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RESUMEN. Se reporta la influencia de algunos nutrieotes en el
crecimiento microbiano v la produccsin de tensioactivo de la cepa
Bacillus cerews 1D0-303 de origen marino. Se realizaron experi-
mentos utilizando diferentes fuentes y concentraciones de carbo-
hidratos y sales de nitrdgeno, con el fin de seleccionar las condi-
ciones en las cuales ¢l microorgansmo presentaha el mejor cres
cimiento y produccién de wensicactive. Los mejores crecimientos
microbianas s venficaron cuando la cepa fue cultivada en i
carosa, glucosa v trehalosa. Sin embargo, las disminuciones de
tenssones superficiales ¢ interfaciales (TS ¥ TI) en todas las fuentes
ensavadas fueron notables en relacidn con los controdes. Se re-
alizaron curvas de crecimiento wtilizando un medso hasal suple-
mentado con sacarosa 3 %, degermingndose crecimiento, TS, TI,
inverso de la concentracain micelar critica y concentracion d&e lipi-
dos roaales, Se verificd que la cepa 1DO-503 crece r.%pldlmcmc on
el medio de cultiveo hase Qcarokad®%( m =0 723h ip n-
duciendo concentraciones elevadas de tensioactivos. La sipiesis del
tensxactivo comienza desde el miowr del crecimiento microbiand,
por 1o que se mficre que la produccitn del enskoactive estd uso-
ciads a su crecimiento,

ABSTRACT. The influence of some putrients on microbial
growth and baosurfactant production by a strain of Bacillus oereas
[DO-503 & reporsed. Different sources of carbohydrates and nitro-
gen were tested in order o choose the optimum conditons for the
best growth and biosurfactam production. The best microbial
growth was observed when the strain was cultured on sucrose, glu-
cose and trehalose. All tested sources showed remarkable surface
and mterfacial docrease in relaton o that measured againd the
controls, The effect of different concentrations of the selectad
carhon and natrogen sources was estimated during growth Gl
synthesis of the surfscc-active agents, The growth, the surface and
imterfacual tensions, inverse of crscal mcellar comcentration and
the total concentration of lipids are studied. This strain grows rap-
idly on a culture mediem with 3 % sucnse (m =0 723 h"] yeld-
ing high concentranions of wensides. The resals of the fermentation
indacated that the micrabial tenside synthesis starts ac the begmning
of microbial growth, so this fermentation belongs o tvpe 1 accord-
ing o Gaden's classificatson.

INTRODUCCION

Las investigaciones sobre la sintesis de lensioactivos
por microorganismos se han ncrementado en los Ollimos
anos, debido principalmente a las aplnmonas que reciben
los biosurfactantes en diversas industrias,’

Los xotensicactivos resultan de inderés porque son bio-
degradables y mantienen su efectvidad a temperaturas extre-
mas, pH y alta salinidad,** estas caracteristicas les confieren
alta competitividaden relacidncon los tensioactivessintéticos.,

En las investigaciones relacionadas con la produccion de
tensioactvos de origen microbiano, se destaca el estudio de
la influenca que ejercen los numantes del madio de cultivo
sobre los rendemientos de aquelh 7 Por ello, es impresacin-
dible estudiar los medios de cultivo a emplear con cada mi-
croorganismo praductor.

La fuente de carbono &s uno de los componentes del
medio de cultivo que influye de forma decisiva en la produc-
cion de tensioactivos,

Algunos  microorganismos, segon la fuente utilizada
(hidrofobica o hidrofilica) sintetizan determinada biomolacula.
En otros casos, s0lo $0n capaces de producir @l lensioactivo
con una fuente determinada de carbono.

Ademas de la fuente de carbono, la naturaleza de la
fuente de nitrégenc posee un papel importante en la ragu-
lacidn de la produccian de biolensioactivos.

