaron su

potencial para la produccion de biosurfactantes.

De la coleccién inicial de 43 cepas aisladas, se identificaron seis cepas bacterianas con
capacidad para producir biosurfactantes. La seleccion se realiz6 mediante ensayos de colapso
de la gota por caida, dispersion de aceite, actividad hemolitica, agar CTAB y pruebas de
emulsificacion. Estos métodos permitieron confirmar el potencial biosurfactante de los aislados

seleccionados.

Las seis cepas seleccionadas (VBRR1, VBRR2, L CFV, L L3 Verde, L L1 Verde, M3 L CFV)
mostraron resultados positivos en todas las pruebas fenotipicas y bioquimicas realizadas,
confirmando su capacidad de produccion de biosurfactantes. Adicionalmente, la identificacion
molecular por la técnica MALDI-TOF determiné que los seis aislados pertenecen a la especie
P. aeruginosa, un género ampliamente reconocido por su potencial en la produccién de

biosurfactantes.

Los ensayos gravimétricos confirmaron que las cepas seleccionadas poseen una alta capacidad
para biodegradar aceites usados. Las diferencias significativas en la eficiencia de
biodegradacion entre las cepas fueron validadas mediante andlisis estadisticos, destacandose
algunas cepas como VBRR2 y L L3 Verde por su desempefio superior en la reduccion de la

concentracién de hidrocarburos.
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4.2. Recomendaciones

e Es fundamental realizar estudios posteriores que permitan la caracterizacion estructural
detallada de los biosurfactantes producidos por las cepas seleccionadas. Para ello, se
recomienda el uso de técnicas avanzadas como espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN), espectrometria de masas (MS) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS). Estos analisis permitiran determinar la composicion quimicay las estructuras

moleculares de los compuestos.

e Se deben evaluar las propiedades fisico-quimicas de los biosurfactantes, incluyendo su
actividad superficial, capacidad de emulsificacion, estabilidad térmica y tolerancia a pH
extremos y alta salinidad. Estas caracteristicas son clave para determinar su potencial en
aplicaciones industriales, como la limpieza de suelos contaminados, la remocién de

hidrocarburos y la mejora en la recuperacion de petréleo.

e Es importante realizar la secuenciacion del genoma completo de las cepas seleccionadas para
identificar los genes responsables de la produccidn de biosurfactantes y su regulacion. Este
anélisis genémico permitird comprender las rutas metabélicas involucradas y las posibles

estrategias para optimizar su produccion.

e Complementariamente, se recomienda implementar estudios de expresién génica mediante
técnicas como RT-gPCR o transcriptémica para evaluar cdmo diferentes condiciones

ambientales y de cultivo afectan la expresion de genes clave en la sintesis de biosurfactantes.

e Es pertinente realizar estudios filogenéticos y de diversidad genética para explorar las
relaciones evolutivas de las cepas aisladas con otros microorganismos productores de
biosurfactantes. Esto podria revelar variaciones genéticas relevantes y estrategias para la mejora

de su potencial biotecnologico.

e En relacién con la produccion de biosurfactantes, se sugiere optimizar las condiciones de
cultivo analizando factores como el tipo de sustrato, la concentracion de nutrientes, el pH, la
temperatura y la aireacion. Estos estudios deben incluir experimentos a escala piloto para

evaluar la viabilidad industrial y la eficiencia de los biosurfactantes en aplicaciones especificas.

e Es crucial investigar la toxicidad y biodegradabilidad de los biosurfactantes producidos por

estas cepas para garantizar su seguridad en aplicaciones ambientales e industriales. Ademas, se
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recomienda explorar su interaccion sinérgica con otras estrategias biotecnol6gicas, como la
bioestimulacién y la bioaumentacion, para maximizar su efectividad en la remediacion de

suelos y aguas contaminadas.
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6. Anexos

Anexo 1

Coordenadas de los puntos de muestreo.

