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Resumen 
 

Los biosurfactantes son agentes tensioactivos que en la naturaleza son producidos por bacterias, hongos 

e incluso unas pocas especies de plantas. Su rol en la naturaleza incluye: emulsificación de potenciales 

nutrientes hidrofóbicos, lubricación para movilidad sobre superficies semisólidas, modificación de las 

condiciones ambientales durante una infección y mantenimiento de estructuras microbianas complejas tales 

como las biopelículas. Se ha demostrado que ciertos biosurfactantes pueden emplearse en procesos de 

biorremediación por poseer además la capacidad de complejar metales de relevancia ambiental y pueden 

reemplazar a los actuales surfactantes sintéticos comerciales. Se realizó un relevamiento de su producción 

en las cepas Pseudomonas veronii 2E, Ralstonia taiwanensis M2, Delftia acidovorans AR, Klebsiella 

ornithinolytica 1P y Klebsiella oxytoca P2, todas ellas autóctonas y resistentes a diversos metales de 

relevancia ambiental en busca de nuevos biosurfactantes. Inicialmente se emplearon métodos clásicos como 

ser la medición de  la tensión superficial (TS) de sus cultivos y la respuesta en agar sangre y agar para 

detección de surfactantes aniónicos (MBA). R. taiwanensis M2 y P. veronii 2E resultaron ser potenciales 

candidatas para la producción de biosurfactantes y de ellas se logró el aislamiento de cinco posibles 

compuestos con propiedades tensioactivas. Estos fueron analizados por cromatografía líquida para 

comprobar su grado de pureza y sometidos a ensayos químicos para tratar de elucidar su estructura. Para 

profundizar el estudio se generaron mutantes carentes de producción de tensioactivos. De las doce 

mutantes seleccionadas se conservaron las denominadas 2E01 y M201 por ser deficientes en dos 

características asociadas a la producción de biosurfactantes: la formación de biopelículas y la movilidad tipo 

swarming. Se probó restaurar el fenotipo de movilidad de 2E01 y se demostró que dos de las soluciones 

obtenidos de P. veronii 2E (Sc1 - Sc2) y una de R. taiwanensis M2 (Sc6) son capaces de revertir el fenotipo 

mutante tal como los resultados obtenidos con el surfactante sintético de referencia Tritón X-100. 

Adicionalmente se realizó un testeo de la existencia de sistemas de comunicación en cada una de las 

cepas (fenómeno denominado Quorum sensing-QS-) y se estudió la posibilidad de que alguna de las mismas 

pudiera interferir con sistemas de QS conocidos como el de Vibrio fischeri o el de P. aeruginosa PAO1. El 

resultado demostró que D. acidovorans AR posee la capacidad de interferir con la comunicación basada en 

moléculas de acil homoserin lactonas. 

En conclusión, este trabajo permitió obtener nuevas herramientas para el estudio de Pseudomonas 

veronii 2E y su aplicación en biorreactores. La generación de su mutante permitió estudiar sustancias 

naturales y sintéticas implicadas en la formación de biopelículas y su movilidad tipo swarming. Los 

compuestos obtenidos resultaron relevantes en cuanto a su efecto sobre estos procesos con potencial 

aplicación como reemplazo de surfactantes sintéticos. El hallazgo de que D. acidovorans AR sea capaz de 
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interferir la comunicación bacteriana abrió un nuevo campo de estudio del factor involucrado y su uso en 

nuevas tecnologías hacia el control de la patogenicidad o de la formación de biopelículas. 

 

Palabras clave: Biosurfactantes, biopelículas, swarming, quorum sensing, quorum quenching. 
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Production of bacterial biosurfactants for their use in 
metal loaded wastewater biotreatments. 

Abstract 
 

Biosurfactants are amphiphilic compounds produced in nature by bacteria, fungi and some plants. The 

physiological role of biosurfactants includes:  uptake of water-immiscible nutrients, lubrication of surfaces 

for swarming motility, cell adherence which imparts greatest stability under hostile environmental 

conditions and virulence and in cell desorption. Due to their anionic nature, biosurfactants are able to 

remove metals from soil by their ability to form complexes. Five autochthonous, metal resistant strains 

(Pseudomonas veronii 2E, Ralstonia taiwanensis M2, Delftia acidovorans AR, Klebsiella ornithinolytica 1P and 

Klebsiella oxytoca P2) were tested for biosurfactant production. A classical approach was proposed in order 

to determine the production of biosurfactants: estimation of surface tension in culture media and tests on 

blood agar and methylene blue agar plates. By this way, 2 of 5 strains were selected as potential 

biosurfactant’s producers: Pseudomonas veronii 2E and Ralstonia taiwanensis M2. Five compounds 

produced by those strains were isolated and analyzed for purity determination by HPLC. Chemical 

characterization was carried out in order to elucidate their structure. Additionally, twelve biosurfactant-

deficient mutants were generated and two of them (denominated 2E01 and M201) were selected for further 

experiments. The selected strains demonstrated to be deficient in biofilm formation and swarming motility. 

Wild type phenotype restoration was achieved using three natural solutions obtained from Pseudomonas 

veronii 2E (solutions Sc1 y Sc2) and Ralstonia taiwanensis M2 (solution Sc6). Triton X-100 was used as 

positive control. 

In addition, the strains were tested for quorum sensing and quorum quenching systems. Quorum 

quenching was investigated using V. fischeri and P. aeruginosa PAO1 as model organisms for bacterial 

communication.  As result, D. acidovorans AR demonstrated acylhomoserine-lactone’s degradation activity.  

In conclusion, those results allowed to obtain new tools for P. veronii 2E application in fixed bed reactors. 

The generation of mutant 2E01 was usefull to the role of natural and synthetic surfactants in swarming 

motility and biofilm formation. One of the solutions proved to be a good replacement for synthetic 

surfactants.  

Additionally, D. acidovorans AR´s quorum quenching system represents a new field of study with 

potential applications in biofilm control and inhibition of patogenicity.   

   

Key words: Biosurfactants, biofilms, swarming, quorum sensing, quorum quenching. 
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1. Los microorganismos y su diversidad metabólica 

 

Debido a la gran diversidad metabólica microbiana existe una amplia variedad de fuentes de carbono y 

energía disponibles. Desde los azúcares más simples como glucosa, manosa, fructosa, galactosa o ribosa; 

pasando por los aceites y grasas naturales hasta llegar a compuestos de carbono derivados del petróleo, un 

gran espectro de sustancias orgánicas pueden ser degradadas y utilizadas por los microorganismos 

individualmente o actuando en consorcios y agrupaciones de diversas especies. 

Uno de los fenómenos más atractivos y de mayor relevancia para su estudio es la capacidad bacteriana 

para captar y utilizar un rango amplio de sustancias orgánicas con el menor empleo de energía posible. Es 

sabido que los azúcares más simples son directamente incorporados a éstas mientras que, al aumentar el 

tamaño y la complejidad de las moléculas, son necesarias estrategias específicas de captación e 

incorporación. 

Cabe destacar que la presencia de fuentes de carbono abundantes y variadas no es sinónimo de un 

medio nutricionalmente rico. Los nutrientes presentes no siempre se encuentran en solución o accesibles 

para todos los organismos. La posibilidad de que las sustancias orgánicas se asocien a matrices inertes o 

compuestos inorgánicos afecta la interacción que pueden tener con los microorganismos. La 

biodisponibilidad puede definirse como las interacciones biológicas, físicas y químicas que determinan la 

exposición a compuestos químicos del entorno que sufre un microorganismo [Ehlers y Luthy, 2003]. En otras 

palabras, la biodisponibilidad es la posibilidad de que un nutriente sea empleado por los microorganismos 

luego de que establezca un vínculo con los componentes del ambiente. En el caso de los polisacáridos, 

mientras más complejos sean, menor será la probabilidad de que entre a una cadena trófica. Una interacción 

clásica como la adsorción en matrices complejas dificulta la captación por parte de los microorganismos.  

Si nos referimos a medios predominantemente acuáticos, la miscibilidad que pueda tener un 

compuesto carbonado acompaña a su biodisponibilidad. Los compuestos hidrofóbicos son por naturaleza 

menos biodisponibles ya al generar dos fases, una acuosa y una orgánica, deja a la mayor parte del 

compuesto aislado del contacto con los  microorganismos que deben emplear algún tipo de estrategia para 

lograr utilizarlo como nutriente. 

Es sabido que las cubiertas bacterianas son predominantemente hidrofóbicas lo cual les da muchas de 

las características esenciales como por ejemplo la posibilidad de interactuar con: tejidos biológicos, 

superficies abióticas hidrofóbicas, interfases aire-líquido, matrices sólidas en sistemas acuosos y compuestos 

orgánicos hidrofóbicos en solución [Rosenberg et al. 1980].   

Ante la presencia de compuestos orgánicos hidrofóbicos los microorganismos pueden emplear 

diferentes estrategias para su captación. Una alta hidrofobicidad de la cubierta permite la adhesión de 

vesículas hidrofóbicas y la capacidad por parte de los microorganismos de moverse desde la fase acuosa a la 

fase orgánica. Una de las estrategias empleadas para esto por las bacterias Gram negativas es la liberación 
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de vesículas de la membrana externa que se adosan a la cubierta bacteriana incrementando su 

hidrofobicidad. Otra estrategia involucra directamente la síntesis de biosurfactantes, ya que éstos pueden 

ser secretados al medio o retenidos en la superficie microbiana facilitando la interacción directa entre las 

bacterias y los compuestos hidrofóbicos. La producción de surfactantes emulsiona las sustancias orgánicas y, 

por ende,  aumenta la biodisponibilidad para las bacterias presentes. 

Por otra parte, no sirve de nada su captación sin la capacidad de degradación de dichos compuestos. 

Para esto, las bacterias han desarrollado una serie de estrategias que se adecuan a la naturaleza química del 

compuesto en sí. De esta manera puede producirse incorporación directa a la célula por medio de 

receptores específicos en el caso de las moléculas pequeñas o adsorción sobre la cubierta bacteriana, en el 

caso de aquellas más grandes y complejas, para luego pasar a ser degradadas en el interior celular. 

Dejando de lado los compuestos naturales presentes en el ambiente, existen sustancias orgánicas de 

origen antropogénico que pueden ser empleadas por los microorganismos como fuentes de carbono y 

energía.  La mayoría de los contaminantes, comúnmente conocidos como xenobióticos, se agrupan dentro 

los hidrocarburos producto de la industria del petróleo y sus modificaciones comunes para fabricación de 

agroquímicos. El otro gran grupo de contaminantes es aquel que proviene de la industria alimenticia, entre 

los que se destacan las grasas y aceites de baja solubilidad en sistemas acuosos. Como consecuencia de la 

emergente industria de los biocombustibles, los aceites vegetales han tomado relevancia ambiental. Se está 

planteando que éstos son un contaminante complejo cuya remoción del ambiente será cada vez más 

necesaria requiriendo potencialmente el empleo de microorganismos [Chen et al., 2015].  

Los hidrocarburos derivados del petróleo son una de las fuentes de contaminación más comunes en las 

zonas urbanas y periurbanas. Si bien son químicamente complejos en cuanto a su composición y estructura, 

pueden emplearse como fuente de carbono y energía por diversos microorganismos.  

Químicamente los compuestos del petróleo pueden agruparse en 4 grandes familias: hidrocarburos 

saturados, hidrocarburos aromáticos, asfaltenos (grupo de hidrocarburos pesados, con alto punto de 

ebullición,  los fenoles, los ácidos grasos, las cetonas, los ésteres y las porfirinas) y resinas (dentro de las 

cuales se encuentran las piridinas, las quinolonas, los carbazoles, los sulfóxidos y las amidas) [R. M Atlas, 

1981]. 

La biodegradación puede referirse a la transformación química de un compuesto o a la total conversión 

del mismo a CO2, en cuyo caso se habla de una biomineralización. Cabe destacar que en caso de no ser una 

degradación completa puede ocurrir que el compuesto producido sea tóxico o dañino para el ambiente. 

La biodegradación de cada compuesto dependerá esencialmente de la complejidad de su estructura 

química: los alcanos lineales son más fáciles de degradar que los ramificados y estos a su vez son más 

fácilmente degradables que los aromáticos pequeños. Finalmente, los cicloalcanos son los compuestos más 

difíciles de degradar. 
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Se sabe que tanto hongos como bacterias poseen entre sus representantes especies con capacidad para 

metabolizar hidrocarburos. Desde principios de la década del 80 hasta hoy se cuentan por decenas los 

géneros de bacterias y hongos capaces de degradar hidrocarburos, en su mayoría de origen marino debido a 

que los mayores hallazgos se realizaron en sitios de derrames o las costas a las cuales llegó el petróleo 

derramado aguas adentro [Atlas y Bragg, 2009].    

Por otra parte, las algas y los protozoos que forman parte de la comunidad microbiana también fueron 

estudiados dando como resultado el descubrimiento de una veintena de especies de algas y diatomeas 

capaces de degradar hidrocarburos [Cerniglia et al., 1980]. En contraparte, no se han encontrado protozoos 

que degraden directamente este tipo de compuestos.   

La degradación de los hidrocarburos es favorable en condiciones aeróbicas y comienza con el ataque de 

enzimas denominadas oxigenasas y peroxidasas. Luego los hidrocarburos se convierten paso a paso en 

intermediarios del metabolismo central. 

Utilizar compuestos alternos a los azúcares como fuente de carbono y energía conlleva en muchos casos 

la expresión de una nueva batería de genes que permiten su degradación sin conectarse con otras rutas 

metabólicas. En este contexto, es necesario aclarar que si bien las rutas metabólicas empleadas son 

preferenciales para un compuesto, no necesariamente son únicas y es posible que distintos caminos aporten 

cierta plasticidad a las mismas, ampliando el espectro degradativo del microorganismo en condiciones muy 

particulares. El ejemplo más claro de esto es la existencia del plásmido TOL en Pseudomonas putida que 

permite la degradación del tolueno de manera específica y sólo activado en presencia de este compuesto. La 

Figura I-1 presenta el esquema de la vía degradativa del tolueno (vías superior y meta) y la posibilidad de 

modificar dicha vía por ingeniería genética para activar una alternativa presente en el cromosoma 

bacteriano (vía orto) que es capaz de degradar compuestos cloroaromáticos [Panke et al., 1998]. Éste es sólo 

un ejemplo de cómo una vía metabólica puede tomar otros caminos que son posibles debido a la existencia 

de los genes necesarios pero que no siempre se expresan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I-1. Ruta degradativa del tolueno en Pseudomonas putida. La vía orto cromosomal es una posibilidad 

siempre presente pero no se da naturalmente ya que la vía meta codificada en genes plasmídicos se activa junto 
con la vía superior. 
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El resultado de esto es la degradación total de los hidrocarburos o incluso de compuestos relacionados 

que comparten parte de su estructura química.  

Muchos microorganismos son capaces de utilizar aceites como fuente de carbono. En general, las grasas 

y aceites naturales se conforman de diversos ésteres de ácidos grasos y glicerol. Debido a la variabilidad que 

pueden tener los ácidos grasos respecto al número de átomos de carbono y la presencia de insaturaciones, 

se pueden presentar infinidad de moléculas distintas de grasas o aceites. De esta manera, la posibilidad de 

obtener carbono y energía a partir de estos compuestos se vuelve una invaluable característica adaptativa ya 

que así como son variados, también son abundantes por su procedencia.  

Las fuentes más comunes de aceites son las semillas, frutas o nueces de plantas mientras que las grasas 

son de origen animal. El hecho de que ambas fuentes sean biológicas hace que los compuestos sean 

biodegradables, por lo que su aparición en el ambiente no suele ser tan perjudicial como es el caso de los 

aceites sintéticos y semisintéticos. La actividad humana descarga grandes cantidades de estas sustancias 

como desechos de las refinerías o los mataderos e incluso las cantidades vertidas por estos últimos 

establecimientos se llega a superar por el descarte hogareño de los restos de comida. 

El primer paso en la degradación de aceites vegetales consiste en la ruptura enzimática de la unión 

éster entre los ácidos grasos y el glicerol (Figura I-2). Estas enzimas conocidas por los nombres de esterasas o 

lipasas son sintetizadas por un amplio rango de microorganismos así también como por plantas y animales. 

Entre los géneros bacterianos se destacan Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, 

Chromobacterium y Pseudomonas, siendo este último el más importante por ser fuente de lipasas de uso 

industrial [Gupta et al. 2004]. En el caso de los microorganismos, ya sean bacterias u hongos, las lipasas son 

extracelulares mientras que en los animales son principalmente producidas en glándulas que las liberan al 

sistema digestivo.  
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Sin embargo, la naturaleza hidrofóbica de los triglicéridos los hace ser poco biodisponibles y en 

consecuencia es necesaria la existencia de agentes emulsificantes u estrategias adaptativas para su 

captación por parte de los microorganismos. 

2. Agentes tensioactivos y surfactantes 

2.1. Generalidades 

 

Un agente tensioactivo es aquel que ejerce una acción o tiene actividad sobre la tension superficial o 

interfacial. En contraste, el término “surfactante” es un anglicismo del término un ingles surfactant que 

significa “agente activo de superficie”. En el sentido estricto ambas palabras no se refieren a lo mismo ya 

que un surfactante siempre disminuye la tension superficial mientras que un tensioactivo no. En el idioma 

español se emplean ambos términos como equivalentes aunque para que esto sea cierto se deba asumir que 

un tensioactivo es un agente que disminuye la tension superficial [Jean-Louis Salager, 2002]. 

Dada su actividad sobre las superficies e interfases, los surfactantes son sustancias con capacidad para 

aumentar la dispersión en agua de sustancias hidrofóbicas. Su principal característica química es la existencia 

de una porción polar, o hidrofílica, y una porción no polar, o hidrofóbica, que le permite formar micelas 

(aglomeración de moléculas de surfactantes con una estructura determinada) y emulsionar sustancias 

hidrofóbicas en medios predominantemente acuosos (Figura I-3). Cuando existe una mezcla de líquidos 

inmiscibles, los surfactantes se encuentran principalmente en la interfase en forma de una monocapa que 

expone la parte polar hacia la fase acuosa y la no polar hacia la fase hidrofóbica. Si la cantidad de 

Figura I-2. Ruta degradativa de los triglicéridos mediada por lipasas. 
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surfactantes es suficiente puede llegar a mezclar los líquidos logrando una emulsión de ambos.  El proceso 

de formación de dicha emulsión ocurre naturalmente cuando la concentración de surfactante es lo 

suficientemente alta como para superar lo que se conoce como “concentración micelar crítica”. Esta 

concentración se define como aquella a la cual un determinado agente tensioactivo forma de manera 

espontánea micelas en solución. Una vez formadas las micelas, el componente orgánico de la mezcla pasará 

a ubicarse dentro de ellas “solubilizándose” en la fase acuosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así es como muchos compuestos orgánicos pueden ser dispersados en agua o líquidos similares 

logrando la mezcla cuasi homogénea de ambos. La existencia natural de surfactantes se da en algunas 

plantas, en algas y en gran número de bacterias, siendo estas últimas las mayores productoras por su 

diversidad. En el caso de los microorganismos, la producción de surfactantes posibilita la dispersión de 

sustancias hidrofóbicas como aceites o hidrocarburos que eventualmente pueden ser captados y empleados 

como fuente de carbono y energía. Esta es una de las estrategias microbianas para incrementar la 

biodisponibilidad de sustancias inaccesibles. La liberación de tensioactivos se encuentra ligada a procesos de 

movilidad en superficies restrictivas y la correcta formación de biopelículas. Algunos trabajos vanguardistas 

en el tema dejaron en claro estas relaciones empleando mutantes carentes de los genes necesarios para la 

producción de biosurfactantes [Davey et al. 2003; Caiazza et al. 2005; Pamp and Tolken-Niesen, 2007]. La 

producción bacteriana de surfactantes puede ser inducida por condiciones tanto ambientales como 

nutricionales. Ambientales como la necesidad generar una biopelícula estable o nutricionales como la falta 

de una fuente de carbono sencilla y accesible. 

 

 

 

 

Figura I-3. Esquema de la estructura de surfactantes y micelas libres o asociadas a compuestos orgánicos. 
Tomado y adaptado de H. Rojas González, 2010. 
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2.1.1. Surfactantes de origen  sintético 
 

Los surfactantes de origen sintético poseen las características descriptas previamente, con cadenas 

carbonadas saturadas o insaturadas de entre 12 y 20 carbonos, pero se caracterizan por poseer una cabeza 

polar con grupos o estructura química atípicos en la naturaleza. Estas cabezas hidrofílicas permiten 

clasificarlos en cuatro grupos: Aniónicos, catiónicos, no iónicos y anfóteros.  

Los surfactantes aniónicos a su vez pueden clasificarse según su estructura química en 4 grandes 

grupos: a) alquil bencen sulfonatos; b) alquil sulfatos; c) alquil éter sulfatos y d) jabones. Todos ellos son 

estabilizados con soluciones de NaOH diluídas dando como producto sales de sodio. La Figura I-4 presenta la 

estructura química característica de los grupos mencionados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los principales usos de los surfactantes aniónicos son como detergentes, limpiadores multiusos, jabones 

para ropa, espumantes, jabones líquidos, aditivos para productos cosméticos, champús y pasta de dientes. El 

dodecil sulfato sódico (SDS) es uno de los alquil sulfatos (Figura I-4 B) más empleados en los laboratorios 

para ensayos y como control para el estudio de surfactantes naturales.  

