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Editorial

Estimados lectores:

ste segundo numero del 2015 de nuestra revista de divulgacién de la Divisién Académica

de Ciencias Biologicas, es el ultimo que se publica de forma semestral. Ahora que nos

encontramos en la era electrénica, tenemos oportunidad de realizar mejoras de forma
més agil y producir las publicaciones con otras herramientas de apoyo, ademaés de tener cada vez
mas imagenes en el contenido. Sin embargo, es importante aclarar que aunque tenemos estas
posibilidades a nuestro alcance, la permanencia de la revista estd -como saben- vinculada a que
los investigadores y estudiantes sigan considerando a Kuxulkab’ como una opcién de compartir el
conocimiento.

La Secretaria de Investigacion, Posgrado y Vinculacién de nuestra universidad, busca continuamente
estrategias para fortalecer las diferentes revistas que se publican; hoy en dia y mas que nunca se
hace necesaria la socializacién del conocimiento a través de la divulgacién del mismo. Es importante
mantener una sociedad informada a través de un lenguaje accesible, que facilmente le permita
identificar tanto aquellos desarrollos tecnoldgicos, como descubrimientos cientificos o aplicaciéon
del conocimiento acreditado que estan ocurriendo a nuestro alrededor.

En esta era, cuando el acceso a la informacién se esté facilitando, se vuelve muy importante pensar
en la calidad de la informacioén, esto requiere de un compromiso con nuestros lectores y la busqueda
de investigadores que nos compartan datos y resultados de interés. Aprovecho para mencionar que
sin duda, esta labor ha sido posible gracias al apoyo editorial asi como a las personas que colaboran
en nuestra Divisién Académica y que se han sumado a este proceso, a quienes reiteramos nuestro
agradecimiento.

Las seis contribuciones que se presentan en este niimero, sobre temas de contaminacién, planeacién
y biodiversidad, reflejan el interés de la comunidad universitaria en atender las problematicas
regionales y dar respuesta con alternativas tecnolégicas a algunas de estas inquietudes. Asi mismo
de forma muy sencilla tratamos de compartir temas que cada vez tomaran maés relevancia con
los escenarios futuros de cambios en el ambiente, como por ejemplo el polen que circula en
nuestro entorno y que es causante de muchos problemas como el caso de alergias, donde se espera
incremente debido a estos cambios en el ambiente, por lo que este nimero promete compartir con
ustedes sin duda informacién interesante.

Slin Maria Gama @W’z&/é Rosa Martha JPadrin g@%

EDITOR EN JEFE DE KUXULKAB' DIRECTORA DE LA DACBIOL-UJAT
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Resumen

Se realiz6 el andlisis de produccion de surfactantes biologicos
de dos especies de bacterias del género Azospirillum, ya que
ambas lograron la mayor disminucion de tension superficial
(Fuentes, 2014). Ambas sepas se sometieron a andlisis de
produccion durante ocho dias, monitoreando produccion
de biosurfactante y unidades formadoras de colonia (UFC).
Obteniendo parala cepa “A. brasilense" un crecimiento maximo
de 75 x 10 UFC/mL y una produccion de biotensoactivo de
5.5 g/L, mientras que la “A. lipoferum" obtuvo un crecimiento
maximo 80x10° UFC/mLy una produccion de 8.8 g/L. Alas 72
horas la produccion fue mayor en ambas especies. El conocer
este tiempo de maxima produccion tiene como principal
ventaja disminuir costo referente al tiempo de establecimiento
de los reactores para produccion del biosurfactante y esto a
su vez impacta directamente en la disminucion de costos para
remediaciones empleando el surfactante producido.

Palabras clave: Azospirillum, Biorremediacion, Lipoferum,
Brasilense.

Abstract

The analysis of biological surfactants production of two species
of bacteria of the genus Azospirillum, since both achieved the
greatest reduction in surface tension (Fuentes, 2014). Were
subjected to analysis eight days production, it was quantified
biosurfactant production and colony forming units (UFC). It "A.
brasilense" was obtained maximum growth of 75 x 10° CFU/
mL and production biotensoactivo 5.5 g/L while "A. lipoferum”
obtained maximum growth 80x10° CFU/mL and a production
of 8.8 g/L. At 72 hours the production was higher in both
species. Know this period of maximum production have the
main advantage decrease the time of establishment of the
reactors for production of biosurfactant and this in turn has
a direct impact on reducing costs for remediation using the
surfactant produced.