N° Muestra Fecha Nombre Canton Coordenadas

1 5/08/24 Lubricadora Mat Zoe Ambato 1°18°04.4”S
78°37°59.0"W

2 5/08/24 Lubricadora Mat Zoe Ambato 1°18°04.4”S
78°37°59.0"W

3 5/08/24 Lubricadora Mat Zoe Ambato 1°18°04.4”S
78°37°59.0"W

1 5/08/24 Lubricadora Rodriguez Ambato 1°17°02.6”S
78°36°50.6”"W

2 5/08/24 Lubricadora Rodriguez Ambato 1°17°02.6”S
78°36°50.6”W

3 5/08/24 Lubricadora Rodriguez Ambato 1°17°02.6”S
78°36°50.6"W

1 5/08/24 Lubricadora Solis Ambato 1°16°14.3”S
78°37°08.8"W

2 5/08/24 Lubricadora Solis Ambato 1°16°14.3”S
78°37°08.8"W

1 5/08/24 Lubricadora Zurita Ambato 1°17°02.6”S
78°36°50.6”"W

1 5/08/24 Lubricadora los Andes Ambato 1°18°04.4”S
78°37°59.0"W

Nota: Indica la ubicacidn exacta de cada una de las lubricadoras de Ambato.
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Anexo 2. Representacion de los controles positivo y negativo del ensayo del colapso de la gota por
caida.

Nota. El control (-) contiene agua destilada sobre la gota de aceite (A) y como control (+) a jabon
diluido en agua sobre la gota de aceite (B).

Anexo 3. Ensayo de colapso de la gota por caida con aceite comestible con colorante (morado) y aceite
lubricante usado (ALU)(amarillo).

Nota. Se muestran gotas perfectas debido a que son resultados positivos todos los ejemplares y para
corroborar los resultados se realizaron las evaluaciones con dos clases de aceites.
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Anexo 4. Gel de electroforesis con muestras positivas para el gen ERIC PCR.
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Anexo 5

Método gravimétrico de los 7 dias sin sustrato.

MUESTRA  REPETICION PESOINICIAL PESO FINAL DIFERENCIA

1 145,3697 145,7005 0,3308
VBRR 1 2 145,2656 145,5841 0,3185
3 145,2897 145,6251 0,3354
1 145,8371 146,1886 0,3515
VBRR 2 2 146,5452 146,8908 0,3456
3 146,2485 146,6085 0,36
1 145,7147 146,0427 0,328
L CFV 2 146,8723 147,1908 0,3185
3 146,5685 146,8894 0,3209
1 146,1824 147,2335 1,0511
L L3 verde 2 145,4235 146,5756 1,1521
3 145,2568 146,262 1,0052
1 145,4251 146,1592 0,7341
L L1 verde 2 146,1285 146,857 0,7285
3 145,4526 146,214 0,7614
1 146,6631 147,466 0,8029
M3 L CFV 2 146,2548 147,0526 0,7978
3 145,9652 146,7854 0,8202
Anexo 6

Meétodo gravimétrico de los 14 dias sin sustrato.

MUESTRA  REPETICION PESO INICIAL PESO FINAL DIFERENCIA
1 42,1163 42,3950 0,2787
VBRR 1 2 145,2595 145,5167 0,2572
3 145,7147 145,9961 0,2814
1 48,7295 48,9318 0,2023
VBRR 2 2 145,2568 145,4853 0,2285
3 146,6631 146,8796 0,2165
1 48,1878 48,3949 0,2071
L CFV 2 146,2548 146,4644 0,2096
3 146,9652 147,1947 0,2295
L L3 verde 1 48,2428 49,1990 0,9562
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2 145,2656 146,1941 0,9285
3 145,2897 146,2322 0,9425
1 49,5975 50,3110 0,7135
L L1 verde 2 146,8723 147,5988 0,7265
3 146,2541 146,9737 0,7196
1 50,355 50,7565 0,4015
M3 L CFV 2 146,8371 147,2496 0,4125
3 146,5452 146,9817 0,4365
Anexo 7

Método gravimétrico de los 7 dias con sustrato.