Los surfactantes catiónicos (Figura I-5) tienen dos estructuras básicas basadas en nitrógeno, los sistemas 

mono alquil cuaternarios (Figura I-5A) y su modificación (Figura I-5B) que implica el agregado de un grupo 

éster y se denomina “Esterquats” (nombre en inglés sin traducción al castellano). 

Figura I-4. Estructura básica de los surfactantes aniónicos. A) Alquil bencen sulfonato; B) alquil sulfato; C) alquil 
éter sulfato; D) jabon. 
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Los surfactantes catiónicos se emplean generalmente como suavizantes de telas, principalmente los 

esterquats, mientras que algunos sistemas cuaternarios se emplean como desinfectantes por su fuerte 

actividad sobre las membranas celulares. 

Los surfactantes no iónicos son los más empleados en lavandería junto con los aniónicos. Su principal 

ventaja es que al no poseer carga no interaccionan con los iones de calcio y magnesio presentes en el agua 

dura. Químicamente son etoxilatos que se sintetizan haciendo reaccionar alcoholes grasos con óxido de 

etileno para formar éteres (ver Figura I-6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-5. Estructura básica de los surfactantes catiónicos. A) sistema alquil cuaternario. B) un esterquat 

Figura I-6. A) Estructura básica de un surfactante no iónico; B) representación de la interacción que se dan 
entre los surfactantes no iónicos y el agua; C) Tritón X-100, un surfactante de uso común en ensayos de 

laboratorio. 
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El uso más recomendado para los surfactantes no iónicos es como parte de los formulados para 

agroquímicos: herbicidas, fungicidas, defoliantes, fertilizantes, etc.  

Finalmente, los surfactantes anfóteros son aquellos que poseen tanto carga positiva como negativa en la 

cabeza polar y las mismas suelen estar dadas por iones de amonio cuaternario (carga positiva) y carboxilatos, 

sulfatos o sulfonatos como contraión. La Figura I-7 es un ejemplo de ellos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La alquil betaína tiene su aplicación principal en cosmética, productos de limpieza y cuidado personal por 

sus propiedades detergentes y espumantes. 

 

2.1.2. Surfactantes de origen natural 
 

Como ya se mencionó, no es inusual que existan surfactantes de origen natural en el ambiente. La 

mayoría de ellos cumple un rol fundamental en la adaptación y supervivencia de los organismos que los 

producen ya que permiten la adquisición de nutrientes, el secuestro de compuestos tóxicos o la correcta 

formación de estructuras multicelulares que favorecen la supervivencia. En la Tabla I-1 se resumen algunos 

surfactantes de origen natural y su procedencia [Daverey and Pakchirajan, 2011]. 

 

 

Figura I-7. Estructura química de la alquil betaína. 
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Tipo de surfactante Microorganismo referencia 

Ramnolípidos Pseudomonas sp., P. aeruginosa, 

Serratia rubidea 

Mulligan, 2005 

Soforolípidos Candida apícola, C. bombicola, C. 

lipolytica, C. bogoriensis, 

Wickerhamiella domercquiae, C. 

batistae, Pichia anomala 

Van Bogaert et al. 2007, 

Konishi et al. 2008, 

Thaniyavaran et al. 

2008. 

Lípidos de trealosa Arthrobacter paraffineus, 

Corynebacterium spp., Mycobacterium 

spp., Rhodococcus erythropolis, 

Nocardia sp. 

Cooper et al. 1981, 

Desai and Banat 1997, 

Mulligan 2005. 

Lípidos de celobiosa Ustilago maydis, U. zeae Desai and Banat 1997 

Surfactina Bacillus subtilis Arima et al. 1968, 

Cooper et al. 1981 

Ácidos micólicos Especies de Mycobacterium, Nocardia, 

Rhodococcus y Corynebacterium 

Shimakata et al. 1984 

Ácidos 

corinomucólicos 

Rhodococcus erythropolis Kretschmer et al. 1982 

Fosfolípidos Acinetobacter sp., Acidithiobacillus 

thiooxidans, Aspergillus sp. 

Beeba and Umbreit 

1971, Kappeli and 

Finnerty 1979 

Surfactina B. subtilis Arima et al. 1968 

Emulsán Acinetobacter calcoaceticus Rosenberg et al. 1979 

Liposán C. lipolytica  Cirigliano and Carman 

1984 

Alasán Acinetobacter radioresistens Barkey et al. 1999 

Lipopolisacáridos Acinetobacter calcoaceticus, 

Pseudomonas sp., C. lipolytica 

Mulligan, 2005 

Liquenisina A y B B. licheniformis Mulligan, 2005 

 

 

La composición química de estos surfactantes naturales es diversa y no se encuentra limitada o atada a 

unas pocas estructuras básicas como puede ser el caso de los surfactantes sintéticos. Químicamente se 

destacan los siguientes grupos: 

Tabla I-1. Diferentes tipos de surfactantes y los microorganismos que los producen. 
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 a) Glicolípidos: son combinaciones de mono-, di-, tri- o tetrasacáridos formados mayoritariamente por 

glucosa, manosa, galactosa, ramnosa y ácido glucurónico combinados con una cadena larga de ácidos 

alifáticos o ácidos hidroxialifáticos [Desai and Banat, 1997; Muthusamy et al. 2008]. 

 b) Lipopéptidos y lipoproteínas: moléculas cíclicas muy variadas en cuanto a los aminoácidos que las 

componen. 

 c) Ácidos grasos, fosfolípidos y lípidos neutros: al crecer en n-alcanos, diversas bacterias y algas producen 

estos surfactantes como producto de su oxidación. Entre otros productos pueden encontrarse ácidos grasos 

complejos con ramificaciones como por ejemplo los ácidos corinomucólicos (Rahman and Gakpe, 2008). 

d) Poliméricos: son generalmente heterosacáridos unidos a proteínas como por ejemplo el emulsan. 

e) Particulados: son vesículas extracelulares que emulsionan las sustancias hidrofóbicas.       

Entre todos los biosurfactantes hallados, son de suma importancia aquellos que pueden ser producidos 

por bacterias fácilmente cultivables ya que presentan una opción “verde” al uso de productos sintéticos 

potencialmente perjudiciales para el medio ambiente. Un ejemplo claro de esto son los ramnolípidos 

producidos por varias especies del género Pseudomonas.  

Los ramnolípidos son compuestos tensioactivos formados básicamente por ramnosa y ácidos grasos de 

entre 8 y 16 carbonos. Las moléculas de ramnosa pueden ser una o dos en cuyo caso se conectan por un 

enlace α-1,2-glicosídico donde el grupo 2-OH suele permanecer libre. Por otra parte, las cadenas de ácidos 

grasos pueden ser una o dos que se conectan entre sí por uniones ésteres que se dan entre los grupos β-OH 

de la cadena distal (en función del azúcar), y el grupo carboxilo de la cadena proximal (ver Figura I-8). Existen 

varias especies capaces de sintetizarlos y no necesariamente se encuentra un único congénere en cada una 

de ellas sino que se pueden encontrar mezclas de varios simultáneamente. La composición de la mezcla 

varía según la especie y el ritmo metabólico. Algunas fuentes de carbono pueden favorecer a uno u otro 

congénere siempre y cuando la especie tenga la posibilidad de sintetizarlas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I-8. Estructura química que los ramnolípidos típicos de Pseudomonas aeruginosa.  
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Si bien el género de bacterias más empleado para su producción es el de Pseudomonas por presentar 

varias especies fácilmente cultivables y con alta eficiencia de producción, también existen especies dentro 

de otros géneros que poseen la misma capacidad. Algunos ejemplos se presentan en la Tabla I-2 donde se 

indica también el grupo al cual pertenece cada especie. 

 

Especie Biosurfactantes producido 

Phylum: Actinobacteria, Clase: Actinobacteria 

Renibacterium salmoninarum Mono y di ramnolípidos 

Cellulomonas cellulans Glicolípido con ramnosa de estructura no identificada. 

 

Phylum: Firmicutes, Clase: Bacilli  

Tetragenococcus koreensis Congéneres de ramnolípidos sin identificar aún. 

 

Phylum: Proteobacteria, Clase: β-Proteobacteria 

Burkholderia glumae Rha-Rha-C14-C14, C12-C14 y C14-C16. 

B. pseudomallei Di ramnolípidos y combinaciones C12-C12, C12-C14, C14-

C14, C14-C16 y C16-C16. 

B. plantarii Rha-Rha-C14, Rha-Rha-C14-C14. 

B. thailadensis Congéneres de mono y di ramnolípidos con C12-C14, C14-

C14, C14-C16 y C16-C16. 

 

Phylum: Proteobacteria, Clase: γ-Proteobacteria 

Acinetobacter calcoaceticus Mono y di ramnolípidos con C10-C10. 

Enterobacter asburiae Mono y di ramnolípidos con C10-C10. 

Pantoea stewartii Mono y di ramnolípidos con C10-C10. 

Pseudomonas alcaligenes Mono y di ramnolípidos con C8-C10, C10-C10 y C10-C12. 

P. aeruginosa Mono y di ramnolípidos con cadenas variables de 

carbonos. 

P. fluorescens Congéneres de ramnolípidos sin identificar aún. 

P. putida Congéneres de ramnolípidos sin identificar aún. 

P. stutzeri Congéneres de ramnolípidos sin identificar aún. 

P. teessidea Mono y di ramnolípidos con C10-C10. 

  

 
Tabla I-2. Especies bacterianas productoras de ramnolípidos. 
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A pesar de lo complicada que pueda ser la identificación estructural de los ramnolípidos, queda en claro 

que su producción se encuentra bien distribuida entre varias especies bacterianas y que éstas no se 

encuentran ligadas a un único Phylum, clase o género. 

 La síntesis de los ramnolípidos comienza con la unión de dos cadenas de ácido β –hidroxidecanoico que 

luego son glicosiladas con ramnosa para dar el producto final.  

La cuestión a resolver aún es el origen de los componentes básicos que los forman ya que se sabe que los 

ácidos grasos se sintetizan de novo empleando la sintetasa de ácidos grasos tipo II (FAS II), pero no existe 

una relación directa entre esta vía y la síntesis de ramnolípidos. Una de las posibilidades mas aceptadas es 

que la proteína RhlA sea la encargada de captar los ácidos grados de la vía FAS II de manera preferencial para 

dirigirlos hacia la síntesis de surfactantes. 

Por otra parte, la ramnosa puede provenir de dos rutas, la vía catabólica a partir de glicerol o la vía de 

conversión biosintética que emplea la glucosa 6-P y por medio de la enzima AlgC (una fosfoglucomutasa) la 

convierte en glucosa 1-P, el primer sustrato necesario para la vía de síntesis de ramnosa. Esta última vía es 

probable cuando la glucosa forma parte de los nutrientes presentes en el medio. Sin embargo, otras fuentes 

de carbono resultan ser más eficientes para la producción de ramnolípidos.   

Al realizar una visión más amplia, se ha llegado a concluir que estas vías se relacionan directamente con 

las de síntesis de sustancias de reserva como los polihidroxialcanoatos y con moléculas señal de los sistemas 

de comunicación celular (quorum sensing) lo cual  explica, en parte, la regulación compleja de su síntesis [A. 

Mohammad abdel-Mawgoud et al., 2011]. En la Figura I-9 se esquematizan las relaciones de las vías 

metabólicas que intervienen en la síntesis de ramnolípidos. 
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Pese a la existencia de muchos trabajos en el campo del estudio de los surfactantes bacterianos y en 

particular de los ramnolípidos, el rol fisiológico de estos últimos no se encuentra del todo claro. Las 

funciones atribuidas a los ramnolípidos se basan principalmente en el conocimiento que se tiene de sus 

propiedades fisicoquímicas. Bajo esta premisa, la primer función deducible es la de favorecer la captación de 

sustancias orgánicas de alta hidrofobicidad. El ejemplo más claro es el de los alcanos lineales, cuya 

solubilidad disminuye con el aumento de su masa molecular. Es sabido que P. aeruginosa posee la capacidad 

de degradar alcanos de alto masa molecular y estos a su vez son una muy buena fuente de carbono, sin 

embargo, la disponibilidad de los mismos es muy baja en ausencia de surfactantes. La producción de 

ramnolípidos sin duda favorece la captación de n-alcanos [Beal and Betts,  2000; Noordman and Janssen 

2002] pero no necesariamente se producen con ese fin ya que se sabe que su síntesis se da aún en presencia 

de fuentes de carbono solubles como los azúcares. 

También se ha podido demostrar una función poco imaginada que es la de neutralizar el sistema inmune. 

En particular, se sabe desde hace décadas que las infecciones de P. aeruginosa en pacientes con fibrosis 

quística  se encuentra acompañada de alta producción de ramnolípidos [Kownatzki et al. 1987]. Pero su 

función específica se descubrió años después cuando  McClure and Schiller [1992; 1996] demostraron que 

éstos poseían la capacidad de lisar macrófagos  y en bajas concentraciones, de inhibir su respuesta 

fagocítica. 

Por otra parte, una propiedad de interés tanto biológico como comercial es su capacidad antimicrobiana. 

Se sabe que una mezcla de varios congéneres de ramnolípidos puede ser un antimicrobiano de amplio 

espectro. Puntualmente se ha descubierto que son efectivos contra especies dentro de los géneros 

Staphylococcus, Mycobacterium y Bacillus así también como a las especies Serratia marcescens, Enterobacter 

aerogenes y Klebsiella pneumoniae. Más aún también han sido testeados satisfactoriamente como 

inhibidores del crecimiento de hongos como por ejemplo Chaetomium globosum, Aureobacidium pullulans, 

Gliocladium virens, Botrytis cinerea y Rhizoctonia solanii [Abalos et al. 2001; Benincasa et al. 2004; Haba et 

al. 2003]. 

Una de las funciones más ampliamente estudiadas es la relación de los surfactantes con la movilidad en 

superficies restrictivas por su baja hidratación. Cabe destacar que son pocas las especies bacterianas capaces 

de desplazarse en estas condiciones, y muchas menos las que poseen la capacidad de sintetizar 

ramnolípidos. Sin embargo, los casos en que se presentan ambas características quedó demostrado que 

estos surfactantes son esenciales para que se manifieste la movilidad [Caiazza et al. 2005; Déziel et al. 2003; 

Köhler et al. 2000].  

Por último, la función que más ha motivado al estudio de los ramnolípidos por su importancia médica es 

la de favorecer la formación de biopelículas. Se sabe que los ramnolípidos están involucrados en varios 

puntos de las distintas etapas de la formación de biopelículas y que su ausencia genera estructuras 
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compactas sin microcanales y de poca resistencia en P. aeruginosa [Davey et al. 2003]. Por el contrario, 

existen especies como por ejemplo Salmonella typhimurium y Bordetella bronchiseptica en que el agregado 

exógeno de biosurfactantes tiene el efecto contrario y produce un desprendimiento prematuro de las 

biopelículas [Irie et al. 2005; Mireles et al. 2001]. Estos dos casos opuestos han dejado en claro que la 

presencia de surfactantes no siempre es necesaria e incluso puede ser desfavorable, lo que en un sentido 

más amplio podría ser determinante en la estructura de consorcios y ambientes con poblaciones mixtas. 

 

2.2. Aplicaciones de los biosurfactantes 

 

Los surfactantes microbianos poseen ventaja sobre los sintéticos actualmente empleados. En primer 

lugar, los surfactantes bacterianos son fácilmente producibles en reactores empleando materiales de bajo 

costo o remanentes de otras industrias como por ejemplo el glicerol. Son mucho menos tóxicos que sus 

equivalentes sintéticos y estables en el rango de temperatura y pH de los ambientes naturales. De hecho, la 

licuefactina de B. subtillis es estable hasta una temperatura de 50 °C y un rango de pH que va de 4 a 9. 

Poseen potente actividad como tensioactivos y por encima de todo, el interés en la producción de 

surfactantes naturales radica en el concepto de “amigables para el ambiente” que en los últimos años ha 

cobrado importancia a nivel mundial.  

Comercialmente, ya existen industrias a lo largo del mundo que se dedican a producir biosurfactantes y 

venderlos en cantidades que van desde gramos hasta toneladas (ver Tabla I-3). Entre los usos más 

destacados podemos mencionar: formulación de detergentes biodegradables, co-solventes para plaguicidas, 

formulaciones cosméticas, limpieza del medioambiente, recuperación de petróleo, aplicaciones 

farmacéuticas y recuperación de aceites entre otros [Okoliegbe and Agarry, 2012]. 
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Companía  Locación Producto/s Objetivo 

TeeGene Biotech Reino 

Unido 

Ramnolípidos y 

lipopéptidos 

Farmacéuticos, cosméticos, 

antimicrobianos e ingredientes 

contra el cáncer 

AGAE Technologies LLC Estados 

Unidos 

Ramnolípidos en 

soluciones:  grado 

técnico y de pureza 

grado HPLC/MS 

Farmacéutica, cosmética, 

cosmecéutica,  cuidado personal, 

biorremediación y recuperación de 

petróleo (EOR)  

Jeneil Biosurfactant Co. 

LLC 

Estados 

Unidos 

Ramnolípidos (en 

productos comerciales 

ZONIX™ y RECO™) 

Productos de limpieza industrial y 

EOR 

Paradigm Biomedical 

Inc. 

Estados 

Unidos 

Ramnolípidos Aplicaciones farmacéuticas 

Rhamnolipid 

Companies Inc. 

Estados 

Unidos 

Ramnolípidos Agricultura, cosmética, EOR, 

biorremediación, productos 

alimenticios, farmacéutica.  

Fraunhofer IGB  Alemania Glicolípidos, Lípidos de 

celobiosa 

Agricultura, geles de ducha, 

shampoos, farmacéutica. 

Cognis Care Chemicals China, 

Alemania, 

Estados 

Unidos 

Alquil-poliglucósidos 

APG®, Plantacare 1200 

GLY, Rheocare TTA. 

Formulación de productos de 

limpieza, geles de ducha, 

lavaplatos, detergentes de 

lavandería y agroquímicos. 

Saraya Co. Ltd Japón Soforolípidos Productos de limpieza e higiene. 

Ecover Belgium Bélgica Soforolípidos Productos de limpieza, cosmética, 

control de pestes, farmacéutica. 

Groupe Soliance Francia Soforolípidos Cosméticos 

MG Intobio co. Ltd Korea del 

Sur 

Soforolípidos Cuidado personal y belleza, 

aditamentos de baño 

Synthezyme LLC Estados 

Unidos 

Soforolípidos Productos de limpieza, cosmética, 

productos alimenticios, fungicidas, 

emulsificación de petróleo crudo 

Allied Carbon Solutions 

(ACS) Ltd 

Japón Soforolípidos Agricultura e investigación 

ecológica 

Henkel Alemania Soforolípidos, 

Ramnolípidos. 

Productos de limpieza de vidrios y 

lavandería.  

Lion Corporation Japón Sulfonatos de 

metilésteres 

Formulación de detergentes y 

productos de limpieza 

Lipo Chemicals Estados 

Unidos 

Lipomulse Luxe® Cuidado de la piel, formulaciones 

para el cuidado capilar, gomas 

naturales 

Kaneka Co. Japón Soforolípidos Cosmética y productos de baño. 

 

 
Tabla I-3. Empresas que comercializan surfactantes biológicos alrededor del mundo. 
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Como ya se mencionó, las aplicaciones abarcan varias ramas y ninguna de ellas es menos importante. En 

la agricultura se pueden emplear como parte del formulado de plaguicidas reemplazando a los actuales pero 

a la vez tienen la capacidad de favorecer la interacción entre los microorganismos y los diversos compuestos 

orgánicos presentes en el suelo. El resultado es una mejor y más rápida biodegradación de estos plaguicidas 

cuando se vuelcan en la matriz del suelo donde no deberían encontrarse. Incluso se ha descubierto que 

algunos lipopépidos poseen actividad tóxica por sí mismos y podrían ser buenos agentes de control de 

plagas como ser la mosca de la fruta [Mulligan, 2005].  Al mismo tiempo, cualquier contaminante de 

naturaleza orgánica puede ver incrementada su biodisponibilidad por lo que se volvería susceptible a la 

biodegradación. También pueden ser empleados en tratamientos de lavados de suelos o en “biopilas” donde 

su función primordial es la de movilizar el contaminante.  

Los biosurfactantes poseen además muchas potenciales aplicaciones en la medicina. Se sabe que varios 

biosurfactantes son buenos agentes antimicrobianos debido a que afectan las membranas de otros 

microorganismos que no sean el que los produce. Un ejemplo puntual de ello es el producido por B. circulans 

que es un potente biocida para muchos patógenos tanto Gram positivos como Gram negativos [Gharaei-

Fathabad, 2011]. Uno de los efectos menos esperados fue que ciertos glicolípidos pudieran ser buenos 

agentes antitumorales ya que, al exponer células animales a éstos, se vio inhibida la proliferación celular y 

favorecida la diferenciación [Krishnaswamy et al. 2008]. Por último, el control de infecciones puede hacerse 

por medio de biosurfactantes que afecten la formación de biopelículas. Estas estructuras pueden formarse 

no sólo en el momento de la infección efectiva sino también en la colonización de instrumental hospitalario. 

El efecto antiadherente de los biosurfactantes facilita la limpieza de equipos mientras que se ejercen las 

actividades antes mencionadas dando como resultado el control y eliminación de posibles patógenos.  