Keywords: Bioremediation,
Brasilense.

Azospirillum, Lipoferum,
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En este articulo se expone la evaluacion de dos especies de bacterias del
género Azospirillum ("A. brasilense" y "A. lipoferum"), las cuales tienen
como caracteristicas principales ser benéficas al momento en que las plantas
absorben nitrégeno, ya que ellas se encargan de ayudar a que este elemento
logre fijarse en dicha planta y las ayude a su crecimiento. Otra caracteristica de
estas cepas bacterianas es que poseen la facilidad de consumir hidrocarburo
y para esta actividad dividen las moléculas grandes en pequenas; finalmente
la caracteristica mas importante de ambas cepas es que pueden producir
biosurfactantes, que son también llamados tensoactivos. Estos son moléculas
que poseen la capacidad de interaccionar con compuestos que contengan
caracteristicas similares a las del agua y con los que se comportan como aceites,
y por lo tanto, ubicarse en la interfase de los mismos (imagen 1). Esta afinidad «Los surfactantes
por las interfases es lo que les otorga sus principales caracteristicas: disminuir la presenmn una
tension superficial, reducir la tension interfacial y aumentar la solubilidad para amplia variedad
que en el caso de los hidrocarburos, puedan ser <consumidos> por las bacterias P . .
(Ron & Rosenberg, 2002; Raiger & Lopez, 2009). de aphcac:ones
en productos

Los surfactantes presentan una amplia variedad de aplicaciones en productos de uso comun
dfz uso comdn como elp fluid.o.s de‘ perforacion, jabones, ;hampo;s, pir?ltlur(:js, como en ﬂuidos
farmacos y _procesos q imenticios; éstos compuestos tqm ien se qn utl izado de pen"omcién,
para remediar el ambiente (aguas y suelos) cuando existe contaminacién con vl h

hidrocarburos. En los Gltimos trece afios se ha descubierto un tipo de surfactante Javones, snampoos,
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que posee mejores propiedades, su costo es mucho menor y también es mds pinturas, farmacos
adecuado para su uso en el medio ambiente por su grado de biodegrabilidad, Y procesos
tal es el caso de los surfactantes de origen biolégico (Banat et al, 2000; alimenﬁcios;
Sustersick, 2004). Muchos microorganismos son capaces de sintetizar este También se

tipo de compuestos y en ese caso, se los denomina <biosurfactantes> (Raiger &

LSpez, 2009), han utilizado

para remediar

Al respecto en este tema, en el 2012 se obtuvo y evalud un surfactante bioldgico el ambiente
obtenido a partir del hongo “Aspergillus terreus’, dicho surfactante fue empleado (aguas 1% suelos)
para remediar suelos contaminados con hidrocarburos y al compararse con cuando existe
su.r.factantels de pino vy naranja, se observo que Ia0 b|orremed|auon. del suelo contaminacién con
utilizando biosurfactantes resultd mayor en un 28 % que los tratamientos con i b
surfactantes que no eran de origen bioldgico (Severo & Rodriguez, 2012); Fuentes tarocarouros»
(2014) estudio surfactantes de origen bioldgico, obtenidos de cepas bacterianas
hidrocarbonoclastas del género Azospirillum, dentro de sus investigaciones
fueron seleccionadas dos especies del género considerando como criterio de
eleccion la disminucion de tension superficial.

