OBTENCION DE BIOSURFACTANTES CON DIFERENTES PROPIEDADES FISICOQUIMICAS
EMPLEANDO BACILLUS AMYLOLIQUEFACIENS Y DISTINTOS MEDIOS DE CULTIVO
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Cultivo de microorganismos. Se realizd un cultivo en 3 etapas. Se empled un cultivo inicial en medio

A partir de 1965, las leyes de proteccion del ambiente comenzaron a limitar el empleo de algunos sélido empleando LB-Agar Overnight a 37° C. Posteriormente, se realizé un preindculo de 10 mL para cada

tipos de surfactantes sintéticos debido a problemas de biodegradabilidad y toxicidad. En este medio utilizado (ver Tabla 1), incubado por 24 h a 37°C. Por Ultimo, se realizé un cultivo de produccién de 100

contexto surge una nueva alternativa al empleo de surfactantes sintéticos: los biosurfactantes (BS). mL para cada medio, a 37°C y con una duracion de 72 h.

Ademas de su biodegradabilidad, estos compuestos presentan la ventaja de ser producidos por

microorganismos que pueden ser cultivados en fuentes renovables de nutrientes. Asimismo, el Caracterizacion fisicoquimica de los BS producidos.

: : : ., : : Medi Tension rficial, utilizan n tensidometro digital.
empleo dediferentes medios de cultivo puede resultar en la produccion de diferentes tipos de BS selees e Lsnevn SUREERL Ml EEeO ML CIR e bl
_ _ _ _ _ ., Test de Parafilm M, que consiste en la siembra de distintas muestras en la superficie hidrofobica de
por parte de un mismo microorganismo, representando una estrategia para ajustar la produccion de _ _ _ _ 5 5
_ o o _ _ una tira de Parafilm M, evaluando la presencia de compuestos tensoactivos en funcion del diametro de la
BS de acuerdo a las propiedades fisicoguimicas requeridas. Por lo expuesto, este trabajo tuvo . ., .
gota formada. Se utilizé una solucion de Genapol 0,25% como control positivo y una muestra de agua
como objetivo principal estudiar las propiedades fisicoquimicas de BS producidos por B. como control negativo.
amyloliquefaciens empleando diferentes medios de cultivo (ver Tabla ). Para tal fin, se realizaron indice de Emulsificacién, que consiste en la mezcla en partes iguales de un extracto de BS junto con
estudios de las propiedades superficiales/interfaciales, actividad emulsionante y analisis kerosene, midiendo la altura de la emulsién formada en relacién a la altura total del sistema.
cromatograficos. Ensayos cromatograficos, mediante HPLC, para evaluar la presencia de Surfactina (ver Figura 1), el
principal biosurfactante producido por bacterias del género Bacillus.
surii\gcltji:]aalbrlzirfct:ri;;tluorlgtg%znte Figura 2. Medidas de Tension superficial en los sobrenadantes
Tabla I. Composicion de los medios de cultivo empleados para la produccion de BS oroducido por bacterias del género libres de celulas luego de 24, 48y 72 h de cultivo para los distintos
. medios empleados
Bacillus.
Medios empleados (Composicion en g/L)
—&8— Medio 1
1) NaCl 10; Peptona acida de Caseina (PEP) 10; Extracto de levadura (LEV) 5. - : megﬁog
edlo
- —&— Medio 4
2) Glicerol (GLI) 18; NaNO 3 2; LEV 1,5; NaCl 3; Na 2 HPO 4 2,5. £ e
E \ O— Medio 6
CH., gt D
3) GLI 9; Aceite de cocina usado (AC) 9; NaNO 3 2; LEV 1,5; NaCl 3; Na 2 HPO 4 ‘ T g Z .
2,5. S 1 ©
2
4) AC 18; NaNO 3 2; LEV 1,5; NaCl 3; Na 2 HPO 4 2,5. 2
S G
5) Glucosa 18; NaNO 3 2; LEV 1,5: NaCl 3; Na 2 HPO 4 2,5. c 40
- - i Q e
il s
6) Kerosene 9; GLI 9; NaNO 3 2; LEV 1,5; NaCl 3; Na 2 HPO 4 2,5.
Figura 3. Resultados para el test de Parafiim M de los 20 ' ' ' ' '
sobrenadantes libres de células luego de 24, 48 y 72 h de cultivo 5 o e o 2 = 5
s para los distintos medios empleados. Las barras de error Hora
RESU LTADOS Y DISCUSION representan el desvio estandar calculado a partir de dos Figura 4. Resultados para el test de Parafilm M de los extractos de
o experimentos independientes. BS para los distintos medios empleados. Las barras de error
: .. . . ., . BN Genapol 0.25 % representan el desvio estandar calculado a partir de dos
0 ] . .
Medidas de Tension superficial. Se observa el mayor descenso en la tension superficial (40% 1 experimentos independientes.
del valor inicial) del sistema para el sobrenadante correspondiente al medio 5, alcanzado a las 48 e = et .
h de cultivo (Figura 2). En el resto de los medios no se perciben variaciones en el mismo orden £ —Jinis —E
< [ Medio 5 . = 3 = Medio 2
que para el medio conteniendo Glucosa como fuente de carbono. S gad I - S G5 o oo edio?
g L T = B 6 = Medio 4
) ] = T [ 7 =Medio 6
:g % = _ _ [ 8 = Medio 5
Ensayo de Parafiim M. Para las determinaciones realizadas sobre las muestras = . T 04-
correspondientes a los sobrenadantes libres de células a distintos tiempos de cultivo (Figura 3) se g
observo la presencia de compuestos tensoactivos (evidenciada en diametros de gotas é 02
0,0 T y )
significativamente superiores al valor obtenido por la muestra de agua) en todos los medios e 0