También se han encontrado otros usos en la industria alimenticia como ingredientes en alimentos 

procesados. Su principal función es estabilizar y dar textura a los alimentos con contenido graso o en otros 

casos pueden agregarse como conservantes por sus propiedades antimicrobianas. También pueden 

emplearse en la limpieza de equipos para evitar la acumulación de grasas y aceites en tubos y canaletas 

[Krishnaswamy et al. 2008]. En la industria cosmética también se utilizan como emulsificantes, espumantes, 

solubilizadores, agentes humectantes, repelentes de insectos, antimicrobianos, limpiadores, soluciones para 

lentes y aditivos para pasta de dientes, lápiz labiales y máscaras, entre otros. En la industria petrolera se han 

empleado tanto en la extracción como en el transporte así también como en la recuperación desde los 

tanques de almacenaje. También se han empleado biosurfactantes para la limpieza de depósitos 

favoreciendo la biodegradación de los restos y el tratamiento de zonas de extracción y zonas de derrames. 

En todos los casos, el uso combinado de biosurfactantes ya sea con microorganismos o con otros 

surfactantes ha incrementado de manera apreciable la eficacia de los procesos [Das y Mukherjee, 2007; 

Perfumo et al. 2010].  
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3. Mecanismos de comunicación bacteriana 
 

3.1. Quorum sensing 
 

A pesar de la naturaleza simple, en apariencia, que presentan los microorganismos, con los años se han 

descubierto gran cantidad de respuestas complejas así también como respuestas coordinadas en 

poblaciones microbianas. Estos fenómenos generaron curiosidad respecto a si existía comunicación a nivel 

unicelular como en los organismos eucariotas cuyas células son capaces de responder a estímulos 

provenientes de órganos u otras células como por ejemplo en el sistema inmune. 

Uno de los casos más emblemáticos en relación a este tema fue la observación de luminiscencia en Vibrio 

fischeri, una bacteria Gram negativa marina con capacidad de generarla cuando su densidad poblacional 

alcanza niveles por encima de cierto umbral. Este fenómeno se denominó quorum sensing (QS) debido a que 

el comportamiento de las bacterias pareciera depender de consenso dado por la población total. Gracias a V. 

fischeri se descubrió la existencia de las moléculas de comunicación cuyo rol asemeja al de las hormonas en 

los organismos pluricelulares, las acil homoserin lactonas (AHLs). Dichas moléculas cumplen la función de 

comunicar a las células bacterianas que habitan en un mismo nicho ecológico y desencadenar una respuesta 

específica poblacional. Es así como estas células poseen comportamiento multicelular y son capaces de 

responder de manera coordinada a una serie de situaciones de diversa índole. Desde la formación de 

biopelículas para la supervivencia hasta la producción de factores de virulencia para la infección de 

organismos se gobiernan por medio del quorum sensing, asegurando estrategias de adaptación eficientes y 

generalizadas para distintas situaciones. Pero no sólo las AHLs actúan como moléculas de comunicación, con 

el avance de las investigaciones en este campo se descubrieron muchas más moléculas de naturaleza 

química variada (Figura I-10) que fueron denominadas “autoinductores” por su rol sobre las células de una 

misma especie. 
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Existen varios tipos de AHLs y generalmente pueden desencadenar respuestas distintas en un mismo 

organismo. Si bien cada especie que las utiliza como moléculas señal produce un tipo de AHL particular, 

existe la posibilidad de que respondan a más de una variante química. Cuando la AHL detectada no es la 

específica de la especie, puede desencadenar la respuesta con eficiencia menor pero aún así funcional. Este 

fenómeno abre una nueva serie de posibilidades ya que permite comunicación cruzada entre diferentes 

especies e incluso géneros bacterianos. 

La variabilidad química de las AHLs se ve ejemplificada en la Tabla I-4 en donde también se numeran las 

especies bacterianas que las producen. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-10.  Estructura química de las moléculas señal de QS representativas. (A) N-acil homoserin lactona; (B) 
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona; (C) cis-11-metil-2-ácido dodecanoico de Xanthomonas; (D) 3-hidroxi-palmitato 

metil éster de Ralstonia; (E) y (F) dicetopiperazinas; (G) 2-isocapriloil-3R-hidroximetil-γ-butirolactona de 
Streptomyces; (H) (2S,4S)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofuran-borato (también conocido como 

autoinductor 2, AI-2). 
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No sólo las AHLs funcionan como moléculas de comunicación, también se han descubierto 

pseudoquinolonas (PQS) con la misma función en Pseudomonas aeruginosa [McNight et al. 2000] y 

pequeños péptidos (AIP) en las bacterias del grupo Gram positivas [Miller and Bassler, 2001]. De hecho,  las 

vías de comunicación dependientes de péptidos es, hasta donde se sabe, la única empleada en este último 

grupo y se diferencia de las vías dependientes de AHLs en que el inductor interacciona con un receptor de 

membrana que forma parte de un sistema de dos componentes el cual inicia una cascada de fosforilaciones 

para finalmente realizar la regulación a nivel génico.  

Uno de los modelos de QS más estudiados en el grupo de las bacterias Gram positivas es el de 

esporulación de Bacillus subtilis, que en contra de lo que se pudiera pensar, es la razón de que esta especie 

forme esporas y no la falta de nutrientes en el medio que habita [Miller and Bassler, 2001]. Se sabe que en 

condiciones de hambreado y baja densidad poblacional las bacterias de B. subtilis no esporulan, lo cual es el 

primer indicio de que existe algún otro motivo para que esto ocurra. En efecto, la presencia de dos péptidos 

Tabla I-4.  Variedad de AHLs y los organismos a partir de los cuales fueron aisladas por primera vez. 
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denominados ComX y CSF es la señal que desencadena la esporulación y permite a las bacterias sobrevivir en 

ambientes agotados.  

Otro caso emblemático en este grupo de bacterias es el de Streptococcus pneumoniae cuya virulencia se 

activa de manera similar a la esporulación de B. subtilis por medio de una proteína denominada CSP: un 

inductor que se une al receptor ComD el cual, junto con el regulador de respuesta ComE, desencadena la 

virulencia en esta especie [Nicola and  Sperandio, 2006]. 

Existen cuatro configuraciones elementales de los sistemas de QS que se resumen en la Figura I-11. En 

ella se esquematizan las diferencias que hay de un sistema a otro junto con las moléculas autoinductoras 

correspondientes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de las bacterias Gram positivas hay dos posibles sistemas (Figura I-11, esquemas A y B). En el 

primero de ellos (esquema A) el AIP es procesado dentro de la célula y  liberado al medio. Cuando la 

concentración de éste se incrementa por encima de un nivel umbral, es reconocido por un sistema de dos 

componentes y termina fosforilando al regulador de respuesta que actúa sobre el regulón de QS. En el 

segundo sistema (esquema B) el AIP es procesado fuera de la célula y vuelve a ingresar en su forma final 

para interactuar con un receptor y modular la expresión génica directamente. Por otro lado, los sistemas de 

las bacterias Gram negativas (Figura I-11, esquemas C y D) emplean moléculas pequeñas como las AHLs o 

autoinductores (AI) no peptídicos. En el esquema C se presenta la forma en que actúan las AHLs. Las mismas 

Figura I-11. Circuitos canónicos de quorum sensing. Autoinductores peptídicos (AIP) en bacterias Gram positivas 
por medio de (A) un sistema de dos componentes o (B) un factor de transcripción dependiente de AIP. Pequeñas 

moléculas de QS en bacterias Gram negativas por medio de (C) un sistema tipo LuxI/LuxR o (D) un sistema de 
señalización de dos componentes. Tomado de Rutherford & Bassler, 2012. 
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se liberan al medio para luego ser reconocidas por un receptor y actuar sobre el regulón de QS. En cambio, 

cuando intervienen los AI (esquema D) el mecanismo se parece al de las bacterias Gram positivas ya que 

emplea un sistema de dos componentes que fosforila un regulador de respuesta. 

Como ya se mencionó, los mecanismos de quorum sensing presentan una ventaja adaptativa en 

diferentes situaciones, sin embargo se ha descubierto que, en algunos casos, una pequeña subpoblación 

deficiente en sistemas de QS, es capaz de aprovecharse de los beneficios que este produce al resto de las 

bacterias a su alrededor. Estas células reciben el nombre de “cheaters”  por su capacidad de proliferar sin 

hacer ningún aporte al bien común de la población. En Pseudomonas aeruginosa, la presencia de una 

subpoblación mutante en el gen lasR genera un cambio importante en la patogenicidad [Sandoz et al. 2007], 

ya que las células deficientes del sistema de QS no son capaces de expresar los genes de virulencia pero 

crecen a costa de la infectividad de la población no mutante. En estas condiciones se vio que la población 

mutante es capaz de crecer más que la población salvaje debido a que toda la energía interna se emplea en 

el crecimiento en lugar de la expresión génica de sustancias ligadas a la virulencia. Por el contrario, las 

mutantes afectan negativamente al proceso de infección ya que su crecimiento disminuye la cantidad de 

autoinductores libres en el medio y, llegado cierto punto, las células salvajes dejan de expresar genes de 

virulencia por falta de consenso. Al incluir otros dos sistemas de QS en este estudio, C. Wilder y sus 

colaboradores (2011) demostraron que no cualquier mutación en ellos produce la misma respuesta. Los 

mutantes del sistema PqsR responden de manera similar a las mutantes LasR pero contrariamente las 

mutantes del sistema RhlR no poseen la misma ventaja sobre las cepas salvajes.  Los sistemas Las y Rhl se 

encuentran conectados y el estudio detallado de dobles mutantes en ensayos de competencia entre 

mutantes y cepas salvajes evidenció un fenómeno poco común en las bacterias, el control de las bacterias 

cheaters [Wanga et al. 2015]. Las mutantes LasR predominan en una población a largo plazo (2 a 3 semanas) 

dada su capacidad de aprovechar el QS de la cepa salvaje, sin embargo cuando la cepa inicialmente 

predominante es una mutante en el gen rhlR, las cheaters LasR son capaces de dominar la población en un 

tiempo máximo de 3 días. Esto indica que el sistema Rhl se encuentra ligado al control de sistema Las y es la 

forma en que las cepas salvajes ejercen control sobre las cheaters impidiendo su desarrollo. 

El uso de factores peptídicos da lugar a una forma de comunicación específica basada en la secuencia y la 

estructura única que da la secuencia aminoacidica. El caso de las bacterias Gram negativas es distinto ya que 

es un hecho que diferentes especies pueden compartir un mismo autoinductor como por ejemplo la 3-Oxo-

C6-AHL que controla la producción de carbapenem, exoenzimas y factores de virulencia en Erwinia 

carotovora  y la producción de exopolisacáridos en Pantoea stewartii. También está el caso de la C6-AHL que 

es producida y empleada por Aeromonas hydrophila, Chromobacterium violaceum, Burkholderia 

cenocepacia, Pseudomonas chlororaphis y Serratia liquefaciens MG1 entre otras [Williams, P. 2007]. Estos 

dos ejemplos dejan en claro que existe la posibilidad de comunicación inter especies aunque los roles de los 
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autoinductores sean distintos e incluso las bacterias mencionadas tengan pocas probabilidades de cohabitar 

un nicho ecológico [Williams, 2007]. 

La especificidad de los sistemas de comunicación basados en autoinductores asegura a las bacterias una 

clara interpretación de las señales recibidas e impide la detección de señales no específicas que podrían 

actuar generando “ruido” en el sistema. Dada la posibilidad de comunicación cruzada errónea, cada especie 

debe asegurar que esto no ocurra y la forma más sencilla para lograr ese ajuste fino es por medio de 

sistemas coexistentes en donde cada uno regula al otro asegurando la respuesta solo en los casos en que es 

requerida. En P. aeruginosa los dos sistemas conectados se denominan LasIR y RhlIR, ambos responden a la 

presencia de AHLs y lo particular de estos es que parecen estar “en serie” uno respecto del otro. Por otra 

parte, el caso modelo de sistemas múltiples en bacterias Gram positivas es el mencionado anteriormente de 

B. subtilis. En él, los autoinductores ComX y CSF poseen vías paralelas de acción y se relacionan entre sí para 

dar la respuesta final. 

El caso más raro de coexistencia de sistemas se da en la bacteria marina Vibrio harveyi. A diferencia de 

otras bacterias Gram negativas, V. harveyi no emplea el típico mecanismo tipo LuxI/LuxR. En su lugar se 

encontró un sistema complejo con características híbridas entre los de las bacterias Gram positivas y las 

bacterias Gram negativas (Figura I-12). El sistema en cuestión se basa en la presencia de dos autoinductores 

denominados  AI-1 y AI-2. AI-1 es una AHL cuya síntesis depende del locus LuxLM que no se parece en nada 

al LuxI de V. fischeri. AI-2 por su parte no es una AHL y según los estudios realizados [Schauder et al. 2001] se 

trataría de una furanona cuya síntesis depende de la proteína LuxS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura I-12. Sistema de quorum sensing en V. harveyi. El autoinductor I (AI-1) es AHL representada por los 
pentágonos rojos. El autoinductor 2 (AI-2) sería una furanona aquí representado con pentágonos verdes. 
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En el estudio metagenómico de diversas poblaciones se descubrió que el gen luxS involucrado en el 

sistema de quorum sensing de V. harveyi se encuentra presente en casi el 50 % de las especies cuyo genoma 

ha sido secuenciado. Si bien no siempre se han encontrado sistemas de quorum sensing en todas las 

especies portadoras del gen luxS, este hallazgo ha llevado a hipotetizar que puede existir comunicación inter 

géneros por autoinductores comunes a ellas [Waters and Bassler, 2005], en este caso el AI-2. 

El estudio del autoinductor AI-2 en diversas especies ha demostrado que en todas ellas se comparte la vía 

biosintética del mismo, por lo que se llegó a la conclusión de que esta molécula es realmente un punto 

común entre todas ellas.  La existencia de un lenguaje especifico con autoinductores propios de la especie y 

un lenguaje inespecífico con autoinductores comunes a varias especies redefine la idea de quorum sensing 

en donde las bacterias censan el estado poblacional. En realidad no sólo se reconoce a la población propia 

sino también a las poblaciones que cohabitan el medio dando como resultado capacidades tanto adaptativas 

como competitivas e incluso colaborativas [Schauder et al. 2001].   

  

3.2. Quorum quenching 

 

Junto con los sistemas de quorum sensing coexisten sistemas antagonistas que se han denominado 

quorum quenching. Estos sistemas se encargan de interferir con la comunicación bacteriana de diversas 

formas y pueden desempeñar un papel de suma importancia en la interacción de las bacterias con otros 

organismos que habiten el mismo nicho ecológico. Se sabe que existen especies de hongos capaces de 

degradar AHLs [Uroz and Heinonsalo, 2008] o incluso en mamíferos existe la posibilidad de degradar AHLs en 

células epiteliales o renales [Yang et al. 2005]. En estos casos el rol que cumplen los sistemas de 

interferencia es ambiguo y en su mayoría parecen responder a la prevención de infecciones bacterianas. Sin 

embargo, no son sólo los organismos eucariotas los que pueden emplear esta estrategia contra las bacterias 

ya que se han identificado moléculas y enzimas que interfieren el quorum sensing producidas por varias 

especies dentro de los géneros bacterianos Bacillus, Variovorax, Rhodococcus, Ralstonia, Sphingomonas, 

Klebsiella, Acinetobacter y Agrobacterium entre otros [Uroz et al. 2009]. Analizando todas las estrategias se 

ha logrado clasificar el quorum quenching en dos grupos, mediado por enzimas y aquel que emplea una 

molécula con estructura mimética a una AHL.  

 

3.2.1. Enzimas efectoras de quorum quenching 

 

Una de las formas más eficientes de interferir la comunicación bacteriana es por medio de enzimas que 

sean capaces de alterar de alguna forma el inductor, para ello existen 3 posibilidades: 
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a) Hidrólisis de lactona: El anillo lactona puede hidrolizarse por medios enzimáticos que semejan una 

hidrólisis alcalina. En ambos casos el producto es una acil-homoserina y puede revertirse acidificando el 

medio: 

 

 

 

                                          H+ 

 

b) Hidrólisis del enlace amida: Las enzimas denominadas AHL acilasas son capaces de romper el enlace 

amida generando un ácido graso y la homoserin lactona correspondiente. Esta hidrólisis es irreversible por lo 

que se diferencia sustancialmente de la anteriormente mencionada: 

 

 

 

 

 

c) Modificación de la cadena lipídica: Las AHL oxidasas o reductasas pueden reducir los grupos OH o 

incorporarlos a las cadenas alifáticas oxidándolas y cambiando la actividad de la AHL: 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.2. Factores miméticos de quorum sensing 

 

Los factores miméticos de quorum sensing son análogos de las AHLs que no desencadenan respuesta 

alguna. El origen de estas moléculas es variado y a grandes rasgos se los puede englobar en dos categorías: 

   

a) Productos  naturales: se han identificados moléculas naturales con semejanza química a las AHLs lo 

cual les permite interferir con su función e inhibir el quorum sensing (Figura I-13). Dichas moléculas no 

necesariamente provienen de bacterias sino que también se pueden producir en plantas superiores que son 

óxido-reductasa 

oxidasa 
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blanco de infecciones bacterianas o incluso en organismos menos ligados a estos sistemas como por ejemplo 

las algas rojas.  

 

b) Productos sintéticos: como una alternativa para controlar los procesos dependientes de AHL se han 

sintetizado compuestos antagonistas. La función principal para su estudio es la aplicación terapéutica para 

tratar infecciones. También se han propuesto aplicaciones para la agroindustria en el campo del control de 

enfermedades infecciosas de los cultivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El conocimiento del quorum quenching es una herramienta aplicada importante y su estudio es tema 

central de muchos trabajos llegando incluso a superar en publicaciones a aquellos que hablan de la 

comunicación bacteriana. El tipo de inhibición producido es sumamente importante ya que permite 

establecer la aplicación específica que se le puede dar a un nuevo compuesto aislado naturalmente. 

Además, la inhibición de la comunicación bacteriana de formas  naturales es el ideal que siempre trata de 

alcanzarse desde el punto de vista ecológico.  

 

3.3. Ventajas de la comunicación bacteriana 

 

3.3.1. En procesos naturales 

 

Dentro de cada especie en que se han detectado autoinductores, se ha visto que éstos tienen un 

determinado rol en la supervivencia del microorganismo o en su forma de vida. Dicho rol suele ser específico 

e irrepetible en otras especies sin importar que el autoinductor sea el mismo o comparta homologías en su 

estructura. Por ejemplo, las 6-oxo hexanoil homoserin lactonas desencadenan la luminiscencia en V. fischeri 

pero en Chromobacterium violaceum inducen la producción de violaceína, un antimicrobiano que elimina la 

competencia por parte de otras bacterias. También se pueden dar casos en que los sistemas de quorum 

sensing desemboquen en procesos similares pero con un fin totalmente distinto. Por ejemplo en P. 

aeruginosa, la expresión de factores de virulencia y formación de biopelículas infectivas se rigen por este 

Figura I-13.  Inhibidores del quorum sensing de fuentes naturales. (A) Furanona halogenada de Delisea pulchra; (B) 
Ácido penicílico de Penicillium; (C) Compuesto de sulfuro cíclico aislado de ajo; (D) Patulina de Penicillium y (E) L-

canavanina de Mendicago truncatula. 
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mecanismo y aseguran que la población sea lo suficientemente grande como para que la infección sea 

exitosa [Rybtke et al. 2011]. En cambio en V. cholerae, otra especie patógena, el mecanismo de quorum 

sensing es mucho más complejo y desemboca en la formación de biopelículas para su supervivencia en el 

ambiente hasta que sea posible infectar un organismo [Heithoff & Mahan, 2004]. Así es como dos sistemas 

de quorum sensing en especies distintas se involucran en la misma respuesta fisiológica global por caminos 

totalmente distintos y con consecuencias distintas.  

La producción de ramnolípidos en P. aeruginosa se encuentra regulada por dos sistemas de quorum 

sensing, el sistema rhl y el sistema las. Ambos sistemas se encuentran ligados como se describe en la Figura 

I-14 [Dusane, 2010] y además involucran a un tercer sistema dependiente de una pseudoquinolona, el 

sistema PQS, lo que nos da un total de 3 moléculas autoinductoras involucradas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es importante destacar que por medio de estos sistemas no sólo se producen ramnolípidos sino que 

existen además otras sustancias y procesos que se desencadenan en simultáneo. A pesar de esto, inducir la 

producción de ramnolípidos es posible por medio de los factores de quorum sensing relacionados a ellos. 

Figura I-14.  Representación esquemática de los genes las y rhl junto con las moléculas señal de quorum sensing en 
la producción de ramnolípidos por Pseudomonas aeruginosa. El sistema las produce activadores transcripcionales: 

LasR y LasI (PAI-1). Los genes rhlABRI dirigen la síntesis de la ramnosiltransferasa y los activadores 
transcripcionales RhlR y RhlI (PAI-2) que son responsables de la producción de ramnolípidos. El autoinductor PAI-1 

se une a LasR para formar el complejo LasR-PAI-1. Este complejo regula la transcripción de rhlR que produce la 
proteína RhlR que se une al PAI-2 para formar el complejo RhlR-PAI-2 responsable de inducir la transcripción de los 

genes rhlAB. Signos: (+) activación transcripcional y (-) represión de los genes involucrados. 