El presente escrito es resultado de un proyecto de investigacion donde se
realizo el andlisis para saber quién de estas dos cepas logra producir mas
biosurfactante y en cuanto tiempo logra la maxima produccion. Para lograr el
objetivo principal del proyecto, se reactivaron y propagaron las cepas de “A.
brasilense" y "A. lipoferum" empleando la técnica de estriado en superficie
(Madigan et al, 2013) y como medio de cultivo Rojo Congo (Rodriguez, 1982).
Posteriormente se establecid un experimento “in vitro" a nivel matraz, basado
en el diseno experimental completamente al azar de tipo factorial 1x2. El factor
1 comprendio el género de la bacteria hidrocarbonoclasta (género Azospirillum) y
el factor 2, especies ("A. brasilense" y "A. lipoferum") con sus cuatro repeticiones
(cuadro 1).
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teracciones Las cepas bacterianas hidrocarbonoclastas AZPB 'y
hidrofébi cas ™ qoo® AZPL previamente reactivadas en placas petri, fueron

colocadas en medio liquido Kim (Kim et al, (2000), el

cual es considerado como medio de cultivo productor de
o surfactante preparado dentro de un biorreactor de vidrio
de 500 mL previamente esterilizado, el cual constd con
una entrada de aire acoplada con un filtro microbiologico a
fin de evitar la entrada de microorganismos externos a las
unidades experimentales. El sistema contd con un venteo
atmosférico, asi como una toma de muestra (Hernandez-
Rivera et al, 2011) (imagen 2). El experimento fue
establecido durante ocho dias.

®noc

coo®

Interacciones

hidrofilicas o De manera diaria se extrajo muestras para conocer
cudntas unidades formadoras de colonias (UFC) de cada
Imagen 1. Interacciones de los tensoactivos (Brunet, 2013). cepa bacteriana existian en cada unidad experimental

(biorreactor), para ello se empled el método de recuento en
placas por diluciones en serie (Madigan et al, 2013). De
igual manera se analizo la produccion del biosurfactante,
utilizando la siguiente metodologia: se tomaron muestras
de cada matraz en donde se estaba produciendo
biosurfactante, considerando las debidas precauciones
para evitar que se contaminaran los experimentos, dichas
muestras de manera separadas fueron sometidas a
las fases de extraccion y purificacion del biosurfactante
(imagen 3).

82-€7 (IP)IXX ‘. qranxny "(STOZ) b 12 0I9AIS

Filtrado y centrifugado del caldo. El caldo muestreado
de cada unidad experimental fue filtrado, para separar la
biomasa existente, luego fue sometida a centrifugacion a
2,500 revoluciones por minuto (rpm) durante 30 min para
eliminar del caldo sélidos que adn estuvieran presente.

Lavado con acetona. Los sdlidos suspendidos aln
existentes en el caldo sobrenadante, fueron precipitados
adicionando acetona fria en una relacion caldo/acetona
1:1.2 respectivamente (Kim et al, 2000). El precipitado
obtenido se separo del sobrenadante mediante un embudo
de separacion, posteriormente la acetona se elimind en
rotavapor hasta sequedad (Almazan et al, 2000), este
proceso se realizo tres veces de manera consecutiva.

Cuadro 1. Disefio experimental.

Factor 1 Factor 2 Unidades experimentales

Género “A. brasilense” AZPBR1
Azospirillum | (AZPB)

Lavado cloroformo-metanol. Se prepard la solucion

(AZP) AZPBR2 cloroformo-metanol en una relacion 2:1. El caldo obtenido
AZPBR3 del lavado anterior, se mezcld con la solucion preparada

A7PBRA anteriormente en una relacion ‘I:’I,.Posteriormente se dejo

reposar en un embudo de separacion para obtener la fase

“A. lipoferum” AZPLRI de interés (fase menos densa) por medio de diferencia de

(AZPL) AZPLR2 densidades, este lavado se realizo tres veces y en su Gltima

AZPLR3 repeticion paso a rotavapor para separar el solvente hasta

sequedad vy asi obtener el biosurfactante (Mulligan et al,
AZPLR4 1989; Almazan et al, 2000).
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Imagen 2. Representacion del biorreactor utilizado para la  Imagen 3. Proceso de obtencion del biosurfactante.

produccion de surfactante (Hernandez-Rivera et al., 2011).

Produccion de biotensoactivo (g/L)
It

0 T T T T T T
4 5 6 7 8

Dias (d)

| A. brasilense m A. lipoferum

Grafica 1. Produccion de biotensoactivo por las
cepas “A. brasilense” vy “A. lipoferum” en medio
Kim; medias de los tratamientos, hay diferencia
estadistica significativa (a<0.05) particularmente
“A. brasilense” en el dia ocho.