: : , : L : Ti h
trascurridas 72 h de cultivo, y se reportd una diferencia significativa de los medios 3 y 4 con R D
respecto al resto. Esto indicaria la presencia de una mayor cantidad de compuestos con actividad Figura 5. Indice de emulsificacion de los extractos de BS para los Medio utiizado

- _ _ » distintos medios empleados. Las barras de error representan el
de superficie, o bien, la presencia de compuestos con mayor grado de descenso de la tension desvio estandar calculado a partir de dos experimentos
: : . : : independientes. Figura 6. Emulsiones formadas entre los extractos de BS para los
Interfacial. Con respecto a las determinaciones realizadas sobre los extractos de BS (Figura 4), se 08 _ distintos medios empleados (1-6) y kerosene.
observan resultados coorelativos con los mencionados anteriormente. En todos los extractos se - 2 - Medio
@ 3 = Medio 3
obtienen diametros de gotas significativamente superiores a la muestra de agua, indicando la - — et

- . s . . . = BN 6 = Medio 5
presencia de compuestos tensioactivos. Los medios 3 y 4, ambos con presencia de aceite de
cocina usado, presentan un mayor descenso de la repulsion entre la superficie de la gota y la W 04 -
superficie del film.

0,2
Indice de emulsificacion. Se observa la mayor capacidad emulsificante entre kerosene y el
extracto de BS correspondiente al medio 5 (Figura 5). De la misma forma, la emulsion formada 0.0 - ’ ’ : :
por este extracto presenta un caracter visual mucho mas compacto y viscoso, asi como también Medio utilizado
una fase acuosa mucho mas traslicida que el resto de los extractos (ver Figura 6). _ _ ) _ . _ _ _

_ _ _ , Figura 7. Cromatogramas correspondientes a un patron comercial de surfactrina (A) y un extracto de BS correspondiente al medio 4 (B), obtenidos luego de
Contrariamente, los medios 3 y 4 presentan una fase superior menos compacta y viscosa, y una una corrida de HPLC. En azul se indican los picos coincidentes en ambas muestras, y en naranja los picos correspondientes a compuestos exclusivos del
fase inferior turbia, pudiendo indicar la presencia de compuestos hidrofébicos dispersos en el extracto del medio 4.
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Ensayo cromatografico. El analisis del cromatograma del patron comercial de surfactina 125_5 A e 125': B
(Figura 7A) denota la naturaleza compleja e isoférmica de los extractos obtenidos para estos f I ” mﬂ_:
compuestos. Analizando el cromatograma correspondiente al extracto de BS del medio 4 (Figura e 1§ 2ba17 f \h
7B) se observa la coincidencia de 4 picos con respecto al patron comercial (marcados en azul), _75- 751
= ] 1312893 5
indicandose la presencia de surfactina en los extractos obtenidos. A su vez, se observan también E - | *:é
picos de grandes areas (marcados en naranja) que no se encuentran en el patron comercial. Esto % f N §
e . .. . § 25- [ 1At g
Indicaria la presencia de compuestos en el extracto de otra naturaleza estructural y fisicoquimica. g 5; m A~ 3
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CONCLUSIONES

En funcion de los resultados obtenidos para los distintos ensayos fisicoguimicos, estructurales y de actividad, se puede concluir que la composicion de los medios de cultivo utilizados, asi como también la naturaleza de la fuente de carbono utilizada para la
produccion de BS tiene una relacion directa con la composicion de los extractos de BS obtenidos y el grado de actividad de superficie que los mismos manifiestan.

Los resultados alcanzados apuntarian en la direccion de una composicion novedosa de BS producidos por parte del micoorganismo utilizado cuando se emplean fuentes de carbono hidrofobicas en los medios de cultivo.
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