Introducción 
 

42 
 

La inducción exógena de biosurfactantes combinada a condiciones favorables para su producción natural 

llevaría a incrementar su producción en reactores, lo cual es sumamente importante económicamente en 

vista de la gran cantidad de patentes que se han presentado para dicho proceso en los últimos años. 

 

3.3.2. En aplicaciones biotecnológicas, ecológicas y medicinales.  

 

Los autoinductores, cualquiera sea su estructura química, se presentan asociados a fenómenos de 

comportamiento coordinado entre microorganismos. Hablar de su importancia en su supervivencia es un 

tema que requiere cuidado ya que los datos indican que en términos globales sólo el 7 % de los géneros 

clasificados dentro de las Clases α, β y γ del Phylum Proteobacteria son productores de autoinductores 

[Manefield and Turner, 2003].  

Los microorganismos son ampliamente utilizados en diversas industrias, ya sea como productores de 

biomoléculas o como degradadores o secuestrantes de sustancias tóxicas en plantas de biotratamiento. 

En referencia a esta última aplicación se puede mencionar el uso de barros activados para el 

biotratamiento de desechos industriales. Estos barros se componen principalmente de un consorcio 

bacteriano incluido en una matriz de sustancias extracelulares producidas en su mayoría por lisis celular y 

partículas del agua de desecho adsorbidas [Frolund et al. 1996]. Dentro de este consorcio, la presencia de 

autoinductores es esperable y un hecho que se ve acompañado de productos celulares que suelen estar 

asociados a su presencia. Las lipasas, quitinasas, elastasas y celulasas son enzimas comunes en los barros 

activados y por lo tanto son una buena fuente de éstas, pero la regulación e inducción de su síntesis en estos 

sistemas es poco estudiada según algunos autores [Gassesse et al. 2003; Yu et al. 2007].  

El control de las AHLs presentes en un barro activado podría ser el punto de partida para mejorar la 

producción de enzimas. De esta manera, empleando un enfoque global, se puede mejorar el empleo de 

reactores de biotratamiento combinando el control de las condiciones físicas, los nutrientes y la producción 

de enzimas endógenas por medio del manejo de los autoinductores [Chong et al. 2012]. Este tipo de control 

simplificaría la necesidad de emplear bacterias genéticamente modificadas para producir algunas enzimas o 

potenciar la capacidad degradativa sobre ciertos compuestos. 

Se ha propuesto también que el empleo de las enzimas degradadoras de AHLs pueden ser una alternativa 

contra las infecciones resistentes a antibióticos [Chen et al. 2013; Bhardwaj et al. 2013]. Si un organismo 

patógeno emplea AHLs como intermediarios para una respuesta infecciosa, podrían emplearse tratamientos 

basados en enzimas disruptoras del quorum sensing para frenar la infección. Alternativamente podrían 

emplearse moléculas miméticas que interactúen con los receptores del autoinductor sin dar respuesta 

alguna. Un ejemplo aplicado de esto es el caso de P. aeruginosa en donde LasR es el blanco preferido para  

posibles terapias inhibidoras del quorum sensing debido a su ubicación en la cascada de señales que 
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concluyen en la producción de factores de virulencia. Una serie de inhibidores competitivos que se resumen 

en la Tabla I-5 han sido reportados como posibles compuestos para tratamiento de infecciones. Todos ellos 

son modificaciones de la 3-Oxo-dodecanoil-AHL tanto en el anillo de lactona como en el residuo acilo. Una 

de las ventajas que presenta la modificación es que algunas sustituciones como por ejemplo el reemplazo de 

la lactona por una tiolactona le confiere a la molécula estabilidad dentro de sistemas biológicos. Otro posible 

blanco es el receptor RhlR que ha demostrado en algunos casos afectar en simultáneo a LasR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Por otra parte, cabe destacar que incluso los autoinductores peptídicos pueden ser blancos de terapias. 

Un ejemplo claro de esto son las infecciones por S. aureus. En esta especie existen 4 grupos de 

autoinductores (AIP) que pueden funcionar como blanco para el tratamiento contra infecciones. Debido a la 

naturaleza proteica de los AIPs en principio se pensó en su supresión por medio de anticuerpos específicos. 

Sin embargo estos autoinductores son antígenos muy pobres y se requieren modificaciones para poder 

emplear anticuerpos como tratamiento contra las infecciones dependientes de AIPs [Park et al. 2007]. Por el 

Tabla I-5.  Acil homoserin lactonas de P. aeruginosa y sus posibles interferentes. 
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contrario, la presencia de AIPs homólogos inhibe el quorum sensing y para esto se han generado una serie de 

AIPs alternativos que se muestran en la Figura I-15 y funcionan como interfentes de la comunicación 

bacteriana. Este tipo de tratamientos podría ser más efectivo que el propuesto por medio de anticuerpos 

monoclonales [Rutherford & Bassler, 2012]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De la misma manera, podrían emplearse estrategias similares para las infecciones de plantas aunque con 

ciertos recaudos ya que los sistemas abiertos al ambiente son complejos y con una diversidad microbiana 

que debe ser contemplada al momento de diseñar tratamientos como el propuesto anteriormente. 

 

4. Movilidad bacteriana 

 

Como es de esperar, el ambiente que habita un microorganismo condiciona la forma en que éste 

prolifera. Para un determinado microorganismo, su proliferación en los medios acuosos suele ser mayor que 

los medios sólidos o semisólidos. La posibilidad de desplazarse en el caso de las bacterias móviles supone 

una ventaja al momento de obtener nutrientes y, sumado a esto, existe la posibilidad de direccionar el 

sentido del desplazamiento en busca de zonas óptimas para su desarrollo. Estos procesos se conocen como 

swimming y quimiotaxis. El swimming es un proceso casi independiente del ambiente siempre que éste sea 

acuoso y se describe como un ramdon walk o movimiento al azar a través del mismo. Se caracteriza por 

breves momentos de avance lineal y fracciones de segundo en que se produce un cambio de dirección. Por 

otra parte  la quimiotaxis responde a una serie de factores, ya sean químicos o físicos, que desencadenan 

una respuesta celular específica ligada a la supervivencia del microorganismo. En los casos de quimiotaxis 

Figura I-15. Autoinductores de S. aureus y sus posibles modificaciones: Autoinductores truncados, modificados por 
sustitución e híbridos. 
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positiva, el microorganismo se dirige hacia un elemento que denominamos genéricamente “atractante” y 

puede ser una fuente de carbono, oxígeno o cualquier elemento que fuera detectado por receptores 

celulares y favoreciera el desarrollo de la célula. Incluso aunque no existieran receptores específicos, la 

quimiotaxis positiva podría ocurrir como consecuencia de la producción de energía celular lo que pasaría a 

denominarse energytaxis. Contrariamente, el caso de la quimiotaxis negativa es básicamente la huída 

desencadenada por la presencia de una sustancia tóxica o un ambiente nocivo para la vida y, como regla 

general, si existieran las dos posibilidades, ésta terminaría predominando sobre la positiva. Físicamente es la 

presencia de una única estructura celular la que permite el swimming y la quimiotaxis: el flagelo. El flagelo es 

una estructura proteica que por medio de la rotación dependiente de una fuerza protón-motriz es capaz de 

impulsar la célula por el medio acuoso y la alternancia de dirección en su rotación es la causante del 

direccionamiento en la movilidad. Cuando uno o más flagelos giran en sentido horario la célula avanza en 

línea recta, mientras que el giro antihorario produce un cambio abrupto de dirección que orienta el 

microorganismo dándole una nueva dirección y otro sentido antes de la siguiente etapa de avance lineal. La 

duración de cada etapa o la frecuencia con que se produce el cambio de sentido es la esencia de este tipo de 

movilidad y lo que determina un movimiento azaroso o el avance direccionado por el medio. 

En medios restrictivos y con poca humedad, algunos grupos bacterianos pueden valerse de otro apéndice 

para moverse. Los pili tipo IV son apéndices que por medio de su polimerización y despolimerización puede 

generar el movimiento de las células simulando ser una especie de “látigo”. Este tipo de movilidad se 

denomina twitching y entra en una categoría superior que es la de la movilidad por deslizamiento (del inglés 

gliding) a pesar de haber una estructura celular específica para ello. El otro tipo de movilidad que se engloba 

en esta misma clase es la que le da nombre al grupo taxonómico y se conoce como gliding propiamente 

dicho. Esta se realiza por medio de la expulsión de una sustancia mucosa a través de canales de la superficie 

celular. 

En el caso en que existan sustancias tóxicas en el ambiente, las bacterias pueden tolerarlas, resistirlas o 

simplemente migrar lejos de ellas. Si bien la migración parece ser la respuesta menos perjudicial para el 

microorganismo, que se produzca o no dependerá de factores externos como ser la existencia de fuente de 

energía que alimenten a la maquinaria del movimiento o las condiciones del medio como su fluidez o el pH. 

Por otra parte, un contaminante no tiene que ser necesariamente tóxico para la población microbiana 

existente. Ciertos contaminantes, en especial los hidrocarburos, pueden ser degradados por ser una buena 

fuente de carbono cuando no haya otra disponible. Es así que existen algunos géneros bacterianos capaces 

de migrar hacia la fuente de contaminación y favorecer la degradación de los compuestos provenientes de 

ella. Esto podría considerarse beneficioso en los casos en que se desea eliminar un contaminante por 

métodos naturales y sin necesidad de tratamientos ex situ.  
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Cuando el medio posee un grado de hidratación intermedia de manera que no permita a las bacterias 

moverse por swimming, entra en juego otra forma de desplazamiento. Los microorganismos que viven en 

medios restrictivos físicamente han desarrollado diferentes formas de movilidades, dependientes de flagelos 

o no, según el grupo bacteriano y sin duda uno de los casos más significativos es el del swarming.  

El swarming es un tipo particular de movilidad que involucra cambios en la expresión génica y todo un 

proceso de diferenciación celular. Fue estudiado y bien descripto en géneros como Escherichia, 

Pseudomonas y Proteus mientras que sólo se registró a modo de observación en los géneros Vibrio, Bacillus, 

Clostridium, Rhodospirillum y Yersinia. Está ligado a condiciones restrictivas del medio ambiente, las que no 

permiten a las bacterias realizar el swimming típico y sencillo que sólo depende de la presencia de flagelos. 

En estos casos es posible que el desplazamiento se produzca en la superficie del mismo y para que esto 

ocurra deben modificarse ciertas características de la célula induciendo, así, una nueva y particular 

morfología. En primer lugar, el swarming es un tipo de movilidad grupal y rápida, las bacterias se mueven en 

conjunto impulsándose unas en otras para lograr desplazarse a un ritmo constante y considerable por lo que 

además se concluye que debe existir un alto grado de coordinación entre células. El punto crucial reside en 

que cada bacteria sufre una verdadera diferenciación celular: genera una nueva batería de flagelos y pasa a 

tener forma de bacilo alargado lo cual le permite acomodarse mejor antes de comenzar el movimiento 

(Figura I-16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lógicamente, tanto la diferenciación como la migración requieren de una cantidad grande de energía por 

lo que el medio debe ser rico en nutrientes aunque no en variedad. Dicha energía es empleada no sólo para 

la diferenciación inicial sino también para el movimiento en sí mismo. La maquinaria flagelar aumenta en 

número y proporcionalmente lo hace la energía necesaria para mantenerla activa. De esta manera el 

swarming no sólo depende de factores físicos sino también del metabolismo activo. Contrariamente a lo que 

se pensaría, se ha demostrado en Salmonella entérica serovar typhimurium [Kim y Surette, 2004] y en P. 

mirabilis [Armbruster, 2013; Armitage, 1981] que el metabolismo se encuentra alterado y la energía 

necesaria para la división celular es independiente de aquella usada para el swarming. Así se obtienen tasas 

Figura I-16. Morfología de células de Bacillus cereus en fase de swarming: (a) Colonia en agar triptona (1%  agar), 
(b) células elongadas y (c) células hiperflageladas. Senesi, S. et al. 2002. Morfología de las colonias de R. 

taiwanensis M2 en fase de swarming: (d) Colonia en agar nitritivo B (0,4% agar) y (e) Borde de colonia vista al 
microscopio óptico aumento de 40X. Barrionuevo & Vullo, 2012. 
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metabólicas diferentes a las de las células que se mueven por swimming y todo el caudal energético se 

destina a la movilidad antes que al crecimiento. 

Naturalmente existen distintos patrones de swarming que dependen de la especie en cuestión y en 

ciertas ocasiones de la presencia de diferentes compuestos en el medio de soporte. La Figura I-17 presenta 

patrones básicos: 

 

 

 

 

 

 

 

 

Si bien son característicos de cada especie, puede ocurrir que una misma cepa en diferentes condiciones 

ambientales pueda moverse presentando diferentes patrones. Estas condiciones pueden ser tanto físicas 

como químicas ya que la viscosidad del medio o la presencia de determinadas sustancias químicas naturales 

o sintéticas han demostrado ser factores determinantes en el fenómeno mencionado. 

Lógicamente, un medio viscoso o sólido posee poca hidratación y no es errado pensar que la presencia de 

sustancias “lubricantes” podría favorecer la movilidad de las bacterias. Efectivamente, las bacterias capaces 

de realizar swarming son, además, productoras de biosurfactantes que permiten la movilidad disminuyendo 

la tensión superficial del medio y mejorando la interacción entre células. Diversos trabajos llegaron a 

demostrar que la producción de surfactantes es condición indispensable y se sabe que sin ellos las bacterias 

pierden este tipo de movilidad aún cuando sufren el resto de las transformaciones morfológicas necesarias. 

El uso de mutantes confirmó esta relación y de hecho se llegó a demostrar que agregar surfactantes 

sintéticos al medio de soporte restableció el fenotipo salvaje [Nozawa et al. 2007; Takahashi et al. 2008]. El 

resultado de estos experimentos se traduce en una conclusión sencilla pero importante: la relación entre 

swarming y surfactante no es específica e inalterable. Si se desea favorecer el swarming y los procesos 

asociados a éste, bastará con suministrar un surfactante de cualquier origen y por cuestiones de 

conveniencia ecológica podría ser uno natural en lugar de uno sintético. 

Si bien la adquisición de nutrientes  es primordial y en muchos casos el fin fundamental de la movilidad, 

también se sabe que la formación de estructuras complejas como las biopelículas pueden depender del 

swarming y la producción de biosurfactantes. De una manera directa, la alteración en alguno de estos dos 

factores incide sobre la estructura de las biopelículas ya sea cambiando su morfología o retrasando su 

formación. 

Figura I-17. Patrones de formación de swarming. (a) Regular: B. subtillis 3610, (b) Blanco de tiro: Proteus mirabilis 
PM7002, (c) Dendrítico: P. aeruginosa PA14, (d) vortex: Paenibacillus vortex V, (e) mutante no móvil de B. subtillis 

3610 y (f) supresora de la mutante anterior. Kearns, 2010. 
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5. Biopelículas 

 

5.1. Condiciones comunes para el desarrollo  

 

Entre los procesos más importantes para la vida microbiana se destaca la formación de biopelículas. Éstas 

se definen como estructuras organizadas semejantes a los tejidos celulares en los organismos pluricelulares 

y cumplen una función crucial en la vida de los microorganismos. El desarrollo de las biopelículas se puede 

dar sobre distintas superficies, ya sean naturales como las microcavidades de un órgano o sintéticas como un 

catéter. En ambientes hostiles para los microorganismos pueden darse en todo tipo de superficies, como 

piedras, plantas o interfases entren sistemas acuáticos y terrestres. En algunas especies del género 

Pseudomonas, la formación de biopelículas se da cuando la población bacteriana alcanza la densidad 

suficiente y se pone en marcha un sistema de quorum sensing que desencadena la producción las sustancias 

indispensables para la matriz. En Vibrio cholerae involucra un mecanismo de quorum sensing pero a 

diferencia del de P. aeruginosa la formación de biopelículas se encuentra reprimida continuamente y el 

sistema de quorum sensing detiene esa represión (Figura I-18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 No sólo en las bacterias Gram negativas se relaciona la formación de biopelículas con autoinductores. En 

algunas especies patógenas como Streptococcus pneumoniae, un representante muy estudiado de las 

Figura I-18. Diagrama de las dos vías de control de formación de biopelículas en V. cholerae. A) En la Vía EI se 
conectan los sistemas CAI-1 y AI-2, cuando los autoinductores alcanzan cierto nivel se reprime HapR que es el 
represor de la virulencia y la formación de biopelículas. B) En la vía CI el sistema VieSAB altera directamente la 

concentración de c-di-GMP e induce la virulencia. 
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bacterias Gram positivas, un sistema de quorum sensing dependiente de un autoinductor denominado CSP 

es primordial para el desarrollo de biopelículas durante la infección a los tejidos y órganos. 

La formación de biopelículas representa diferentes ventajas adaptativas dependiendo de la especie y 

tiene diferentes condiciones que favorecen su formación. Por ejemplo, Clostridium phytofermentans es una 

especie capaz de degradar lignocelulosa [Tolonen et al. 2011] y la formación de biopelículas se da en dicho 

contexto facilitando la degradación de los compuestos celulósicos. 

 En V. cholerae en donde la vida acuática representa gran parte de su ciclo de vida, la formación de 

biopelículas se da por medio de la producción de exopolisacáridos (EPS) en una etapa de transición entre la 

vida móvil y la vida sésil [Heithoff y Mahan, 2004]. Las células flageladas se aproximan a una superficie e 

interaccionan entre sí por medio de autoinductores y, de manera simultánea, por sus flagelos. El resultado 

es la pérdida de los apéndices y la producción de EPS que comienza con la formación de la biopelícula.  

En el caso de los patógenos de mamíferos como Helicobacter pylori, P. aeruginosa y S. pneumoniae, las 

biopelículas son una forma de facilitar la infección y la expresión de factores de virulencia, que además 

funcionan como estructuras de resistencia contra el sistema inmune y los antibióticos. Los organismos 

superiores que son susceptibles a infecciones presentan sistemas inmunes comprometidos y condiciones 

fisiológicas que de alguna manera permiten la formación de biopelículas infectivas.  

En la naturaleza, la presencia de contaminantes o la falta de nutrientes son el disparador para la 

formación de biopelículas protectoras. Las bacterias encuentran estas estructuras como una forma de 

supervivencia grupal.    

 

5.2. Ciclo de formación y maduración 

 

La formación de las biopelículas es un proceso dinámico que se da por etapas con características bien 

definidas (ver Figura I-19): 1) adhesión reversible, es la etapa en la cual la bacteria se pega por medio de 

apéndices a la superficie o bien interacciona con ella por medio de su cubierta y las propiedades físicas que 

comparten como por ejemplo la polaridad. 2) adhesión irreversible promovida por la secreción de 

exopolisacáridos u otras sustancias que forman una matriz extracelular. 3) formación de microcolonias que 

le dan la arquitectura a la biopelícula generando canales de circulación de nutrientes y excreción de 

desechos. 4) maduración de la biopelícula dando lugar a una estructura estática, sin crecimiento y con 

arquitectura definida. 5) liberación de células para colonización de nuevos nichos. 
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Durante estas etapas, la movilidad juega un rol fundamental en la iniciación y expansión de la biopelícula 

mientras que la presencia de surfactantes aporta a la arquitectura correcta que permite la formación de 

canales para nutrientes y la dispersión de las células en la última etapa de desarrollo [Pamp and Tolker-

Nielsen, 2007]. 

 

5.3. Aplicaciones y fenómenos asociados a la formación de biopelículas 

 

Para la vida de las bacterias, la formación de biopelículas posee ciertas ventajas que superan a la 

capacidad celular individual [Kokare et al., 2009]: 

 1) Protege a los microorganismos de cualquier compuesto nocivo para su crecimiento. La producción de 

exopolímeros genera una cubierta contra muchos agentes como por ejemplo los cationes metálicos y los 

antibióticos, además de factores ambientales como cambios de pH, radiación UV y cambios osmóticos. 

 2) Incrementa la disponibilidad de nutrientes. Los canales internos de las biopelículas favorecen la 

migración de nutrientes hacia las células más internas y la salida de metabolitos tóxicos fuera de la 

estructura. En el caso de los compuestos hidrofóbicos se mejora la interacción de los mismos con las 

bacterias dentro de los canales y se incrementa su tiempo de exposición a las mismas. En las biopelículas 

mixtas aumenta la relación entre individuos y el intercambio de metabolitos mejorando la capacidad 

degradativa para ciertas moléculas complejas como podrían ser las de los hidrocarburos. 

 3) Facilita el intercambio de material genético entre individuos de una población y modula la expresión 

génica. En las biopelículas de P. aeruginosa se produce ácido algínico como parte de la estructura la matriz y 

se reprime la expresión génica que da lugar a la formación de flagelos. Por otra parte, en presencia de 

diferentes poblaciones, el material genético que forma parte de la estructura y que se desplaza por los 

microcanales está disponible para cualquier bacteria.  

Figura I-19. Diagrama representativo de las etapas de formación y maduración de una biopelícula tal y como se 
describe en el cuerpo del texto. 



Introducción 
 

51 
 

4) Mantiene la hidratación cuando el ambiente sufre periodos de sequía de manera tal que se aminora el 

estrés celular.  

Tambien se pueden numerar ventajas y desventajas para las actividades humanas: 

1) Ventajas: 

Las biopelículas pueden aprovecharse en procesos de bioremediación principalmente de residuos 

industriales o municipales empleando reactores. Los reactores basados en biopelículas bacterianas se 

pueden clasificar según la forma en que las emplean siendo los más relevantes los denominados BFD (biofilm 

fluidized bed), USB (Upflow sludge blanket), EGSB (Expanded granular sludge blanket) y BAS (Biofilm airlift 

suspension)[Das, N. et al. 2012]. 