MUESTRA REPETICION  PESOINICIAL  PESO FINAL DIFERENCIA
1 146,3615 146,8028 0,4413
VBRR 1 2 146,2441 146,6953 0,4512
3 146,5991 147,0606 0,4615
1 146,3645 146,6862 0,3217
VBRR 2 2 146,2939 146,6164 0,3225
3 146,2034 146,5385 0,3351
1 146,1956 146,8768 0,6812
L CFV 2 31,0558 31,7382 0,6824
3 146,2995 146,9993 0,6998
1 145,2634 146,0347 0,7713
L L3 verde 2 145,3591 146,1483 0,7892
3 101,7351 102,5122 0,7771
1 30,8923 31,4069 0,5146
L L1 verde 2 30,8738 31,4033 0,5295
3 145,5848 146,1162 0,5314
1 145,2245 145,8393 0,6148
M3 L CFV 2 145,8844 146,492 0,6076
3 32,4643 33,0655 0,6012
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Anexo 8

Método gravimétrico de los 14 dias con sustrato.

MUESTRA REPETICION PESO INICIAL  PESO FINAL DIFERENCIA
1 42,1163 41,8376 0,2787
VBRR 1 2 32,4644 32,1945 0,2699
3 31,0582 30,7826 0,2756
1 48,7295 48,5272 0,2023
VBRR 2 2 146,5978 146,3869 0,2109
3 145,5735 145,3481 0,2254
1 48,1878 47,9633 0,2245
L CFV 2 145,339 145,1212 0,2178
3 146,2306 146,0004 0,2302
1 48,2428 48,1221 0,1207
L L3 verde 2 146,2803 146,1632 0,1171
3 145,8742 145,7429 0,1313
1 49,5975 49,208 0,3895
L L1 verde 2 145,3831 145,0127 0,3704
3 146,2931 145,9119 0,3812
1 50,355 49,9535 0,4015
M3 L CFV 2 145,409 144,9866 0,4224
3 146,1991 145,7795 0,4196
A un nivel de significancia «=0,05
Analisis de la wvarianza
Variabkle N BR® R= RLj LCV
Peso 72 1,00 1,00 4,15
Conadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-wvalor
Modelc 4,32 25 0,17 298%,22 <0,0001
Tiempo 2,43 1 2,43 41850,%84 «0,0001
Hedic 0,17 1 o,17 2B57,88 «0,0001
Tipo de kacteria 0,35 5 o,07 1207,%¢ <0,0001
Béplica 3,7E-04 2 1,8%E-04 3,15 00,0508
Tiempo*Tipo de bacteria 0,35 & 0,07 1207,9& «0,0001
Tiempo*Medic 0,17 1 0,17 2B57,88 «0,0001
Tipo de kpacteria*Medio 0,42 5 0,08 1457,7% «<0,0001
Tiempo*Tipo de bacteria*Medio 0,42 5 o,08 1457,75% «0,0001
Error 2,7E-03 48 5,8E-05
Total 1,32 71

Anexo 9. Analisis de varianza (ANOVA).
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En vista de que el valor p, es muy pequefio se rechaza Ho y se concluye que el porcentaje de
biodegradacion del aceite si se ve influenciado por los dias de incubacion (0 y 14 dias), las diferentes

cepas bacterianas y la presencia o ausencia de sustrato en el medio de cultivo.

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,02406

Error: 00,0001 gl: 44

Tiempoc Tipo de bacteria Medic Mediaa n E.E.