Se ha descrito que en algunos géneros microblanos la
sintesis de tensioactivos se incrementa cuando se utiiza de-
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terminada fuente de nitrégeno. Tal es el caso del género
Psaudomonas que con la presencia de NaNO3z en e medo
de cultivo $& obtienen elovagas concentraciones de lensioac-
tivos, no asi con otras sales,

No sdélo es importante &l tipo de fuente de carbono y ni-
trdgeno empleado, sino también, la interaccion C-N y las pro-
porciones enlre ellas.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la influen-
cia de algunas fuentes de carbono hidrofilicas y de nitrégeno
inorganeco en la produccion de tensioactvos de la cepa 1DO-
503 de ongen marino.

MATERIALES Y METODOS

La cepa IDO-503, pereneciente a la coleccion de mi-
croorganismos del Institute de Oceanclegia del Ministeno de
Ciencia, Tecnologia y Medio Ambiente de Cuba, se aislé del
sadimento de la Bahia de Cardenas en ka costa N de Cuba.”
Dicha cepa se entificd como Bacilus ceraus, familla Bacy-
lacoae.”

Para la seleccion de la luente de carbono, el micreorgan-
ismo se cultivd en el medio basal recomendado para la selec-
cidn de cepas productoras de tensiocactivos,’ cuya compos:-
cion fue: (NH4)280s (5,3 g): MgSO4 - H20 (0.2 g); CaClz
2150 (0,01 g); FeSO4 - 7H;0 (0,01 gk EDTANaAOH (0001 4 g);
KHzPO: (4 g); NazHPQ4 (6 g); extracto de levadura (1 g) v
agua destilada (1 L). Las fuentes de carbono empleadas
fueron: almidén, arabinosa, galactosa, glucosa, lactosa, mal-
tosa,r afinosa, sacarosayt rehalosa al3%.



El estudio de las fuentes de nitrogeno se realizéd utli-
zando el mismo medio basal suplementado con sacarcse al 3
%, como fuente de carbono y energla. Las fuentes de ni-
Irégeno ensayadas fueron: (NH4)2SO4N H4Cl, NaNO3 y
KNQO=z a la concentracion de 5,3 g/l .

Todos los experimentos de seleccion de fuentes se re-
alizaron por duplicado y con tres repeticiones cada muestra.

Una vez seleccionadas las mejores fuentes de carbono
de las ensayadas, se realzaron dos experimentos wlilizando
dilerentes concentraciones (2, 3 y 4 %), para escoger la con-
centracion a la cual se preducia mas lensioactivo. La concen-
lracidn de la fuente de nitrdgeno en el medio de cultvo fue
539L.

A partir de los resultados de las fuenles de nitrégeno. se
selecciond la sal donde se obluvieron las mayores concentra-
ciones de lensicaclivo y se realizaron dos experimentos em-
pleandod iferentesc oncentracionas:d 4 .5 3yg /.

Se realizaron curvas de crecmiente utilizando el medio
basal suplementado con sacarosa 3 % . La toma de muestras
se eleclude ada2h,

La incubacién se realzo en una zaranda termostatada a
30 °C y una agitacion de 125 r/min .

Métodos analiticos

La concentracion celular se determing por turbedimetria a
670nm y se expresod en gl mediante la curva de calibracion
D.O. vs. peso seco, uliizando el factor de la curva'' yl ad e
lermenacion de la concentracion de proteinas, utilizando la
técnica de Bradford.'?

Las madiciones de las tensiones supericiales e inter-
laciales se realizaron por el método del anillo de du Nowy, '
utilizando un tensiometro Kruss K 10T, La fase olecsa em-
pleada en las daterminaciones da tansiones interfaciales fue
diessel.

La concentracion de lensioactivo producida se determind
por dos metodos: concentracion micelar critica {CMC) y con-
centracion de lipidos totales.

La CMC se determind mickendo la tension superficial
(TS) de las diferentes diluciones del cakdo fermentado. El
cambio de pendiente de la curva de TS frente a las dilucionss
efecluadas, proporciona el valor de CMC."*"” Las diluciones
realizadas fueron:0 ;0 ,25; 0,5:1 ;2 .5,5:1 0:2 5; 50y1 00%.