Por medio de estos biorreactores es posible eliminar sustancias peligrosas para el ambiente como por 

ejemplo hidrocarburos lineales y aromáticos, xenobióticos, metales, herbicidas, plaguicidas y sustancias 

hidrofóbicas biodegradables como las grasas y aceites de las industrias alimenticias. 

También pueden emplearse biopelículas en reactores de producción de compuestos de origen 

microbiano lo cual facilita su recuperación sin interferencias de la biomasa en el proceso. Un claro ejemplo 

de esto es la producción de celulosa bacteriana empleando Acetobacter xylinum [cheng et al. 2009]. 

2) Desventajas: 

Las biopelículas infectivas son una forma de supervivencia que puede darse en diversas situaciones y 

sobre matrices variadas. En la naturaleza comienzan sobre las superficies de los organismos que infectan 

como por ejemplo las raíces, frutos de las plantas o en estructuras de animales como ser los ojos, la boca o 

los oídos. En los establecimientos médicos es común que aparezcan en las superficies sintéticas de los 

catéteres desde los cuales migran al organismo para realizar la infección definitiva. También se han 

encontrado en prótesis cardíacas post implantación.  

Para la industria alimenticia las biopelículas presentan un grave problema ya que permiten a las bacterias 

sobrevivir en las plantas de elaboración y, una vez en los alimentos, a los conservantes empleados. 

Inicialmente las biopelículas se forman en las superficies hidrofóbicas de la maquinaria, las bocas de las 

canillas e inyectores de agua y en los ductos de aire. De esta  manera resisten a los desinfectantes hasta 

entrar en contacto con nutrientes o poder colonizar materia orgánica. Los microorganismos más frecuentes 

en la contaminación de alimentos son Listeria monocytogenes, y algunas especies de los géneros 

Pseudomonas, Bacillus y Salmonella [Kumar y Anand, 1998; Chmielewski y Frank, 2003]. 

 

 

 

 

 



Introducción 
 

52 
 

6. Relación entre la movilidad, la comunicación bacteriana, las biopelículas y los biosurfactantes.  

  

Hasta aquí se han mencionado diferentes procesos y fenómenos del mundo bacteriano. En la descripción 

realizada también se ha dejado entrever que existe una conexión explícita que los relaciona de tal manera 

que es posible trazar un único hilo conductor entre todo lo expuesto. 

A grandes rasgos, la movilidad bacteriana permite una forma de vida activa y que no sólo favorece la 

búsqueda de nutrientes sino también la supervivencia en presencia de contaminantes. Dichos 

contaminantes pueden ser tóxicos para los microorganismos o bien pueden ser fuente de alimento según 

sean las capacidades degradativas de la especie en cuestión y la naturaleza química del compuesto.  

Poseer la capacidad de moverse libremente les da a las bacterias la posibilidad de reunirse en sitios 

favorables para el crecimiento o la protección contra distintos factores ambientales. Como ya se ha 

mencionado, ciertos grupos de bacterias producen de forma constitutiva pequeñas cantidades de sustancias 

denominadas autoinductores. Estos autoinductores sólo pueden generar una respuesta si se encuentran en 

cantidad suficiente, lo cual ocurre en los lugares en que la población bacteriana alcanza altas densidades ya 

sea por crecimiento o por convergencia de las bacterias que se mueven libremente reunidas en respuesta a 

algún estimulo, sea positivo o negativo. 

Más allá del fin que pueda tener la formación de una biopelícula, ésta siempre empieza con la reunión de 

una gran cantidad de células. Los autoinductores entran en juego y el quorum sensing toma el centro de la 

escena. En las primeras fases de la formación de biopelículas se sintetizan sustancias primordiales para la 

matriz que luego la contendrá y se sabe que dicha síntesis se debe en parte a la inducción por medio de 

autoinductores. Cada especie tendrá  su propia batería de sustancias extracelulares y en cada caso la función 

de los autoinductores será específica pero como ya se explicó, la falta de los mismos en algunos patógenos 

suele ser la diferencia entre infectar o no. 

Durante el proceso de maduración de biopelículas, en algunas especies como por ejemplo Pseudomonas 

aeruginosa, la producción de biosurfactantes es primordial ya que permite a las células desplazarse por 

swarming logrando su expansión. Por otra parte, se sabe que los ramnolípidos favorecen la formación de 

microcanales que mantienen hidratada a la biopelícula y dejan difundir los nutrientes hasta las células más 

internas. La ausencia de surfactantes genera biopelículas compactas y poco resistentes.  

Así como en una especie el quorum sensing es el responsable de la formación de biopelículas, en otras es 

la señal para su disrupción. La liberación de las células desde la matriz de sustancias extracelulares y su 

retorno a la vida móvil del ambiente es el cierre del ciclo en que todos los procesos hasta aquí descriptos se 

ven involucrados y son producto y consecuencia los unos de los otros. 

Las relaciones mencionadas se repiten en varias especies y hace inevitable pensar que el estudio de 

cualquiera de los fenómenos mencionados no puede dejar de lado los otros. Encontrar un nexo no siempre 



Introducción 
 

53 
 

es fácil o posible. Cuando esto se logra se tiene una visión global e integradora que, a futuro, puede permitir 

el manejo de aquellas características foco de interés en aplicaciones tanto clínicas como ambientales. 

En este trabajo se busca obtener surfactantes naturales a partir de cepas autóctonas presentes en sitios 

contaminados, en particular, con metales de relevancia ambiental. Dada la relación entre surfactantes, 

comunicación bacteriana, movilidad y formación de biopelículas, se buscó hacer un análisis integrador de las 

características mencionadas en pos de aplicarlas en nuevas tecnologías futuras. 

Cuando se poseen indicios de que una cepa es productora de biosurfactantes es lógico pensar que éstos 

tienen una función biológica específica. Los ejemplos expuestos indican que este rol no está definido de 

forma global sino que puede cambiar de especie en especie. Es necesario entonces que se tengan en cuenta 

las posibilidades que emerjan incluso de los resultados más básicos como puede ser el cambio de la tensión 

superficial de un medio de cultivo o la espuma que se produce en el mismo cuando se agita. 

Estudiar la producción de surfactantes involucra estudiar la formación de biopelículas cuando éstas se 

presenten. De la misma manera es importante la búsqueda de mecanismos de comunicación ya que en 

algunas especies ambos fenómenos no sólo se conectan directamente por su función. Encontrar un sistema 

de comunicación es, por lo tanto, uno de los primeros objetivos si se desea no sólo obtener surfactantes sino 

también controlar de manera exógena su producción.  

Por otra parte, cada día se descubren más especies que emplean el swarming. Sabiendo que existe la 

posibilidad de swarming se pueden generar nuevas herramientas para el estudio de los surfactantes (de 

cualquier origen), ya que se encuentra demostrado que los mismos son indispensables para que las bacterias 

puedan moverse en superficies semisólidas. 
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Objetivo general 
 

El objetivo general de este trabajo es estudiar la producción de biosurfactantes bacterianos por parte de 

cepas aisladas de zonas contaminadas con diversos metales. Así mismo se busca analizar el efecto de los 

compuestos obtenidos sobre la eficiencia del desarrollo de biopelículas aplicadas a biorreactores de lecho 

fijo utilizados como sistemas de tratamiento de efluentes industriales. Como objetivo final se propone 

buscar sistemas de comunicación bacteriana para realizar un estudio integrado entre producción de 

surfactantes, formación de biopelículas y sistemas de comunicación. 

 

 

Objetivos específicos 
 

Los objetivos específicos a cumplir son los siguientes: 

• Efectuar un relevamiento en la producción de biosurfactantes de las cepas Pseudomonas veronii 2E, 

Ralstonia taiwanensis M2, Delftia acidovorans AR, Klebsiella ornithinolytica 1P y Klebsiella oxytoca P2 

aisladas en el laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional de General Sarmiento y aplicadas en el 

desarrollo de biorreactores de lecho fijo. 

• Comparar las propiedades de los productos bacterianos obtenidos con los conocidos, producidos por 

cepas testigo como por ejemplo Pseudomonas aeruginosa PAO1. 

• Verificar el efecto de biosurfactantes producidos sobre la movilidad tipo swarming de las cepas 

mencionadas y comparar los resultados con surfactantes testigo, ya sean naturales o sintéticos. 

• Evaluar la capacidad de formación de biopelículas en presencia o ausencia de surfactantes naturales o 

sintéticos. 

• Estudiar el fenómeno de quorum sensing en las cepas mencionadas y su relación con la producción de 

biosurfactantes. 

• Explorar la posibilidad de existencia de algún mecanismo de inhibición de la acción de los compuestos 

involucrados en quorum sensing, denominado quorum quenching. 
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1. Cepas empleadas 
 

Cepa Descripción Referencia 

Pseudomonas aeruginosa 

PAO1 

 

Bacilo Gram negativo, no esporulante. Móvil, 

monoflagelado. Produce 3-oxo-C12-AHL y 

C4-AHL. 

  

C. K. Stover et al., 2000. 

Escherichia coli S17-1 

λpir/pUT tc 

 

 

Coco bacilo Gram negativo, no esporulante. 

Genotipo: (F-) RP4-2-Tc::Mu 

aphA::Tn7recAλpirlysogen; Smr Tpr  

C. di Martino et al., 2014 

Pseudomonas veronii 2E 

 

 

Bacilo Gram negativo, móvil, no esporulante.  D. L. Vullo et al., 2008. 

Ralstonia taiwanensis M2 

 

 

Bacilo Gram negativo, móvil, no esporulante.  D. L. Vullo et al., 2008. 

Delftia acidovorans AR 

 

 

 

Bacilo o bacilo levemente curvo, Gram 

negativo, móvil, no esporulante. 

D. L. Vullo et al., 2008. 

Klebsiella oxytoca P2 

 

 

 

Cocobacilo, Gram negativo, no móvil, no 

esporulante. 

D. L. Vullo et al., 2008. 

Klebsiella ornithinolytica 1P 

 

 

 

Cocobacilo Gram negativo, no móvil, no 

esporulante. 

D. L. Vullo et al., 2008. 

Chromobacterium violaceum 

CV026 

 

 

 

Mutante de C. violaceum ATCC 31532 

producida con el mini transposon Tn5. 

Produce violaceína en presencia de AHLs de 

cadena corta 

K. H. McClean et al., 1997. 

Chromobacterium violaceum 

VIR07 

 

 

Mutante cviI∷Kmr de C. violaceum ATCC 

12472. Produce violaceína en presencia de 

AHLs de cadena larga. 

Morohoshi  et al., 2007. 

Vibrio fischeri Bacilo curvo, Gram negativo. Bacteria marina 

bioluminiscente. Produce luminiscencia en 

presencia de AHLs de cadena corta. 

K. H. Nealson et al., 1970. 
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2. Biosurfactantes 
 

2.1. Detección 
 

Se utilizaron dos métodos complementarios para la detección de surfactantes en medio de cultivo: 

1) Agar de azul de metileno (MBA): es un ensayo en placa que se basa en identificar la presencia de 

surfactantes aniónicos al precipitarlos con azul de metileno y bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

(abreviado CTAB por sus siglas en inglés). Si bien no se ha podido demostrar la forma exacta en que ocurre, 

se sabe que los dos compuestos mencionados se complejan con los surfactantes aniónicos dando como 

resultado un halo de precipitación en torno a las colonias bacterianas que producen tensioactivos. 

2) Agar sangre: La presencia de surfactantes afecta las membranas celulares y lisa los glóbulos rojos por 

lo que las colonias de cepas productoras presentan halos de hemólisis. Este ensayo es útil para todo tipo de 

surfactantes previa verificación de la ausencia de producción de hemolisinas ya que producirían un falso 

positivo. 

Se prepararon cultivos líquidos en medio MMS suplementado con 2 % m/v de glucosa y se incubaron en 

agitación (120 rpm) durante 48 h a 32 °C. Para la determinación de la presencia de surfactantes aniónicos se 

inocularon las cepas en placas de MBA empleando un ansa y se dejaron incubar durante 48 h en estufa a 32 

°C.  Una vez crecidas las colonias, se almacenaron las placas a 4 °C durante 24 h para favorecer la 

visualización del complejo y se procedió a la observación de los resultados prestando atención a dos 

factores: la coloración de la colonia y la formación, o no, de un halo azul en torno a la misma. 

Simultáneamente, se inoculó por estriado con ansa una placa de agar sangre para cada cepa estudiada 

con el objetivo de determinar la presencia de sustancias hemolíticas. Las placas inoculadas se incubaron a 32 

°C durante 48 h realizando observaciones a las 24, 32 y 48 h. 

 La producción de surfactantes se detectó inicialmente por medio de estos dos ensayos observando la 

formación o no de precipitado por presencia de surfactantes aniónicos en la placa de MBA y la hemólisis en 

placa de agar sangre. 

 

2.2. Producción  y extracción de biosurfactantes 

 

Los surfactantes se produjeron en un medio MMS suplementado con aceite de girasol (5 % v/v) o glucosa 

(20 g/L) como fuentes de carbono. Los cultivos se incubaron en agitación durante una semana a 32 °C para 

luego separar las células del medio de cultivo por centrifugación a 6.300 g durante 15 minutos. Las células se 

lavaron con solución fisiológica y se resuspendieron en buffer PUM para los ensayos posteriores de 

hidrofobicidad celular. Cada sobrenadante se acidificó hasta pH=2 con HCl 6 M y se dejó reposar a 4 °C 

durante una noche (18 h). Al cabo de este período de reposo se volvió a centrifugar a 6.300 g durante 15 
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minutos para separar las fases acuosa y orgánica (aceite de girasol remanente). El aceite de girasol se extrajo 

con pipeta Pasteur y se descartó, mientras que la fase acuosa fue filtrada en esterilidad utilizando 

membranas de 0,45 µm de diámetro de poro. El extracto acuoso filtrado se dejó reposar a 4 °C durante 18 h 

y luego se centrifugó a 15.550 g durante 30 min para sedimentar los ácidos grasos que pudieran haberse 

generado por hidrólisis del aceite de girasol. El sobrenadante se extrajo con dietil éter 2 veces con 

volúmenes iguales de medio y solvente. 

El solvente se dejó evaporar en campana colocando el balón recolector en  un baño de agua a 35 °C. El 

residuo de aspecto aceitoso se trasvasó con pipeta a un frasco color caramelo de 5 ml para su 

almacenamiento. 

 

2.3. Determinación del ángulo de contacto 
 

Se analizó el ángulo de contacto (α) entre gotas de distintas soluciones y una superficie hidrofóbica. Para 

ello se recubrió un portaobjetos de vidrio con una película de Parafilm M® y se depositó sobre el mismo una 

gota de 10 μL de la solución a estudiar. Se tomó una fotografía de la gota empleando una cámara Canon EOS 

Rebel T5 y la imagen se analizó empleando el programa ImageJ con el complemento DropSnake para el 

análisis de ángulos de contacto (Figura M-1). Todas las mediciones se hicieron por duplicado empleando dos 

gotas de cada solución. 

 

 

 

 

2.4. Actividad emulsificante 
 
Se analizó la actividad emulsificante de los sobrenadantes de cultivo según la técnica descripta por 

Cooper y Godenberg (1987). Se mezclaron 5 ml de sobrenadante de cultivo libre de células y 5 de n-hexano 

en un tubo de vidrio de base plana (20 mm de diámetro x 100 mm de alto). Se agitaron en vortex a máxima 

α 

Figura M-1. Ensayo de determinación del ángulo de contacto. El ángulo α indica la forma en que la gota de 
solución contacta con la superficie. A) Solución con baja tensión superficial. B) Gota de agua destilada. 

α 
α α 
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velocidad durante 2 minutos y se dejaron reposar durante 24 h a 20 °C para finalmente medir la altura de la 

emulsión (Figura M-2). La actividad emulsificante se definió como la altura de la capa emulsionada (h) en 

relación con la altura total (H) expresada como un porcentaje (Ec. M-2). Los ensayos se realizaron por 

triplicado.   

 

 
 
 

 

 
Como control de que los ácidos grasos no actúan como emulsionantes entre una fase orgánica y una 

acuosa se emplearon soluciones de ácido oleico y ácido esteárico. Ambas se prepararon agregando 1 g o 1 

ml del ácido correspondiente en 100 ml de agua destilada (pH=5.6). Se agitaron con vortex durante 5 

minutos y se separaron las fases acuosas saturadas. Cabe destacar que ambos son casi insolubles en agua 

pero generan emulsiones al realizar el tratamiento indicado. 

 

2.5. Determinación de la tensión superficial 
 

La tensión superficial de los sobrenadantes de cultivos y soluciones se determinó por medio de dos 

instrumentos, un estalagmómetro de Traube y un tensiómetro de DuNouy.  

El estalagmómetro de Traube es un instrumento de vidrio empleado frecuentemente en la industria 

galvanoplástica para determinar la tensión superficial de una solución acuosa (Figura M-3). 

 

Ec. M-2. 

Figura M-2. Ensayo de Indice de emulsificación. “H” es la altura total de la mezcla y “h” es la altura de la emulsión 

H

% 100h 
 IE24

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 Su funcionamiento se basa en la medición de la cantidad de gotas de solución que caen a través de un 

capilar para un volumen determinado que depende de cada instrumento. Conociendo la densidad de las 

soluciones empleadas se puede calcular la tensión superficial según la siguiente ecuación:  

 

Donde 72,75 es el valor de la tensión superficial del agua, y sus unidades son: Dyn /cm. 
 

En el presente trabajo se procedió de la siguiente manera: 

Para cada sobrenadante de cultivo se determinó la densidad de la solución pesando 1 ml de la misma 

medida con micropipeta automática en una balanza analítica. Esta determinación se realizó 10 veces por 

muestra para realizar un promedio. 

Para emplear el estalagmómetro se lo limpió con acetona y luego se enjuagó bien con agua destilada 

antes de comenzar a utilizarlo. 

Se cargó el estalagmómetro con el sobrenadante deseado y se lo dejó correr a través del mismo 10 veces 

consecutivas para estabilizar la temperatura del instrumento con la del líquido mejorando así la medición. 

Para la medición se llenó el estalagmómetro con la solución enrasando hasta el primer aforo y luego se 

descargó hasta el segundo aforo contando la cantidad de gotas formadas durante el desagote del volumen 

entre ambos aforos. Esto se repitió 10 veces y se realizó un promedio. El agua destilada utilizada para los 

solución de gotasN

  OH gotasN  72,75
 TS

solución2







Ec. M-3. 

Figura M-3. Estalagmómetro empleado y detalle de los aforos y el capilar. 
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ensayos fue tratada de la misma manera como patrón de referencia y con los datos obtenidos se aplicó la 

ecuación M-3. El error en cada caso se expresó mediante el desvio estándar de las mediciones. 

El segundo instrumento empleado fue el tensiómetro de DuNouy (Figura M-4). El mismo es un aparato 

que se basa en la tensión requerida (que se mide como un ángulo de torsión) para separar un anillo de 

platino de la solución a la cual se le desea determinar la tensión superficial. El ángulo medido se convierte en 

una medida de tensión superficial por medio de la ecuación M-4: 

 

 

 

Donde 0,048 es un factor de corrección para soluciones acuosas que surge de realizar la medición de una 
solución acuosa de TS conocida; 981 dyn es el empuje aplicado al anillo por la solución; el 2 es para 
considerar las dos caras del anillo y 5,966 cm es el diámetro del anillo. 

 

En este trabajo se empleó el siguiente protocolo: 

Tanto el agua destilada como los sobrenadantes fueron depositados en placas de Petri estériles 

destapadas y antes de comenzar a trabajar con cada una se flameó el anillo de platino del instrumento con 

alcohol etílico. El anillo se colgó del gancho soporte y se ajustó la torsión en 0° con el tornillo de torsión. 

Se depositó la placa con la solución deseada en la bandeja del tensiómetro y se desplazó la misma 

verticalmente hasta que se pusiera en contacto la solución, contenida en la placa de Petri, y el anillo de 

platino. Una vez logrado esto se comenzó a tensionar el cable del anillo hasta separarlo de la solución y se 

Ec. M-4. 

Figura M-4. Esquema del tensiómetro de DuNouy empleado. 

cm 5,966  2

Dyn  981  ang  0,048
 TS




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registró el ángulo final. Este procedimiento se realizó 10 veces para cada solución y sobrenadante de interés 

calculando finalmente un ángulo promedio para cada una. 

El ángulo promedio calculado fue el empleado en la ecuación M-4 para obtener así una medida de la 

tensión superficial. Error en todos los casos se expresó por medio del desvío estándar.   

 

2.6 Purificación de los surfactantes 

 

2.6.1 Placas de cromatografía en placa delgada 

 

El análisis de los extractos se realizó por cromatografía de capa delgada (TLC) en placas de silica gel 60 

F254 (Merck®) usando como solvente de corrida una mezcla cloroformo : metanol : ácido acético [70:10:1]. 

Las placas se revelaron con vapores de I2 para reconocimiento total de compuestos orgánicos presentes o 

con una solución de ninhidrina en acetona para el reconocimiento de aminoácidos.  