Al finalizar la experimentacion los resultados fueron sometidos al andlisis de varianza, utilizando el procedimiento ANOVA
del Statical System. Donde el andlisis mostro, a las 192 h diferencias significativas entre los tratamientos (r?=0.66, a=0.05).
Los resultados en la produccion del biotensoactivos por ambas cepas bacterianas no presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos durante las primeras 168 h de haber establecido el experimento.

produccion de 0.7 g/L de biosurfactante (grdfica 2 y 3).

El tratamiento con "“A. lipoferum” fue la que produjo mayor cantidad de biotensoactivo (grafica 1). El crecimiento maximo
de poblacién microbiana para ambas especies de Azospirillum, se obtuvo a las 72 h de haber establecido el experimento
en el medio Kim. La cepa "A. brasilense” tuvo un crecimiento mdaximo de 75 x 10® UFC/mL (grdfica 2) y una produccion de
biotensoactivo de 5.5 g/L, mientras que la “A. lipoferum" obtuvo un crecimiento maximo 80x10° UFC/mL y una produccion
de 8.8 g/L (grafica 3). Al finalizar el experimento la poblacién microbiana "A. lipoferum" fue de 33 x 10* UFC/mLy 2 g/L
de produccion biosurfactante, mientras que la poblacion microbiana de “A. brasilense” fue de 35x10% UFC/mL con una
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Azospirillum brasilense La capacidad de produccion de
80,000,000 600 biotensoactivo de "Azospirillum
brasilense" puede compararse con la de
"Azotobacter chroococcum” estudiada
por Thavasi et al. (2010), la cual produjo
un rendimiento de 4.6 g/L a las 96 h
400 de haber establecido el bioensayo. En
el mismo contexto, Pérez et al (2010),
reportaron a la cepa bacteriana fijadora
de nitrogeno "Stenotrophomonas sp"
con un rendimiento en la produccion del
200 biotensoactivo de 0.5 g/L en 288 h.

70,000,000
5.00

60,000,000
50,000,000

40,000,000 3.00

30,000,000

20,000,000
100 Si comparamos estos rendimientos,
aunque en tiempos de produccion
diferentes, encontramos que existe
una importante diferencia en las

10,000,000

0.00

e o Produccion Botensoactivo cantidades de biotensoactivo producidas,
Grafica 2. Comparacion de la cinética de crecimiento de UFC/ml de AZPB y  siendo  considerablemente  mejores
produccion de biosufactante g/L. los rendimientos de "A. lipoferum’ y

"A. brasilense’. Tomando en cuenta
los resultados anteriores se concluye
que el tiempo de establecimiento ideal
para obtener una maxima produccion
de biosurfactantes de las cepas AZPB
y AZPL son las 72 h, logrando obtener
mayor cantidad con la cepa AZPL.

82-€7 (IP)IXX ‘. qranxny "(STOZ) b 12 0I9AIS

Es importante estudiar la cantidad que
se produce de biotensoactivo de manera
puntual, ya que el estudio demostrd
que la obtencion de los surfactantes
biologicos puede variar con respecto al
tiempo, esto podria deberse a que en los
80,000,000 200 tratamientos el sustrato no es renovado,
600 porlo que se puede inferir que las bacterias
podrian tener la capacidad ocupar los
biotensoactivos como fuente de carbono
600 y alimentarse de este. El conocer el
tiempo de maxima produccion tiene
como principal ventaja disminuir costo
400 referente al tiempo de establecimiento
de los reactores para produccion del
biosurfactante, y esto a su vez impacta
200 directamente en la disminucion de
costos para remediaciones empleando el
surfactante producido.

Azospirillum lipoferum
90,000,000 10.00

70,000,000
7.00
60,000,000
50,000,000
5.00
40,000,000
30,000,000
20,000,000
10,000,000

1.00

0.00

 UFC —e—Produccién Biotensoactivo

Grafica 3. Comparacion de la cinética de crecimiento de UFC/ml de AZPL vy
produccion de biosufactante g/L.
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