El caldo de cultivo de la cepa estudiada se centrifugo a
75 00gd urante 30m in.E Ip roductoa ctivos ee «xrajo dels o-
brenadante con una mezda de cloroformoaimeatanol (2:1, wv).
Los extraclos Organicos se reunieron, Se evaporann en eva-
porador rotatorio a 30 °C y se les determing la concentracion
de lipidos tolales sequn el método de la sullofosfovainillina,'*
Para lacilitar la deteccion colorimétrica, se modificod el méodo
on cuanto a los volumenes de la muestra, dol H2S0: yd ¢l a
alicuota afadida al reactive de color,

Tratamiento estadistico

Los resultados de los estudios de selecoidn de las fuan-
tes de carbono y nitrégeno fueron procesados estadisti-
camente uﬂimﬂol&déwnadeANOVﬁ.dechsﬂmde
ple y la de rangos multiples de Duncan.'®

RESULTADOS Y DISCUSION

Loa resultados muestran que la cepa IDO-503, es un mi-
croorganismo con amplias capacidades para utiizar una
variada gama de fuentes de carbono, pero ademas de pro-
ducir tensioactivos (Tabla I).

Como se puede observar, los mejores crecimienlos se
obtuwvieron en sacarosa, glucosa y trehalosa; seguida de rafi-
nosa y arabinosa. Los menores crecimientos s& cbservaron
en lactosa, mallosa y almiddn (Tabla 1). El menor crecimiento
s obluvo cuando el microorganismo fue cullivado en
almidon, lo que sugiere que este sustrato es de lenta metabo-
lizacion,

Los valores de tension superfcial (TS) e interdacial (T1)
de los diferentes cakdos fermentados disminuyeron significati-
vamente con relacdn a los controles, esto demuestra que la
cepa en cuestion es capaz de produce tensioactivo a partr de
una amplia gama de fuantes de carbono (Tabla 1),

mnmwmuoymmmswuummmnmlm
lenie a dilerenles (Ueles de CARONg
Fuenta Crecimiento T8 T
(3%) (oL) (mN/m)
Control Muestra Control Muestra
Almidon 0549 47,0 30.5 200 19
Arabinosa 3.00d 47,7 3azy 243 58
Galactosa 2008 44,7 320 216 43
Glucosa 4.18b 43,2 295 17.9 28
Lactosa 1.21f 446 294 245 23
Makosa 1.12¢ 44,2 299 208 24
Rafinosasa d66c 441 297 20.7 21
Sacarosa 485a 46,4 295 213 13
Trehalosa 410b 40,6 298 181 26

Nwal de significacion: 0,05, Las letras noican dferancias antre 'os grupos.

Al analizar las TS y TI, se puede observar que aunque
no existen diferencias significatvas entre las fuentes de car-
bono ubzadas, cuando el microorganismo se cullive sobre
sacarcsa como fuente de carbono y energia, s& cbluvieron

las mayores disminuciones de la actindad supedicial
(TS: 29,5 mN/m; TI: 1,3 mN/m) (Tabla I).

Este resultado resulté muy alentador, ya que en Cuba la
produccaon de sacarosa esta difundida, pero ademas resulta



un nutrients relativaments barato en comparacion con el resto
de los ensayados, o que presupone una venta@ en ¢l mo-
mento de ka realizacion de una produccatn industnal de este
biotensoactivo.

Robert y col” realizaron una investigacion sobre el
electo de la fuente de carbono en la produccion de tensioac-
two enPssudomonas aeruginosa 44T1 y encontraron que &n
ledos los sustratos hadrofilicos ensayados el crecimiento mi-
crobiano fue elevado y kos valores de TS resultaron bajos,
variando entre 28,5 y 32,9 mNim; sin embargo, cuando se cul-
twvaba el microarganismosobre hidrocarburono en todos los ca-
sos el cracimientofue notable, ni se cbservarondisminuciones
sensiblesde las tensionessuperficialese interfaciales.