 

2.6.2 Placas de cromatografía preparativa 

 

2.6.2.1  Armado de las placas 

 

Se mezclaron 30 g de silica gel GF254 seg. Stahl (Merck®) con 70 ml de agua destilada y se utilizaron para 

cubrir una placa de vidrio de 20 cm x 20 cm. Las placas preparadas se dejaron secar a 32 °C durante 2 horas y 

luego de llevaron a mufla a 115 °C durante 1 hora más. Al cabo de este tiempo se dejaron enfriar a 

temperatura ambiente para ser utilizadas inmediatamente después.  

En los casos en que las placas se almacenaron se las dejó guardadas en un cofre de acero inoxidable hasta 

el momento de su uso y antes del mismo se les realizó nuevamente el secado en mufla para eliminar la 

humedad.   

 

2.6.2.2  Purificación en placas preparativas 

 

Para purificar los extractos se utilizaron placas de cromatografía preparativa de silica gel 60 F254 (Merck®). 

Las corridas se realizaron con una mezcla cloroformo : metanol : ácido acético [75:5:1] y se dejaron secar las 

placas dentro de la campana durante 30 minutos para posteriormente identificar las zonas de los 

compuestos por medio de luz UV a 254 nm. Se recogió la sílica de los sitios con posibles compuestos y se 

colocó en botellas de vidrio de 50 ml. Se agregaron 25 ml de mezcla cloroformo:metanol [75:5] en cada 

frasco, se agitó manualmente durante 5 minutos y se filtró el contenido recogiendo el solvente en un balón 

de 125 ml. Para asegurar la extracción completa se usaron otros 25 ml de la misma mezcla y se realizaron 

TLC según se describió en el punto anterior para corroborar la pureza de los extractos. La fracción 

recolectada se evaporó al vacío a 40 °C hasta obtener cristales blancos o compuestos de aspecto aceitoso 
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color caramelo. Los compuestos obtenidos se resuspendieron en 10 ml de agua bidestilada estéril y se 

trasvasaron a tubos de polipropileno con fondo cónico de 15 ml para ser liofilizados.  

Con los liofilizados se prepararon las soluciones madre 0,5 % por pesaje para su posterior estudio. 

 

2.6.3 Análisis por cromatografía líquida de alta resolución 

 

Los compuestos extraídos de los cultivos de P. veronii 2E, R. taiwanensis M2 y P. aeruginosa PAO1 fueron 

analizados por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC por sus siglas en inglés) con un detector UV-

visible con arreglo de diodos (UV-vis DAD por sus siglas en inglés). Se empleó una columna de 150 mm x 2.1 

mm x 5 μm Eclipse plus® de fase reversa C-18 (Agilent technologies, USA). La corrida se llevó a cabo 

inyectando 5 μl de cada muestra y aplicando un gradiente de acetonitrilo (ACN)-agua con la siguiente 

secuencia: iniciando con flujo de 250 μl/min y una mezcla 25 % ACN-75 % agua se llevó a una composición 

de 50 % ACN - 50 % agua de manera lineal durante 30 min [Yin et al., 2009]. Luego se cambió la composición 

a 90 % ACN – 10 % agua de manera lineal en 15 minutos y se mantuvo así por 1 minuto para finalmente 

volver a la mezcla inicial 25 % ACN-75 % agua de manera lineal durante 30 min. 

 

2.6.4 Análisis por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de masas (GC-MS) 

 
Las muestras se derivatizaron en medio básico empleando una solución de hidróxido de potasio 2 M en 

100 ml de metanol. 50 μg de muestra se disolvieron en 5 ml de hexano y luego se le agregaron 50 μl de la 

solución de hidróxido de potasio 2 M. Se agitó en vortex durante 10 minutos y se inyectó la fase superior 

orgánica. 

Las determinaciones fueron realizadas por el laboratorio de análisis cromatográficos del grupo CIC 

(http://www.grupocic.com.ar/index.htm). Se utilizó un cromatógrafo de gases HP 6890 acoplado a un 

espectrómetro de masas HP 5973 en modo de ionización por impacto electrónico (EI, 70 eV), con barrido 

para relaciones m/z entre 50 - 500 a 3,21 s por lectura. Las condiciones experimentales fueron las siguientes: 

Columna capilar HP-5 MS (5 % fenil - 95 % dimetilpolisiloxano, 30 m de largo, 0,25 mm d.i., 0,25 μm de 

espesor de fase); gas carrier: He (1,0 ml/min); temperatura del inyector: 250  °C; volumen de inyecciσn: 1 μl; 

modo de inyección: Split, 1:5.La temperatura del MS cuadrupolo y de la fuente de ionización fueron 150 °C y 

230  °C respectivamente. El programa de temperatura utilizado para el horno fue: 50  °C por 1 min, luego a 

25  °C/min hasta 200  °C, luego 3  °C/min hasta 230  °C donde se mantiene durante 23 minutos. Los software 

empleados fueron el MSD Chemstation®, el Openchrome ® 1.1.0 y el MS Search v.2.0. 

   

2.7  Cuantificación 

 

Para cuantificar la producción de biosurfactantes se puede aplicar una variante de la detección en MBA 

que es la determinación espectrofotométrica de surfactantes en medio de cultivo con CTAB y azul de 

http://www.grupocic.com.ar/index.htm


Materiales y Métodos 
 

65 
 

metileno (MB). El procedimiento empleado fue el siguiente: se tomó  1 ml de extracto de cultivo acidificado 

con HCl 1 M hasta pH=2 y se le adicionaron 5 ml de cloroformo. Se mezcló por inversión y se extrajeron 4 ml 

de la fase orgánica a los que se les agregaron 4,1 ml de solución MB. Se agitó con vortex durante 4 minutos y 

se dejó reposar sobre la mesada durante 15 minutos. Luego de reposar se midió la absorbancia  de la fase 

orgánica a 638 nm. Todos los medios fueron analizados por duplicado y la producción fue relacionada 

directamente con la de la cepa control Pseudomonas aeruginosa PAO1. El valor de referencia fue el obtenido 

a partir de los cultivos con aceite de girasol (100 % de producción).  

 

2.8  Análisis químico de estructura 

 

2.8.1 Presencia de azúcares totales 
 

Para la determinación de azúcares en muestras se empleó el método del fenol/H2SO4 [Nielsen, S. 2010]. 

Cada solución, ya sea muestra o sobrenadante, fue tratada de la siguiente manera: 

Se tomó 0,5 ml de la solución a investigar y se le agregó 0,5 ml de la solución de fenol. Se mezcló durante 

15 segundos con un vortex y se agregaron 2,5 ml de ácido sulfúrico concentrado. Una vez realizada la mezcla 

en todos los tubos, se llevaron en una gradilla al agitador orbital donde permanecieron durante 10 min. a 

200 rpm y temperatura ambiente de 24 °C. 

Una vez finalizada la agitación se mantuvieron en reposo sobre la mesada a la misma temperatura 

ambiente durante 20 minutos para finalmente medir la absorbancia a λ=490 nm. 

Para realizar la curva de calibrado para azúcares totales se emplearon dos patrones de glucosa, uno de 

concentración 0,01 % m/v y uno de concentración 0,001% m/v. Siguiendo los detalles de la Tabla M-1 se 

prepararon las soluciones de calibrado y se procedió de la misma manera que para las soluciones estudiadas. 

 

 

 

Solución patrón 
empleada 

[μl] 

Concentración de la 
solución patrón 

[g/L] 
glucosa 

[μg] 

Agua 
bidestilada 

[μl] 
Solución de 

fenol 0,5 % m/v 
Ácido sulfúrico 

98 % m/v 

0 0 0 0,5 0,5 2,5 

0,1 1,00 x10-4 0,01 0,4 0,5 2,5 

0,2 1,00 x10-4 0,02 0,3 0,5 2,5 

0,3 1,00 x10-4 0,03 0,2 0,5 2,5 

0,4 1,00 x10-4 0,04 0,1 0,5 2,5 

0,5 1,00 x10-4 0,05 0 0,5 2,5 

0,1 1,00 x10-3 0,1 0,4 0,5 2,5 

0,2 1,00 x10-3 0,2 0,3 0,5 2,5 

0,3 1,00 x10-3 0,3 0,2 0,5 2,5 

Tabla M-1. Preparado de las soluciones para elaborar la curva de calibrado. 
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2.8.2 Hidrólisis de proteínas y presencia de aminoácidos 

 
Para determinar la presencia de posibles péptidos o aminoácidos, se realizó una hidrólisis parcial de las 

muestras empleadas en medio ácido [Navarro et al., 1971] y posterior detección con solución de ninhidrina 

[Moore & Stein, 1948] según el siguiente protocolo: 

En un tubo de ensayo se colocó 1 ml de solución acuosa de seroalbumina bovina 0,5 % y se le agregó 1 ml 

de ácido clorhídrico 12 M. Se armó un sistema para calentamiento en reflujo y se calentó durante 8 h a 120 

°C en baño de glicerina para la hidrolisis de péptidos presentes. El mismo tratamiento fue aplicado a las 

muestras extraídas de los medios de cultivo y al agua empleada (control negativo). El control de hidrólisis fue 

la solución de seroalbumina bovina mencionada y el control de revelado positivo se hizo con una solución de 

glicina 0,5 % que fue tratada con el mismo protocolo. 

 

3. Determinación de Hidrofobicidad celular 

 

Las células pertenecientes a los cultivos en aceite de girasol o en glucosa empleados para la producción 

de surfactantes se recuperaron y se lavaron 3 veces con 15 ml de buffer PUM. Luego se resuspendieron en 5 

ml del mismo buffer para producir una suspensión bacteriana con la que se trabajó de la siguiente manera: 

Se tomaron 2 ml de la suspensión bacteriana generada y se mezclaron con volúmenes crecientes de 

aceite de girasol o ciclohexano. Los tubos se agitaron con vortex durante 120 s y luego de reposar durante 15 

minutos se evaluó la distribución bacteriana en ambas fases midiendo la densidad óptica a 600 nm (DO600) de 

la fase acuosa. Con los datos de DO600 obtenidos se calculó la hidrofobicidad según la siguiente ecuación: 

 

Hidrofobicidad (%) = (1- DOf/DOi) · 100 

Donde: DOi es la densidad óptica a 600 nm de la suspensión bacteriana antes de ser mezclada con el 
solvente no polar y DOf es la densidad óptica de la suspensión luego de realizada la mezcla. 

  
 

4. Producción de mutantes 

 
Se realizaron precultivos de 18 h (Over Night - ON) en agitación (120 rpm) a 32 °C de las cepas P. veronii 

2E, R. taiwanensis M2 y E. coli S17-1 λpir/pUT tc en caldo nutritivo suplementado con cloranfenicol (10 

mg/ml) para las dos primeras o tetraciclina (10 mg/ml) y ampicilina (100 mg/ml)  para E. coli S17-1 λpir/pUT 

tc. Luego de la incubación, y cuando los cultivos alcanzaron una DO600 de 0,9, se tomaron 0,2 ml de P. veronii 

2E o de R. taiwanensis M2 y se los mezcló en un tubo de centrifuga tipo eppendorf de 1,5 ml con 0,8 ml del 

cultivo de la cepa mutadora. Se centrifugó durante 1 minuto a 11.000 g para bajar las células y se descartó el 

sobrenadante para proceder a lavarlas con 1 ml de solución fisiológica dos veces. Luego del lavado se 
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resuspendió el pellet en 20 μl de solución fisiológica y se los trasvasó a un filtro de acetato de celulosa de 

diámetro de poro de 0,22 μm que se encontraba depositado en una placa de Petri con agar para recuento en 

placa (PCA). Está placa se incubó en estufa a 32 °C durante 7 h y luego se retiró el filtro con pinzas para 

lavarlo en 1 ml de solución fisiológica dentro de un tubo de polipropileno de base cónica de 15 ml estéril. Se 

tomaron 100 μl de la suspensión bacteriana y se plaquearon para seleccionar las mutantes. 

La selección de mutantes se llevó a cabo en placas de agar MBA con tetraciclina 10 μg/ml y cloranfenicol 

10 μg/ml. Al cabo de 5 días en incubación a 32 °C se repicaron a placas de PCA con los mismos antibióticos 

aquellas colonias que presentaran ausencia tanto de coloración como de halo de precipitación de azul de 

metileno lo que indicó que éstas no eran productoras de biosurfactantes. 

 

5. Ensayos de movilidad 

 

5.1  Ensayos de swimming.  

 
Se preparó la cantidad necesaria de  tubos de ensayo con 3 ml de PYG (suplementado con 3 g/L de agar) y 

posteriormente se  esterilizaron en autoclave. Se guardaron durante 24 h antes de ser inoculados para 

disminuir la condensación de agua en los mismos y permitir la reabsorción del líquido en la matriz de agar. 

Finalmente se inocularon por punción con ansa recta a partir de cultivos en caldo PYG incubados en 

estufa a 32 °C durante 48 h. Los tubos de swimming se incubaron durante 48 h a 32 °C en estufa. 

 

5.2. Ensayos de swarming 

 

5.2.1. Preparación de las placas 

 
Se prepararon placas de petri  (6 cm de diámetro) con 5 ml de agar nutritivo A o B según la cepa 

estudiada y distintas concentraciones de compuestos a testear o surfactantes sintéticos que fueron desde 10 

μg/ml hasta 175 μg/ml. Las placas se dejaron secar durante 24 h a temperatura ambiente y una hora antes 

de utilizarlas se las terminó de secar invertidas en estufa a 32 °C. 

 

5.2.2. Inoculación y tiempos de incubación 
 

 

Para cada cepa se determinó la capacidad de movilizarse por swarming siguiendo la metodología utilizada 

en un trabajo previo de nuestro laboratorio [Barrionuevo & Vullo, 2012]. Los medios utilizados en los 

mismos se modificaron según los requerimientos de cada una de ellas. 

El agar nutritivo A fue utilizado para Pseudomonas veronii 2E mientras que el agar nutritivo B se utilizó 

para Ralstonia taiwanensis M2. 

La inoculación se hizo por punción con ansa recta y las placas se incubaron en estufa a 32 °C durante 48 h. 
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6. Ensayo de formación de biopelículas 

 

Se realizaron precultivos de P. veronii 2E y su mutante P. veronii 2E01 en caldo PYG durante 18 h a 32 °C y 

120 rpm de agitación. Se diluyeron en tubos de polipropileno de base cónica de 50 ml en proporción [1:100] 

empleando medio M9 fresco suplementado con 1 % de glucosa o 5 % de glutamato de sodio. En una placa 

de 96 pocillos se llenaron 10 con 100 μl de cada dilución por separado dejando un total de 10 réplicas por 

cepa empleada para la formación de biopelículas. Luego de incubar la placa en estufa a 32 °C durante 24 

horas se procedió a extraer el sobrenadante con pipeta Pasteur y se lavó 3 veces con solución fisiológica. Se 

fijaron las células pegadas a la placa con una solución 0,5 % de formaldehido y se volvió lavar nuevamente 

con agua destilada. Se cargó cada pocillo con 300 μl de solución 0,4 % de cristal violeta, se dejó reposar 20 

minutos a 26 °C y se lavó con solución fisiológica. Finalmente se extrajo el cristal violeta con 200 μl de etanol 

96 % y se diluyó con el mismo solvente en proporción [1:4] para medir en espectrofotómetro a 590 nm 

[O’Toole, 2011]. 

La formación de biopelículas fue evaluada considerando una relación lineal entre el cristal violeta y la 

biomasa presente en el pocillo. La disminución en la formación de biopelículas se comparó con la señal 

obtenida para los cultivos de P. veronii 2E no mutada. 

Para los ensayos con los compuestos de interés y los surfactantes sintéticos testigo se adicionaron los 

mismos en la dilución inicial de 1:100 a concentración final de 50 μg/ml. Estos ensayos emplearon solo 

glucosa como fuente de carbono. 

Los resultados fueron analizados estadísticamente empleando 10 réplicas de cada condición. 

 

7. Moléculas autoinductoras de quorum sensing 

 

7.1  Identificación de cepas productoras de auntoinductores 

 

Para evaluar la producción de moléculas señal de quorum sensing se utilizaron las 2 cepas indicadoras 

denominadas C. violaceum CV026 y C. violaceum VIR07. C. violaceum es una bacteria capaz de producir 

diversas AHLs. En particular, la N-(3-hidroxidecanoil)-L-homoserin lactona es la predominante y aquella que 

controla la producción de violaceína. Se han reportado dos cepas mutantes de C. violaceum capaces de 

detectar la producción exógena de AHL debido a que no las producen por sí mismas. C. violaceum CV026 es 

una cepa capaz de detectar AHL de cadena corta (de 4 a 8 carbonos de longitud) mientras que C. violaceum 

VIR07 detecta las de cadena larga (de 10 a 16 carbonos de longitud). El uso combinado de estas cepas 

permite identificar cepas productoras de AHLs y, particularmente, permiten saber si las moléculas 

producidas son de cadena corta o larga. 
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El ensayo consistió en  sembrar las cepas indicadoras en una placa junto con la cepa a testear siguiendo el 

esquema que se presenta a continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

De esta manera, la presencia de coloración en el extremo de la estría más cercano a la cepa a testear 

indicaría la producción de AHLs que llegaron hasta la cepa indicadora por difusión en el agar.  

 

7.2  Extracción de AHLs 

 

Vibrio fischeri es una bacteria marina luminiscente. Dicha luminiscencia está gobernada por un sistema de 

quorum sensing que involucra a la N-(3-hidroxidecanoil)-L-homoserin lactona como molécula inductora. De 

la misma manera que C. violaceum, se puede utilizar como cepa indicadora ya que al emplear AHLs como 

sistema de comunicación cualquier alteración de los autoinductores se ve reflejado en la bioluminiscencia. 

Además es posible emplearla como fuente de AHLs ya que las produce constitutivamente. 

Para la extracción de AHLs se empleó el método descripto por Wang [Wang et al. 2011] tal como se 

describe a continuación: 

Se prepararon cultivos de V. fischeri  de 96 h y de 7 días de incubación en agitación (120 rpm) a 26 °C. Se 

separó el sobrenadante de las células por centrifugación a 5000 g durante 10 minutos. Los sobrenadantes 

(20 ml de volumen total) fueron extraídos con acetato de etilo acidificado al 0,05 % con ácido acético glacial. 

Luego de dos extracciones 1:1 se recolectó la fase orgánica y se evaporó a sequedad. El resto acuoso se 

resuspendió en 5 ml de solución fisiológica y se neutralizó con  una gota de NaOH 3,5 M (pH final=6,5). Estas 

soluciones generadas se pasaron a denominar “muestras”. 

 

7.3  Detección de moléculas autoinductoras en extractos y soluciones  

 

Se prepararon placas con 15 ml de agar PCA y se dejaron solidificar. En un tubo de polipropileno con base 

cónica de 15 ml se mezcló 1 ml de cultivo en fase estacionaria de C. violaceum CV026 o C. violaceum VIR07 

con 4 ml de agarosa (0,5 % concentración final). Estos 5 ml de mezcla se volcaron en la placa de PCA seca y 

una vez gelificado se colocó encima un disco de 12 mm de diámetro de papel de filtro de celulosa. Sobre el 

Estría de cepa a testear 

Estrías de cepas indicadoras 

Estría de cepa productora control 
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disco se descargaron 10 μl de la muestra a testear para presencia de AHL y se incubó en estufa a 32 °C 

durante 24 h. Una vez finalizada la incubación de observó la formación o no de un halo violeta (positivo para 

la presencia de AHLs) en torno al disco con la muestra. Como control positivo se empleó un extracto de 

cultivo de P. aeruginosa PAO1. 

 

8. Quorum quenching 

 

8.1  Identificación de cepas productoras de interferentes del quorum sensing 

 
Para detectar la presencia de moléculas o proteínas interferentes del quorum sensing se utilizó a 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 como cepa productora de AHL y a C. violaceum CV026 y C. violaceum VIR07 

como indicadoras de la degradación de las mismas de acuerdo con el siguiente esquema:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.2  Obtención de extracto de D. acidovorans AR 

 
Se inocularon 25 ml de medio PYG fresco con la cepa D. acidovorans AR y se incubó durante 48 horas a 32 

°C con agitación orbital de 200 rpm. Se separó el sobrenadante de las células por centrifugación a 5000 g 

durante 10 minutos y se filtró con un filtro de 0.45 μm. Esto se pasó a denominar “extracto de D. 

acidovorans AR”. 

 

8.3  Inactivación de AHLs de V. fischeri con extracto de D. acidovorans AR 

 
Se prepararon extractos de D. acidovorans AR y se tomaron 2 ml que se sometieron a un tratamiento 

térmico a 60 °C durante 30 minutos. Luego se mezclaron en proporción 1:1 con la solución o muestra de 

autoinductores y se dejó incubar en el agitador orbital durante 1 hora a 120 rpm y 32 °C. La solución o 

muestra control se suplementó con solución fisiológica en proporción 1:1 para compensar la dilución. Una 

Estrías de cepas 
indicadoras 

Estría de cepa 
control productora 

de AHLs 

Estrías de cepa a testear 
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vez realizados los tratamientos, se evaluó el resultado de los mismos realizando el protocolo descripto en el 

punto 7.3. 

 

8.4  Crecimiento de V. fischeri en presencia de sobrenadante de D. acidovorans AR 

 
Para comprobar si el sobrenadante de D. acidovorans AR afecta al crecimiento de V. fischeri se realizó 

una curva de crecimiento en medio de cultivo suplementado con extracto de D. acidovorans AR. Se tomaron 

17,5 ml de medio de cultivo nutritivo para V. fischeri y se suplementaron con 5 ml de extracto de D. 

acidovorans AR. Luego se inocularon con 2,5 ml de un cultivo  de Vibrio fischeri de 18 h (26 °C y 200 rpm) y 

se midió la densidad óptica a 600 nm por espectrofotometría cada 1 hora. 