0 Dias B3 Cen Sustrato o,00 3 4,4E-03 &L

0 Diaz B3 Sin Suatrato 0,00 3 4,4E-03 A

0 Dias B4 Con Suatrato 0,00 3 4,4E-03 &

0 Dias B4 S5in Suatrato 0,00 3 4,4E-03 &

0 Dias Bé Sin Suatrato 0,00 3 4,4E-03 A

0 Dias B& Cen Sustrato 0,00 3 4,4E-03 &L

0 Diazs BS Sin Suatrato 0,00 3 4,4E-03 A

0 Dias BS Con Suatrato 0,00 3 4,4E-03 4L

0 Diaz Bl Con Suatrato 0,00 3 4,4E-03 &

0 Diaz Bl S5in Suatrato 0,00 3 4,4E-03 A

0 Dias B2 Cen Sustrato 0,00 3 4,4E-03 &L

0 Dias B2 Sin Susatrato o,00 3 4,4E-03 &L

14 Dia=z B4 Con Suatrato 0,12 3 4,4E-03 B

14 Dia=z BZ Con Suatrato 0,21 3 4,4E-03 [

14 Dia= B3 S5in Suatrato 0,22 3 4,4E-03 c

14 Dia= B2 Sin Suatrato 0,22 3 4,4E-03 c

14 Dia= B3 Cen Sustrato 0,22 3 4,4E-03 z

14 Dia=z Bl Sin Suatrato 0,27 3 4,4E-03 D

14 Dia= Bl Con Suatrato 0,27 3 4,4E-03 D

14 Dia= BS Con Suatrato 0,38 3 4,4E-03 E

14 Dia= Bé Con Suatrato 0,41 3 4,4E-03 E
14 Dia= B& Sin Susatrato 0,42 3 4,4E-03 F
14 Dias BS Sin Suatrato 0,72 3 4,4E-03 =
14 Dias B4 S5in Suatratoc 0,94 3 4,4E-03 H
Madizs con uma letra gomin no son signifigativamante difarsntes (@ > 0,03)

Anexo 10. Indica las interacciones de los tres factores evaluados de Tiempo*Tipo de bacteria*Medio

de cultivo en los dias 0 y 14 dias.

Peso
=
£

0,05
0 Dias:B3:(0 Dias:B2.0 Dias:B4:(0 Dias:B4: 0 Dias:B8:0 Dias:B8:(0 Dias:BS:0 Dias:BS: 0 Dias B1:(0 Dias:B1:0 Dias:B2:(0 Dias:B214 Dias:B414 Dias:B214 Dias:B:14 Dias:B.14 Dias:B314 Dias:B 14 Dias:B114 Dias:BE 14 Dias:B614 Dias:BE 14 Dias:BS 14 Dias:B4:5in Sustrato
Tiempo*Tipo de bacteria*Medio

Anexo 11. Interacciones de los tres factores evaluados de Tiempo, Tipo de bacteria, y medio de cultivo.
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En el Anexo 11, las barras representan los resultados de comparaciones estadisticas realizadas
mediante la prueba de Tukey, donde barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes. Al
inicio del experimento, las barras correspondientes a "0 dias" presentan valores cercanos o iguales a 0,
lo que indica que no hubo incremento en el peso. Sin embargo, a medida que transcurre el tiempo, hasta
el dia 14, se observa un incremento significativo, especialmente en la barra mas alta. Esta dltima refleja
el efecto combinado de las cepas bacterianas y el medio de cultivo, destacandose las condiciones sin
sustrato. En particular, la combinacion de la cepa bacteriana LL3Verde y el medio sin sustrato alcanza
los valores més altos, evidenciando que ciertas bacterias y medios favorecen una biodegradacion méas

efectiva.

2.5 @ Control
B VBRR1
) O VBRR2
il M) M W LCFV
[0 LL3verde
15 B LL1verde
ol B M3LCFV
o o
o
=
7
0.5+ =
L Hflog | ﬂ

Sin sustrato Con sustrato

Tratamiento

Anexo 12. Indica las interacciones del medio de cultivo con y sin sustrato en el ensayo gravimétrico.

La presencia de sustrato parece aumentar los valores de TPHs en todos los grupos, con la
excepcioén del grupo L L1 Verde, lo que sugiere que el sustrato juega un papel importante en el proceso
gue se esta midiendo, ademas, poseen una gran variabilidad ya que indica que los tratamientos tienen

un impacto significativo en dichos valores como se muestra en el Anexo 12.
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