Estudios realizedos con microorganismos productores
de lensoactivos del género Pseudomonas aslados de aguas
marinas cubanas, demostraron que ks mejores valores de
tensiones se obtenian cuando se cultivaban las cepas en glu-
cosa al2% ,$ oguido do Miel2%yp  or Ultimo on sacarosa2%. ¢

En la Tabla Il se muestran kos resultados obtenidos del
crecimiento bacteriano, la TS y la T1, de la cepa IDO-503 al
sar cultivada en glucosa y sacarosa a tres niveles de concan-
tracion.

Como se puede observar, no se obiluvisron diferencias
significativas ni entre los niveles dentro de una misma fuente,
ni entre ambos sustratos (Tabla 1),

TABLA Il
Comportamlento del crecimlento y de las tenslones superficial e Interfacial, utilizando glucosa
y sacarosa como fuentes de carbono a diferentes concentraciones de la cepa IDO-503

Fuome Crocimiento TS T
(%) (g/L)
{mN/m)
Glucosa
22 06 +0,405" 20,8 + 1.769° 20+1213°
a1 BB +0,225" 20,7 + 1.577° 2.1 +0,640°
a1 J7+0,149° 30,8 £ 0.771° 34+0271°
Sacarosa
22 04 +0,108° 30,3 + 2.064° 2.2 +0,801°
31 97 + 0,048° 29,1 + 0.864° 1.8 + 0,662°
42 00 +0,144" 20,4 + 0,926 1.9 + 0,665°

Nivel da signficacon: 0,05, Las letras indican ddarancias entra 10§ grupes

Como resultado de estas corridas, se puade concluir que
la copa IDO-503 puede cultivarse a las concentraciones de
glucosa y sacarosa ensayadas, sin que se afecte su cre-
cmiento, ni la sintesis dal lensioactvo.

Villaverde y col.'"” al cultvar la cepa 1DO-503 en un
medio basal, suplementado con sacarosa 3.5 % enconlraron
que el creamienlo del microorgansmo resulta superior al lo-
grado cuando era fermentado en & msmo n'lododoujm
utilizando sacarosa al 5 % . Por oftro lado, la CMC™' obtenida
con sacarosa 3.5 % fue el doble que con sacarosa 5 %, lo
cual indica que la inadecuada seleccion de la concentracion
de la fuente de carbono influye de forma determinante en la
sintasis del tensioactivo.

Se ha repontado que Psaudomonas 44T1 es capaz de
crecer bien y producin ramnolipidos cuando es cullivada en un
medio basal cuyas luentes de carbono sean glucosa, manifol
y glicerol al 2 %, sin omnargo cuando se cultiva en fructosa
los resultados no son buenos,”

En la Tabla lll s8 muestran los resultados de las comidas
expenmentales para conocer la influencaa que ejercen diferen-
les fuentes de nitrégeno sobre el crecimiento y las carac-
teristicas tenslométricas de la cepa bajo estudio.

Como se puede observar, los mejores resultados se ob-
luvieron cuando el microorganismo se cultivé en un medio de
cultivo cuya fuente de nitrégeno eran las sales de amonio. Sin
embargo, cuando se probaron los nitratos, los resultados no
fueron tan notables, en &l crecimiento microbiano ni en las
tensonas superficiales & intadaciales.

Se describen' ¥ milliples ejemplos en kos que la natu-
raleza de la luente de nitrdgeno e¢jerce un decsivo papel so-
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bre el crecmiento de los microorganismos y la produccion de
tensioactivos.

Investigaciones realzadas sobre el efecto de diferentes
fuentes de nitrogenc en el cracimiento y sintesss de tensioac-
tivo en BAOdOCOCcUs, MOsSiraron que of Mmayor Crecimento se
oblenia cuando se empleaba nitrato de sodio, Con relacion a
la concentracion de tensoactivo, se encontrd que los vaelores
de CMD"" eran similares tanto para los nitratos, como para las
sales de amonio ensayadas, sin embargo, la mejor actividad
emulsionante (E24) se obtenia cuando se utiizaba nitrato de
sodio en el medio de cultivo como fuente de nitrégeno, por lo
qmsemluydq»omﬁnmoamlamasaﬁmme Simi-
lares resuliados han sido reportados para ofros géneros bac-
terianos productores de tensioactvos.”