 

8.5  Ensayos de inhibición de la luminiscencia 

 
Se preparó un cultivo inicial de Vibrio fischeri, en erlenmeyer de 125 ml incubado durante 48 h a 26 °C 

que luego se utilizó para los ensayos con luminiscencia inicial en su máximo punto. 

Para observar la inhibición de la luminiscencia se prepararon los cultivos en tubo de ensayo de acuerdo a 

la Tabla M-2: 

 

Tubo ½ cultivo [ml] Sd. AR [µl] Inoculo [µl] Vol. final [ml] 

Ctr (1) 4,5 - 500 5 

2 4,4 100 500 5 

3 4,3 200 500 5 

4 4,2 300 500 5 

5 4,1 400 500 5 

6 4 500 500 5 

7 3,5 1000 500 5 

 

 

Los tubos se incubaron en agitación a 26 °C controlando la luminiscencia de los cultivos a las 20 h (tiempo 

de luminiscencia máximo) y a las 24 h. 

Para medir la luminiscencia a tiempos cortos se empleó el equipo Glowmax® Multi Detection system de 

Promega. Los resultados se analizaron estadísticamente empleando 5 replicas para cada tratamiento. 

 

 

 

Tabla M-2. Preparado de las soluciones para los ensayos de inhibición de la luminiscencia. 
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9. Tratamiento estadístico de los datos 

 

El análisis estadístico de los datos se realizó con el software IBM SPSS STATISTICS v.22.0.0. Inicialmente se 

verificaron los supuestos de normalidad con las pruebas de Kolmogorov-Smirnov´s y Shapiro-Wilk. Además, 

se realizó la prueba de Levene para determinar si se cumplía el supuesto de homogeneidad de varianzas. 

Dependiendo de estos resultados se realizó la comparación de medias por análisis de varianza (ANOVA) de 

un factor (paramétrico) o por pruebas de Kruskal-Wallis (no paramétricas). En los casos en que se 

presentaron diferencias significativas entre las medias (p<0,05) se realizó la prueba de Tukey (paramétrico).  

 

10. Soluciones y medios de cultivo 

 

 

Buffer PUM 

 

K2HPO4·3H2O ………………………22,2 g/L 

KH2PO4 ……………………………….7,26 g/L 

Urea ……………………………………1,8 g/L 

MgSO4·7H2O ……………………….0,2 g/L 

 

 

Buffer TB 50 mM para solución MB 

 

Na2B4O2·10H2O……………………….1,9 g 

H2O dest. ………………………………..85 ml 

Ajustar a pH=11 con Na(OH) 1 M 

 

Buffer TB 10 mM para solución MB 

 

Buffer TB …………….. 20 ml 

H2O dest. …………….. 80 ml 

 

Solución MB 

 

Azul de metileno ………..0,01 g 

Buffer TB 10 mM ………. 10 ml 
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Solución MB2 

 

Solución MB ………………… 200 μl 

H2Odest. ……………………… 4,9 ml 

Ajustar a pH=8.6 con buffer TB 50 mM 

 

Solución reveladora de ninhidrina 

 

Ninhidrina………….0,5 g 

Acetona…………….100 ml 

 

Caldo PYG: 

 

Peptona de caseína ……… 2,5 g/L 

Extracto de levadura ……. 1,25 g/L 

Glucosa ............................. 5 g/L 

 

 

Medio mínimo para surfactantes (MMS): 

 

(NH4)2HPO4 ………………………1,5 g/L 

KH2PO4 ……………………………..4 g/L 

Extracto de levadura ………..0,4  g/L 

MgSO4·7H2O …………………….1,97 g/L 

 

Medio mínimo M9 

 

NH4Cl………………………………….….….. 1 g/L 

Na2HPO4 …………………………….……….3 g/L 

KH2PO4 ………………………………………. 4 g/L 

NaCl. …..…………………………………….. 0,2 g/L 

Agregar en frio: 

MgSO4  1M ………………………………… 2 ml 
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Agar azul de metileno (MBA) 

 

(NH4)2HPO4 ……………………………….. 1,5 g/L 

KH2PO4 ………………………………………. 4 g/L 

Extr. Levadura ……………………………. 0,4 g/L 

CTAB ………………………………………….. 0,2 g/L 

Agar …………………………………………… 15 g/L 

Agregar en frio: 

MgSO4  1M ………………………………… 8 ml 

Azul metileno 0,001 g/ml ……………… 15 ml 

 

Agar para recuento en placa (PCA): 

 

Triptona ................................ 5 g/L 

Extracto de levadura............. 2,5 g/L 

Glucosa ................................. 1 g/L 

Agar  ...................................... 9 g/ 

 

 

Caldo nutritivo: 

 

Peptona de carne ……… 5 g/L 

Extracto de carne …..…. 3 g/L 

 

Agar nutritivo A: para Pseudomonas veronii 2E 

 

Extracto de carne .............. 3 g/L 

Peptona de carne ............... 5 g/L 

Peptona de caseína ............ 3 g/L 

Glucosa ............................. 5 g/L 

Agar  ................................. 4 g/L 
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Agar nutritivo B: para Ralstonia taiwanensis M2. 

 

Extracto de carne .............. 3 g/L 

Peptona de carne ............... 5 g/L 

Peptona de caseína ............ 3 g/L 

Glucosa ............................. 5 g/L 

NaCl  ................................. 5 g/L 

Agar  .................................. 4 g/L 

 

Medio de cultivo nutritivo para Vibrio fischeri: 

 

NaCl………………………………… 23 g/L 

Na2HPO4 ………………………….15,5 g/L 

NaH2PO4 …………………………. 20 g/L 

Extracto de carne .............. 3 g/L 

Peptona de carne .............. 5 g/L 

Agregar en frio: 

MgCl2  10g/L ……………………. 20 ml/L 

SO4(NH4)2  20g/L ……….….…. 25 ml/L 

Glicerol ………………………...….10 ml/L 

 

11. Instrumental y equipos empleados 

 

Agitador orbital. Marca Ferca. 

Autoclave. Marca VZ. Modelo VZ100. 

Baño termostático con agitación. Marca VICKING. Modelo Dubnoff. 

Baño termostático con agitación. Marca SCientifica. 

Campana de flujo laminar tipo II. Marca Labtech. Modelo LC1203b. 

Cromatógrafo líquido con detector UV. Marca Hewlett Packard. Modelo Series//1090. 

Estufa de cultivos. Marca MCH. 

Ultrafreezer. Marca Righi. Modelo 30-70LH. 

Freezer.  Marca GAFA. 

Heladera. Marca White Westinghouse. Modelo WR315ASW. 

Hielera. Marca VIESTI. Modelo ZB-26. 
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Horno mufla. Marca ORL Hornos eléctricos. Modelo 270706. 

Lavador ultrasónico. Marca TESTLAB. Modelo TB-04TA. 

Purificador de agua por membrana. Marca Millipore. Modelo Simplicity. 

Evaporador rotatorio en vacio (Rotavapor). Marca Buchi Labortechnik.  

Espectrofotómetro. Marca Perkin Elmer. Modelo λ 25. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SECCIÓN 1. BIOSURFACTANTES 
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1.1.  Relevamiento de cepas productoras: 

 

Para realizar un relevamiento de la producción de biosurfactantes se llevaron a cabo 3 ensayos 

cualitativos: 1) determinación de la capacidad hemolítica, 2) evaluación de respuesta en placa con un medio 

compuesto fundamentalmente por agar, CTAB y azul de metileno, además de nutrientes (MBA) [Vyas y 

Dave, 2011] y 3) medición de la tensión superficial (TS). Este enfoque es tradicional en la búsqueda de cepas 

productoras de compuestos tensioactivos aunque requiere una serie de consideraciones previas que se 

detallarán en los puntos siguientes. 

 

1.1.1. Placas de agar sangre: 

 

Los surfactantes tienen la característica de lisar los glóbulos rojos por lo que en placas de agar sangre 

presentan zonas translúcidas en torno a las colonias productoras. También se puede dar la formación de un 

halo verde producto de la lisis parcial y la asociación de la hemoglobina a otros componentes de la sangre. El 

falso positivo de esta prueba se produce cuando las bacterias producen hemolisinas sin propiedades 

tensioactivas, por lo tanto no puede ser el único ensayo que se realice para la búsqueda de surfactantes.  

En este trabajo, se sometieron las 5 cepas estudiadas: P. veronii 2E (2E), R. taiwanensis M2 (M2), D. 

acidovorans AR (AR), K. oxytoca P2 (P2) y K. ornithinolytica 1P (1P) a ensayos en placa de agar sangre y se 

obtuvieron los resultados de la Figura R-1. 

 

 

 

En principio todas las cepas presentaron halos de hemólisis de una coloración verdosa en torno a la 

zona de crecimiento bacteriano y en los casos más evidentes se llegó a observar la pérdida de opacidad en el 

agar dejando lugar a un halo translucido. Las dos cepas con mayor capacidad de lisis fueron P. veronii 2E y R. 

taiwanensis M2 ya que el seguimiento diario de las mismas permitió notar que fueron las primeras en 

producir halo en torno al crecimiento visibles a trasluz comparadas contra el control positivo. En el caso de 

D. acidovorans AR también se encontró un halo verde prominente que no avanzó más allá de ese punto. En 

Figura R-1. Cepas estudiadas en placas de agar sangre al cabo de 48 h. de incubación en estufa a 32° C. 
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Ctr), P. veronii 2E (2E), R. taiwanensis M2 (M2), D. acidovorans AR (AR), K. oxytoca 

P2 (P2) y K. ornithinolytica 1P (1P) 
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cuanto a las cepas K. ornithinolytica 1P y K. oxytoca P2, se pudo observar que la primera produjo halo de lisis 

mientras que la segunda no.   

 

1.1.2. Placas de Agar Azul (MBA): 

 

Las placas MBA presentan una zona de precipitación al interactuar los surfactantes con los 

componentes del medio, específicamente con el CTAB y el azul de metileno. Existen varias justificaciones 

teóricas para explicar la formación del complejo mencionado pero ninguna se ha demostrado 

experimentalmente. Esta prueba no posee falsos positivos pero está limitada a la detección de surfactantes 

aniónicos. Al inocular por estriado las placas de MBA se obtuvieron los resultados de la Figura R-2. 

 

 

 

 

Como se puede ver, solo tres de las cepas inoculadas presentaron respuestas positivas en las placas de 

MBA, P. veronii 2E, R. taiwanensis M2 y K. oxytoca P2. Las dos primeras comparadas contra el control 

presentan un buen halo de precipitación azul mientras que K. oxytoca P2 genera un halo más tenue. Una 

observación más que se puede hacer sobre esta prueba es el color adquirido por las colonias, ya que esto 

podría indicar precipitación de azul de metileno sobre las cubiertas bacterianas o productos de excreción 

con baja velocidad de difusión. Las cepas productoras suelen adquirir coloración azul debido a que el 

surfactante en sí se puede complejar cuando aún se encuentra en las proximidades de la célula que lo 

produce. Según los resultados obtenidos, dicho fenómeno de coloración se da en dos de las tres cepas con 

halo: P. veronii 2E y R. taiwanensis M2. El halo definido que se forma a una distancia mayor se debe a la 

Figura R-2. Cepas estudiadas en placas de MBA al cabo de 48 h. de incubación en estufa a 32° C. 
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difusión del surfactante. A medida que difunde, el surfactante genera un gradiente de concentración 

inversamente proporcional a la distancia (más concentrado a menor distancia, más diluido a mayor 

distancia), al alcanzar la relación estequiométrica necesaria entre surfactante, CTAB y azul de metileno para 

la formación del complejo, ocurre la precipitación (Pinzón & Ju; 2009).  

 

1.1.3. Determinación de la tensión superficial: 

 

La medición de la tensión superficial en los sobrenadantes de cultivo es una de las pruebas de detección 

más efectivas ya que debido a la estructura química de los surfactantes se produce una disminución 

considerable de la misma. Dado que además puede ocurrir que distintas fuentes de carbono tengan una 

diferente capacidad de favorecer la producción de surfactantes [Gong et al., 2015; Sousa et al., 2014; Costa 

et al., 2006; Chayabutra et al., 2001], se probó como alternativa aceite de girasol comestible como 

suplemento del medio de cultivo. En un primer ensayo se determinó la tensión superficial con un 

estalagmómetro, dispositivo utilizado en la industria de la galvanoplastía. La Tabla R-1 presenta los 

resultados de tensión superficial calculados en base a las mediciones con el estalagmómetro. 

 

Cultivo TS aceite 

[Dyn/cm] 

TS glucosa 

[Dyn/cm] 

Control (medio MMS sin inocular) 71,33 ± 1,41 71,73 ± 1,41 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 42,82 ± 0,76 66,85 ± 1,58 

Pseudomonas veronii 2E 68,03 ± 2,09 71,06 ± 1,41 

Delftia acidovorans AR 70,82 ± 1,49 70,45 ± 1,13 

Ralstonia taiwanensis M2 58,88 ± 1,41 58,52 ± 0,96 

Klebsiella ornithinolytica 1P 70,76 ± 1,92 71,78 ± 1,43 

Klebsiella oxytoca P2 70,76 ± 1,49 68,61 ± 1,41 

 

 

 

En primer lugar se observa que la cepa control P. aeruginosa PAO1 es la que genera mayor disminución 

de la tensión superficial. Cuando se utilizó aceite de girasol como fuente de carbono se pudo observar que al 

cabo de 1 semana de incubación todas las cepas crecieron y particularmente K. ornithinolytica 1P presentó 

grumos al asociarse con el aceite de girasol al cual retiró casi en su totalidad del medio (Figura R-3 b). Dichos 

grumos podrían deberse a las propiedades de la cubierta bacteriana y su composición. Una cubierta 

esencialmente hidrofóbica debería ser favorable para generar aglomeraciones de bacterias y aceite.  

Tabla R-1. Disminución de la tensión superficial determinada con el Estalagmómetro de Traube. Control de 
producción: P. aeruginosa PAO1 



Resultados y Discusión 
 

82 
 

 

 

 

 

 

Las cepas R. taiwanensis M2 y P. veronii 2E fueron las que más disminuyeron la tensión superficial del 

medio de cultivo con aceite de girasol, siendo sus valores 58,88 Dyn/cm y 68,03 Dyn/cm respectivamente. 

Este ensayo indica que estas cepas son las indicadas para producir surfactantes con dicha fuente de carbono. 

Al comparar el efecto de las fuentes de carbono (aceite de girasol o glucosa) para cada una se puede 

observar que los cultivos de P. veronii 2E poseen menor tensión superficial cuando se emplea aceite de 

girasol mientras que los de R. taiwanensis M2 no presentan diferencias apreciables entre sí.  

Respecto a K. oxytoca P2 no hay evidencias suficientes en los ensayos básicos para considerar que tenga 

relevancia para su continuidad en este trabajo. Si bien presentó resultados positivos en los ensayos de 

tensión superficial, los mismos no fueron sustentados por los ensayos en placa MBA o placa de agar sangre. 

Esto indicaría que la cepa no es productora de surfactantes o bien es una productora pobre. 

El estalagmómetro presentó un primer acercamiento para la elección de las cepas potencialmente 

productoras de surfactantes. Para asegurar los resultados obtenidos se realizó una nueva medición de la 

tensión superficial a las cepas que hasta este momento fueran las mejores candidatas. Esta nueva medición 

se llevó a cabo con el tensiómetro de DuNouy cuya sensibilidad es mayor a la del estalagmómetro. En la 

Tabla R-2  se presentan los resultados obtenidos: 

 

 

 

 

 

Figura R-3. Cultivo de K. ornithinolytica 1P en presencia de aceite de girasol como fuente de carbono. a) 
cultivo de 48h de incubación. b) cultivo de 7 días de incubación. 
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CEPA/MEDIO TENSIÓMETRO 

TS dyn/cm % DISMINUCIÓN 

H2O 72,7 ± 0,2 0 

medio de cultivo MMS 72,4 ± 0,2 0,5 

P. aeruginosa PAO1 gluc. 32,8 ± 0,2 54,9 

P. aeruginosa PAO1 aceite 36,2 ± 0,2 50,3 

P. veronii 2E gluc. 70,8 ± 0,4 2,6 

P. veronii 2E aceite 55,9 ± 0,2 23,1 

R. taiwanensis M2 gluc. 47,2 ± 0,2 35,1 

R. taiwanensis M2 aceite 51,1 ± 0,2 29,7 

 

 

Según los resultados R. taiwanensis M2 es la cepa con mayor producción de surfactantes aunque no hay 

diferencias notorias entre usar aceite de girasol o glucosa como fuente de carbono. Con cualquiera de las 

fuentes de carbono produce una disminución de aproximadamente el 30 % respecto del agua destilada.  Los 

resultados para P. veronii 2E indican que el aceite de girasol es la mejor fuente de carbono para lograr la 

disminución de la tensión superficial del medio de cultivo. La tensión superficial medida con el tensiómetro 

es significativamente distinta al emplear estas fuentes de carbono y el resultado comparable con lo 

observado empleando el estalagmómetro. Con estos resultados se puede concluir que en el caso de P. 

veronii 2E el uso de aceite vegetal es favorable para producción de agentes tensioactivos. Con respecto a los 

instrumentos de medición se puede afirmar que si bien existen diferencias entre los valores absolutos,  los 

resultados son consistentes y la conclusión en cuanto a qué cepa es mejor productora de surfactantes es 

coincidente en ambos. 

Por otra parte, respecto a la fuente de carbono a emplear podemos considerar al aceite de girasol como 

la más apropiada para ambas cepas.  

 

1.2. Medición del  ángulo de contacto: 

  

Para verificar la presencia de compuestos tensioactivos, se realizó un análisis del ángulo de contacto entre 

las gotas de los sobrenadantes de cultivo libres de células y una superficie hidrofóbica que en este caso fue 

Parafilm M®. Los resultados se presentan en la Figura R-4 y la Tabla R-3. 

 

 

 

Tabla R-2. Disminución de la tensión superficial respecto del agua pura determinada con el Tensiómetro de 
DuNouy. 
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CEPA/MEDIO Ángulo de contacto (α) 

H2O 100,954 ± 2,482 

medio de cultivo MMS 104,051 ± 1,564 

P. aeruginosa PAO1 glucosa 41,823 ± 4,895 

P. aeruginosa PAO1 aceite 52,100 ± 2,820 

P. veronii 2E glucosa 85,565 ± 2,326 

P. veronii 2E aceite 80,908 ± 1,976 

D. acidovorans AR glucosa 102,957 ± 1,896 

D. acidovorans AR aceite 98,328 ± 1,460 

R. taiwanensis M2 glucosa 78,354 ± 9,167 

R. taiwanensis M2 aceite 80,489 ± 1,836 

K. ornithinolytica 1P glucosa 101,642 ± 5,009 

K. ornithinolytica 1P aceite 99,128 ± 0,622 

K. oxytoca P2 glucosa 103,958 ± 3,598 

K. oxytoca P2 aceite 98,749 ± 2,834 

 

 
  

En la Tabla R-3 se puede apreciar que el ángulo de contacto formado entre los sobrenadantes libres de 

células y el parafilm se vio disminuido en todos los casos respecto del control (medio de cultivo sin inocular). 

Esta disminución es evidencia de la presencia de surfactantes ya que la disminución de la tensión superficial 

en un líquido permite que una gota de naturaleza acuosa interaccione con una superficie hidrofóbica. 

Cuanto menor es la tensión superficial de un líquido, menor es el ángulo de contacto que se forma entre 

éste y una superficie. En la Tabla R-3 se puede observar que para P. veronii 2E, el cultivo con aceite de girasol 

es el que posee menor ángulo de contacto. Por su parte para P. aeruginosa PAO1, el cultivo con glucosa es el 

que presenta menor ángulo de contacto entre ambas fuentes de carbono empleadas y más aún, en estas 

condiciones de cultivo es la cepa que presenta el menor ángulo de contacto entre todas las testeadas. En el 

Tabla R-3. Ángulo de contacto entre los sobrenadantes libres de células y una superficie de parafilm M®. 

Figura R-4. Gotas de cultivo para cada una de las cepas estudiadas en presencia de las fuentes de carbono de interés. 
Controles: agua destilada y medio MMS. 
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Sobrenadante de cultivo Controles 

caso de R. taiwanensis M2  los resultados indican que es indiferente a la fuente de carbono, ya que en 

ambos casos los medios presentan ángulos de contacto similares (si bien los valores absolutos difieren, el 

error en ellos compensa la diferencia). Los resultados de la Tabla R-3 correlacionan con los obtenidos en las 

mediciones de tension superficial de la Tabla R-2. Es por esto que se confirma la decisión de emplear aceite 

de girasol como fuente de carbono. 