Una vez demostrado que para esta cepa de Bacillus
ceoreus la fuente de nitrégeno mas adecuada tanto para &l cre-
cirmiento como para la sintesis de tensioactivo era la sal de
amonio, fue seleccionado el NH4Cl y se realizé un exper-
mento utiizando diferentes concentraciones de &l (Tabla IV).

Como se puede observar, el creciméanto microbiano a to-
das las concentraclones ensayadas fue glto; no obstante, en
las commespondientes a 3 y 4 g/L. los valores fueron superiores
(Tabla IV).

Con relacion a las caracteristicas tensiométricas no se
obluvieron diferencias significativas entre las diferentes con:
centraciones de NH4Cl. Ademas, se obsenvd una importante
dismnucion de las TS y TI (Tabla IV).

No sélo el tpo de fuente de nitrégeno, sino también, la
concentracion optima para la produccion de  tensioactivo,
varian segun el género micreblano empleado e incluso dentro
de un mismo género, '%%2



TABLA I
Influencia de diferentes fuentes de nitrégeno sobre el crecimiento microbiano y las tensiones superficial

e Interfaclal de la cepa IDO-503
Fuente Crecimiento TS T
(5.3gl) {o'L)
(mh/m)

NaNO: 121+ 0,180° 323:3110° 3321723
KNO3 141+ 0,05 322 + 2 960° 3.6 = 2.388°
NH.Cl 4,36 + 0,846 29,0 + 0,605” 1,51 0295°
{NH4)280: 4,29 + 0,739° 29,4 + 0491° 1,8 £ 0371°

Nmel da slgmoacm 0,05, Lastelras incloan dﬂawmas entra los grupas.

TABLA IV
Influencia de diferentes concentraciones de NH+Cl sobre el crecimiento y las tensiones superficial
e interfacial de la cepa Bacillus cereus 1D0-503

Concentracion Crecimiento TS T
(gL) (mN/m)

35 38 +0,435" 283 + 0,230" 16+0427"

45 96 +0,152" 28,2 + 0,380° 14 +0,370"

53 4,38 + 0,115 28,3 + 0,626" 15+ 0,685"

63 64 +0,152" 28,3 + 0,878° 1,6 + 0,605

Nivel de signaficacicn: 0,05, Las letras ndican diferencias entre los grupos.

Estudios realizados con una copa de Bacillus corous
productora de tensioactivo muestran que utilizando sacarosa
1% y( NH4)250: 0,1 % el miaoorgamsnm crece bien y las
TS disminuyen hasta 28 mN/m *

En la Tabla V s¢ prasentan los porfiles de c:wm-mlo
{D.O. y concentracion de proteinas), TS, CMC™' y concen-
tracion de lipidos totales, empleando el medio basal y sa-
carosa al3%c  omof uenled ec arbono.

wmmmm.mwywm de lipidos totales de la cepa B. cereus IDO-503,
utilizando un medio basal con sacarosa 3 %
Tiempo D.0. (670 nm) Proteinas TS cme! Lipiios totales

{h) (ng/mL) {mN/m) (ug/mL)

0 0,25 - 403 230 240

2 0,41 3647 33,8 256 121,83

a 0,95 60,05 30,4 32,0 145,84

6 1,45 75.8 30,2 436 243,07

8 1,55 71,05 30,1 45,0 437,52

10 1,55 298 486,3

24 145 70,15 293 62,0 631,98

El microcrganismo mostro un crecimeento rapsdo, ya que
a lag 6 h de inidado el experimento la absorbandia se habla incre-
meantado en 5,8 vecas con relacion al valor incal (0,35). El iempo
de duplicacion (TD) del microorganismo resuld de 095 h™ .

Se observd una disminucidn apreciable de ka TS a las
2 h de comenzada la fermentaciin. A las 24 h su valor resultd
igual a 29.3 mN/m (Tabla V).

Se conoce que la cepa de Bacillus cereus IDO-503 pro-
duce mayortariamente un tensicactivo andnico de naluraleza
gicolpicca.

Muchos autores * <5 tilizan la CMC ' como una medida
de la concentracion de biotensioactives, 10 que permite cono-
cor ¢l grado en que ¢l cultivo, células en suspension o extrac-
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tos purificados pueden diluirse antes de alcanzar la CMC,
Aungue es universal el uso de la CMC, esta no conslituye un
indicador exaclo, sino una medida indirecta de la concen-
tracién de tensioactivos liberados al medo. Es por ello que
conociendo la naturaleza quimica del tensioactivo mayoritario
de la cepa IDO-503, se deadic determinar la concentracion
de lipidos totales como un posible indicador mas proximo a la
concentracién real del glioadipido que se produce extracelular-
mente en el cultuo en estudio para su comparacién posterior
con la CMC™'.

Como s puede obs-awar an la figura 1, existe una evi-
dente relacion entre la CMC™' y la concentracidn de lipidos to-
tales durante el bempo de farmentacion.



Lpveenl u

Fig. 1. Relacién entra la CMC™ y la concantracion de lipidos toleles
duranta la farmentacion da I00-503,
* JCMC  + [Lipidos]

El anaksis esladistico arrojd una elevada correlacion po-
sitva (r = 0,96). Este resultado posibilito recurrr a una medida
diferente de la CMC™', para evaluar la produccidn de un
biotensioactivo de naturaiez.a lipidica. Por otro lado, la deter
minacin de lipidos totales &s un acercamiento inicial a esta
cuestion, pero seria valioso encontrar en este campo medidas
directas y exactas.

En la figura 2 se muestra la curva de crecimiento de la
cepa B cercus IDO-503 y la produccion de lipidos totales
como medida de la concenracién de tensioactivo.

1 DO(HI0 Ay L) (e

oY m _l
| B2

| 520

Fig. 2. Perfil de crecimiero y produccion de tensoactivo de ka cepa
Bacilus cevews 1D0-504,
e LnD.O. - Lpdos

Como se puade observar, la fase de latencia no se apre-
cia, lo cual demuestra que fpe muy corta. La fase exponencial
tuvo una duracion de aproximadamente & h, obteméndose
valoresd eD .O.=1 45.Ap artird ee stet lempo.c omenzo la
lase estaconaria.

La velocidad especifica de crecimiento fue de 0,723 h™",

La concentracion de lipidos totales se eleva mas de 18 ve-
ces durante la fase exponencial. En la fase eslacionarnia, se
obsorva un discreto incremento de la concentracion de lipidos
totales, lo que pudiera deberse a otros lipidos que son tam-
bién sintetizados por el MICroorganismo y que No Poseen ac-
lividad superficial,

El glicolipido en cuestion parece sintetzarse durante
lodo el ciclo de crecimiento de la capa 1DO-503, verificandose
su mayor produccion en la lase exponencial, Estos resultados
indican que la produccion del tensicactivo de esta cepa ma-
rina esta asocleda al crecimiento, pctloquees!atamlan-
tacion debe ser del tipo | segun la clasficacion de Gaden.

CONCLUSIONES
La produccion de tensivactivo por Bacillus cercus IDO-
503, se verifico en todas las fuentes de carbono ensayadas,
atendiendo a las notables disminuciones de las lenssones su-
periciales ¢ interfaciales. Los mejores crecimientos se verifi-
caron en glucosa, sacarosa y trehalosa.
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El microorganismo crecié mejor y simtelizd mis tensioac-
tivo cuando fue cultvado en un medio cuya fuente de ni-
trdgeno eran sales de amonio.

Se verificd que uthizando NH4Cl 4 g/L, el crecmiento fue
el mayor con respecto a las olras concentraciones de ni-
régeno ensayadas; sin embargo, no s@ apreciaron diferen-
cias entre las caracteristicas superficiales entre las distintas
concentraciones de nitrogeno.
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