 

1.3.  Actividad emulsificante: 

 

Se analizó la actividad emulsificante de los sobrenadantes de cultivo libres de células. El solvente 

empleado para este ensayo fue n-hexano y los resultados se presentan en la Figura R-5. Como control se 

emplearon soluciones saturadas de ácido oleico y ácido esteárico ya que estos son los ácidos grasos 

presentes en el aceite de girasol empleado. Las soluciones control de ácido oleico y ácido esteárico no 

produjeron resultados en este ensayo siendo su índice de emulsificacion de 0 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados obtenidos indican que los cultivos de P. veronii 2E poseen mayor capacidad emulsificante 

en presencia de aceite de girasol como fuente de carbono. En promedio se obtuvo una capacidad de 

emulsificación del 27 % en cultivos con aceite de girasol contra un 11 % en cultivos con glucosa. Por otra 

parte, R. taiwanensis M2  presentó índices de emulsificación de 53 % y 59 % en cultivos con glucosa o aceite 

de girasol respectivamente. Ambos porcentajes son similares entre sí y superiores a los obtenidos con P. 

veronii 2E. La cepa control P. aeruginosa PAO1 presentó índices de emulsificación significativamente 

Figura R-5. Indice de emulsificación a las 24 h. de incubación (IE24). 
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diferentes dependiendo la fuente de carbono empleada. Los valores obtenidos fueron de 16 % para el 

cultivo con glucosa y del 61 % para los cultivos con aceite de girasol. 

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en la determinación de la tensión superficial. P. 

veronii 2E presentó cultivos con valores bajos de tensión superficial al crecer en presencia de aceite de 

girasol e índices de emulsificación mayores en las mismas condiciones. De la misma manera, R. taiwanensis 

M2 presentó índices de emulsificación en concordancia con la disminución de la tensión superficial 

observada. Para esta cepa, ambas fuentes de carbono indujeron valores similares entre sí para los dos 

parámetros estudiados por lo que la fuente de carbono podría tener poca influencia en la producción de 

surfactantes.  

 

1.4. Extracción de compuestos: 

 

Para obtener los posibles compuestos tensioactivos se decidió probar tres combinaciones de solventes 

de extracción reportados comúnmente en la bibliografía [Hoskova et al., 2013; Costa et al., 2006; Zhang et 

al., 2005; Irie et al., 2005; Asfora Sarubbo et al., 2006; Francetti et al., 2010; Sukirtha et al., 2013]: dietil éter, 

acetato de etilo y mezclas de cloroformo : metanol de diferentes proporciones.  Estas mezclas de solvente se 

emplean en la extracción de biosurfactantes de distinta naturaleza química y diferentes géneros y especies. 

La efectividad del solvente de extracción se evaluó empleando la cepa control P. aeruginosa PAO1 y se siguió 

por observación de manchas en placas para cromatografía en placa delgada. Luego de cada proceso 

separativo se observó la cantidad de sustancia remanente en el extracto y la intensidad de las manchas 

obtenidas al sembrar en placas 5 μl de una resuspensión con 5 ml del solvente empleado. 

El resultado de estos ensayos indicó que el mejor solvente para la extracción de surfactantes es el dietil 

éter ya que emplear una relación 1:1 solvente : sobrenadante fue suficiente para extraer la mayor cantidad 

de surfactante posible. Con el acetato de etilo no se logró extraer compuesto alguno y la mezcla de 

cloroformo : metanol requirió 3 volúmenes de la misma para lograr una extracción comparable a la del dietil 

éter. 

Una vez seleccionado el solvente de extracción se procedió a probar solventes de corrida para la 

cromatografía en capa delgada usando como combinación inicial aquella que más se empleara en la 

bibliografía citada para la separación de surfactantes aniónicos. La cepa seleccionada para esta prueba fue R. 

taiwanensis M2 ya que,  según lo observado sobre la tensión superficial de los medios de cultivo, podría ser 

la mejor productora de surfactantes. Además se analizó el comportamiento de los extractos de la cepa 

control P. aeruginosa PAO1. Los resultados de bibliografía describen la aparición de dos manchas para dicho 

control que coinciden con los mono y di ramnolípidos, con ese dato como parámetro se decidió qué solvente 

de corrida produjo mejor separación.  
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Cabe destacar que para la corrida se utilizaron mezclas en distinta proporción de cloroformo y metanol 

con una mínima proporción de ácido acético para evitar “colas” en las manchas obtenidas en la placa [Yin et 

al., 2009]. La composición de los cuatro solventes de elución se detalla en la Tabla R-4: 

 

Mezcla de corrida Partes de 

cloroformo 

Partes de 

Metanol 

Partes de 

ácido acético 

1 55 25 1 

2 65 15 1 

3 70 10 1 

4 75 5 1 

 

 

Luego de correr placas con las cuatro mezclas se observó que la mezcla de corrida número 3 logró 

separar la mayor cantidad de manchas en cada calle de siembra (Figura R-7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la calle 1 se sembró un extracto de medio de cultivo con aceite de girasol y sin inocular. Se puede ver 

que no se logró extraer ningún compuesto de interés salvo impurezas que se obtienen del aceite de girasol y 

se ubican con el frente de corrida. La calle 2 presenta al menos dos compuestos de Rf=0,5 y Rf=0,6 lo cual es 

consistente con la bibliografía consultada respecto a los surfactantes de P. aeruginosa PAO1 [Das et al., 

Figura R-6. Cromatografía en capa delgada de los compuestos extraídos revelada con iodo. El solvente de corrida 
fue una mezcla de cloroformo:metanol:ácidoacético [70:10:1]. 1. Aceite de girasol en medio de cultivo sin inocular 
extraído con dietil éter; 2. Extracto de P. aeruginosa PAO1 en cultivo con aceite de girasol extraído con dietil éter; 
3. R. taiwanensis M2 en cultivo con aceite de girasol extraído con dietil éter; 4. R. taiwanensis M2 en cultivo con 

glucosa extraído con CHCl3/CH3OH; 5. R. taiwanensis M2 en cultivo con aceite de girasol extraído con 
CHCl3/CH3OH. Las flechas indican la mancha coincidente con uno de los surfactantes producidos por P. aeruginosa 

PAO1. 
 

Tabla R-4. Composición de los solventes de corrida empleados en el análisis por TLC. 

   1    2     3    4    5   
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2014; Wittgens et al., 2011]. Este resultado indica que la composición del solvente de corrida es útil ya que 

pudo resolver al menos dos compuestos. Las calles 3, 4 y 5 corresponden a R. taiwanensis M2 con dos 

fuentes de carbono distintas y distinto solvente de extracción.  En la calle 3 se puede ver que M2 produce al 

menos un compuesto de Rf=0,6 y su extracción es posible con dietil éter. Si bien es un solvente peligroso por 

su volatilidad y bajo punto de ignición, los volúmenes utilizados son mucho menores que para cualquier otro 

solvente. Empleando volúmenes de dietil éter iguales a los del cultivo (generalmente 25 ml) se logra una 

buena extracción. Lo mismo puede observarse en la calle 5 donde el solvente de extracción fue una mezcla 

de CHCl3/CH3OH [70:10]. La diferencia entre ambas extracciones fue la cantidad de solvente empleado ya 

que se requirió 3 volúmenes del solvente de extracción para la calle 5 y sólo 1 volumen para  la extracción 

sembrada en la calle 3. En la calle 4 se puede observar que al usar glucosa como fuente de carbono no se 

obtienen compuestos extraíbles.   

Al realizar la extracción con dietil eter de cultivos de P. veronii 2E con aceite de girasol se observó una 

única mancha (Figura R-8, calle 2). En la placa de cromatografía revelada con I2 se puede observar una 

mancha tenue cuyo Rf coincide con una de las manchas extraídas a partir de P. aeruginosa PAO1. Esto 

demuestra que la extracción es efectiva y podría tratarse de un compuesto o un grupo de ellos con 

características similares al obtenido a partir de la cepa control P. aeruginosa PAO1.  

 

 

 

 

En resumen se puede decir que el uso de dietil éter es conveniente para la extracción de surfactantes ya 

que reduce los volúmenes empleados y el tiempo de trabajo. Por otra parte, el mejor solvente para la 

separación de compuestos en TLC es la mezcla CHCl3/CH3OH [70:10] que también se puede emplear como 

solvente de extracción alternativo al dietil éter. 

 

Figura R-8. Cromatografía en placa delgada de extractos de P. aeruginosa (calle 1) y P. veronii 2E (calle 2). a) placa 
revelada a la luz UV. B) placa revelada con I2. 
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1.5.  Cuantificación relativa: 

 

En este trabajo el uso de placas con azul de metileno fue uno de los ensayos primarios para la detección 

de surfactantes, en particular se decidió tomarlo como tal debido a que no tiene interferencias reportadas 

aunque si limitaciones. Dado que las dos cepas seleccionadas como potenciales productoras de 

biosurfactantes dieron señales positivas en las placas MBA, se decidió emplear un protocolo de 

cuantificación relativa de éstos compuestos que se basa en el principio de su complejamiento con el azul de 

metileno. La técnica se basa en realizar una extracción con cloroformo a partir de los sobrenadantes de 

cultivos acidificados y luego poner esta solución en contacto con una de azul de metileno y CTAB en un 

buffer tetraborato (Na2B4O7·10H2O, pH=8,6). Como resultado, la fase orgánica que contiene los surfactantes 

extraídos adquiere coloración azul que es directamente proporcional a la cantidad de los mismos (ver Figura 

R-9 como ejemplo). La medición de la absorbancia a 638 nm da la posibilidad de relativizar la cantidad de 

surfactantes presentes comparados contra la cepa productora control. 

 

 

 

 

 

Para hacer la comparación entre la cepa productora control y las cepas de interés se utilizaron cultivos 

con aceite de girasol y glucosa.  En la Tabla R-5 se presenta la producción relativa estimada de surfactantes 

aniónicos en función de la producción de P. aeruginosa PAO1. En todos los casos la producción presentada 

es la mejor de una serie de cultivos duplicados independientes.  

 

 

 

a              b             c              d 

Figura R-9. Tubos con fase orgánica de cloroformo (inferior) y solución acuosa de azul de metileno y CTAB (fase 
superior). a) Clarificado de P. aeruginosa PAO1; b) clarificado de P. veronii 2E; c) clarificado de R. taiwanensis M2 y 

d) medio de cultivo control sin inocular. 
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La producción para P. aeruginosa PAO1  fue mayor cuando el cultivo se realizó en medio con aceite de 

girasol como fuente de carbono llegando a ser casi del doble. La producción de P. veronii 2E fue similar en 

ambos cultivos mientras que R. taiwanensis M2 produjo casi 3 veces más con aceite de girasol que con 

glucosa, asemejándose a la cepa de referencia P. aeruginosa PAO1.  

Curiosamente, los resultados obtenidos parecen contradecir a los de la Tabla R-2 donde se puede 

observar que la fuente de carbono empleada no genera diferencias apreciables sobre la tensión superficial 

del sobrenadante de cultivo de R. taiwanensis M2 y sí sobre el de P. veronii 2E. Dicha diferencia puede 

explicarse según las bases de la técnica utilizada, ya que la detección con MB sólo puede ser empleada para 

surfactantes aniónicos. Por otra parte, la tensión superficial es más abarcativa y detecta la presencia de 

surfactantes sin importar su naturaleza química. En este caso podría haber una serie de surfactantes 

presentes en el cultivo con glucosa que no son cuantificables pero que en la suma equiparan a los presentes 

en el cultivo con girasol como fuente de carbono.   

En resumen, la fuente de carbono ideal para ambas cepas es el cultivo con aceite de girasol ya que con 

los métodos empleados parece ser la que mejores resultados da. El hecho de que el aceite de girasol 

incremente la producción de compuestos tensioactivos es consistente con lo propuesto previamente por 

otros autores [C. Hazra et al., 2014; S. G. Costa et al, 2006].  

 

1.6. Extracción y purificación 

 

Empleando las condiciones descriptas se realizaron extracciones de surfactantes a partir de cultivos de 

P. aeruginosa PAO1 en medio de cultivo con aceite de girasol o con glucosa como fuente de carbono de 

manera que se pudieran usar como controles y patrones. Además se extrajeron los surfactantes de cultivos 

de P. veronii 2E y R. taiwanensis M2 crecidas usando aceite de girasol como fuente de carbono. La 

purificación en placas preparativas de sílica se realizó usando como solvente de elución una mezcla 

cloroformo : metanol : ác.acético [3:1:0,1]. El cambio de solvente de elución fue necesario ya que la 

Cepa Fte. de C: glucosa Fte. De C: aceite de 

girasol 

P. aeruginosa PAO1 50 % 100 % 

P. veronii 2E 24 % 26 % 

R. taiwanensis M2 26 % 98,5 % 

Tabla R-5. Producción relativa de surfactantes aniónicos respecto del cultivo de P. aeruginosa PAO1 en presencia 
de aceite como fuente de carbono. La producción de P. aeruginosa PAO1 en cultivo con aceite de girasol se tomó 

como el 100 %. 
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composición utilizada en las placas delgadas no separó bien los compuestos e incluso algunos quedaron en 

el punto de siembra.  

 

1.6.1. Muestras de P. aeruginosa PAO1: 

 

Al sembrar los extractos y correrlos en las condiciones detalladas previamente se pudo observar que los 

compuestos producidos con glucosa y con aceite de girasol cambiaron su proporción aunque dos manchas 

con similar Rf fueron identificables (Figura R-10). La separación entre ellas fue mayor que en las placas de 

cromatografía en capa delgada debido a la modificación del solvente y además se evidenció un remanente 

en el punto de siembra de todos los extractos. Teniendo en cuenta lo observado en las placas de 

cromatografía delgada  y en la placa preparativa se decidió dejar de lado la producción de surfactantes con 

glucosa como fuente de carbono. Esto se debe principalmente a que los resultados indican que el uso de 

aceite de girasol induce la secreción de, al menos, dos compuestos distintos (Figura R-10 calle 2). Los 

compuestos en el punto de siembra fueron descartados por no corresponderse con las sustancias de interés 

en una posterior cromatografía en capa delgada. Posiblemente se trate de algunos compuestos muy polares 

que no se observaron en las placas de cromatografía iniciales debido a la concentración de la siembra.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.2. Muestras de R. taiwanensis M2: 

 

Al correr el extracto de R. taiwanensis M2 se pudo observar que se separaron al menos 4 compuestos 

fluorescentes con colores distintos a la luz UV de 254 nm (ver Figura R-11).  

 

Figura R-10. Cromatografía en placa preparativa de los extractos de P. aeruginosa PAO1. A) Placa revelada con luz 
UV para dos fuentes de carbono: 1. glucosa; 2. aceite de girasol.  B) Imagen con colores invertidos. El recuadro 

puntado indica el segmento de la placa del cual se tomó el compuesto de de interés. 
 
 

1                              2 A                                                                B 
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En vista de que no hay extensa bibliografía respecto a surfactantes en la especie R. taiwanensis se 

decidió tomar a los 3 compuestos fluorescentes en un mismo extracto y al compuesto que corre con el 

frente de solvente como otro compuesto. Esta decisión se basó en que la polaridad del solvente de corrida 

podría tener el mismo efecto que tuvo sobre el extracto de  P. aeruginosa PAO1 y que probablemente la 

mancha observada previamente en la placa de cromatografía delgada sea la que se encuentra a la cabeza de 

la corrida. De ser así, los compuestos fluorescentes no se corresponderían con nada de lo visto 

anteriormente y es por ello que se decidió, de manera conservadora, agruparlos en un único extracto para 

los ensayos siguientes.    

 

1.6.3. Muestras de P. veronii 2E: 

 
Para extraer los surfactantes de P. veronii 2E se utilizó dietil éter ya que según los resultados obtenidos 

este solvente parece ser el más económico en cuanto a volumen necesario y tiempo de trabajo.  

En las placas preparativas (ver Figura R-12) se observó correlación con las placas de TLC (Figura R-8). Los 

compuestos de P. aeruginosa PAO1 estan presentes aunque se desplazaron más que en la TLC. La señal 

observada en la siembra de P. veronii 2E se ubica con el frente de corrida al igual que el compuesto de mayor 

Rf presente en el cultivo de P. aeruginosa PAO1. En vista de ésto, se decidió emplear el compuesto obtenido 

de esta fracción de la placa para posteriores ensayos (zona punteada en la Figura R-12).  

 

Figura R-11. Cromatografía en placa preparativa de los extractos de R. taiwanensis M2. A) Placa revelada con luz 
UV. B) imagen con colores invertidos. 
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1.7. Compuestos obtenidos: 

 
Al finalizar los ensayos descriptos se obtuvieron 6 soluciones de posibles surfactantes las cuales se listan 

en la Tabla R-6 indicando la procedencia. 

 

solución cepa Fuente de carbono 

1 P. veronii 2E Glucosa 

2 P. veronii 2E Aceite de girasol 

3 R. taiwanensis M2 Glucosa 

4 R. taiwanensis M2 Aceite de girasol 

5 P. aeruginosa PAO1 Aceite de girasol 

6 R. taiwanensis M2 Aceite de girasol 

 

 

Todos los extractos se hicieron a partir de las placas preparativas: la solución número 4 reúne a todos 

los compuestos fluorescentes encontrados en la misma (Figura R-11, compuestos señalados con una llave 

amarilla) mientras que la solución 6 es sólo el compuesto ubicado en el frente de corrida de solvente (Figura 

R-11, banda señalada con una flecha). Las soluciones 1 y 2 fueron obtenidas de los cultivos de P. veronii 2E. 

En ambos casos solo se obtuvo un compuesto o un grupo de compuestos similares por lo que se realizó una 

única solución mezcla. Una vez recuperados los compuestos se resuspendieron en agua bidestilada y se los 

liofilizó.  

Figura R-12. Cromatografía en placa preparativa de los extractos de P. veronii 2E. A) Placa revelada con UV. B) 
Imagen con colores inveridos. El punto de siembra 1 es el extracto de P. aeruginosa PAO1. Las flechas amarillas 

indican la posición de los compuestos detectados.  

Tabla R-6. Procedencia de las soluciones de surfactantes obtenidas para su posterior caracterización. 

A                        B 

1            2 
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Los 6 extractos liofilizados se resuspendieron en agua bidestilada con el fin de preparar las soluciones 

de surfactantes al 0,5 % y se pudo observar que las soluciones 2 y 3 produjeron espuma persistente en los 

tubos. Esta espuma llego a mantenerse durante 2 horas mientras que en lo demás tubos la espuma 

producida se mantuvo solamente por unos minutos. 

Con esta serie de ensayos se han logrado establecer las condiciones necesarias para producir 

compuestos potencialmente tensioactivos. Los mismos son fáciles de producir y extraer aunque la 

purificación puede ser un poco más complicada por el uso de placas de cromatografía preparativa. Por la 

masa obtenida luego de pesar los liofilizados se estimó que la producción de estos compuestos ronda el 

orden de 1 g/L. La bibliografía consultada reporta producciones de ramnolípidos por parte de Pseudomonas 

aeruginosa que ronda los 30 g/L [Zhu et al., 2012; Clarke et al., 2010; Oliveira et al., 2009; Wu et al., 2008] en 

incluso se hace referencia a producciones que alcanzaron los 70 g/L [Giani et al., 2000]. Estos rendimientos 

se lograron en reactores con condiciones controladas lo cual podría explicar la diferencia con los resultados 

de este trabajo. 

  

1.8. Caracterizacion química de los compuestos extraídos: 

  

1.8.1. Aminoácidos: 

 
Una vez obtenidos los compuestos en solución se procedió a tratar de identificar la naturaleza química 

de los mismos. Para ello se buscó determinar la presencia de aminoácidos realizando una hidrólisis y 

posterior identificación con ninhidrina. 

La Figura R-13 muestra el resultado de dicha identificación en placa de cromatografía delgada: 

 

 

 

 

 

Figura R-13. Revelado con ninhidrina de los compuestos hidrolizados y sus respectivos controles: gli, glicina pura 
en solución 0,5 % m/V; BSA, seroalbumina bovina en solución 0,5 % m/V; (-), agua bidestilada; BSA*, seroalbumina 

bovina 0,5 % sin hidrolizar. Los círculos delimitan la zona de siembra de cada solución. 
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Como se puede ver en la Figura R-13, ninguna de las soluciones empleadas, a excepción de la solución 3, 

presentó coloración. En la siembra de la misma se puede ver una leve tonalidad que indicaría la presencia de 

aminoácidos en muy baja concentración. Incrementar la concentración en las siembras no fue efectivo para 

lograr una señal más intensa ya que el proceso de hidrolisis también enturbia la solución y mancha la placa al 

momento de la siembra. El resultado presentado es el óptimo obtenido. 

 

1.8.2. Azúcares: 

 

Se determinó la presencia de azúcares empleando el método del fenol/sulfúrico [Nielsen, S. 2010]. Para 

ello se realizó una curva de calibrado que relaciona una medida de absorbancia con la masa total de 

azúcares totales (Ver materiales y métodos sección 2.8.1). La Figura R-14 muestra el resultado de dicha curva 

de calibrado con la ecuación de la recta correspondiente.  

 

 

 

 

En base a la curva de calibración elaborada se calculó el contenido de azúcares totales en las soluciones 

de los compuestos detallados en la Tabla R-6. Ninguno de ellos presentó azúcares detectables aún cuando 

los cultivos iniciales fueron hechos con glucosa como fuente de carbono. El paso por las placas preparativas 

es una forma de eliminar restos de aceite de girasol, pero como se puede ver en las Figuras R-10 y R-12 no 

existen una gran cantidad de compuestos que puedan ser separados. Dicho paso podría estar reteniendo los 

Figura R-14. Curva de calibración de azúcares totales determinados por la técnica del fenol/sulfúrico. Las 
concentraciones ensayadas van de 0,01 μg a 4 μg. 
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azúcares presentes en el extracto de cultivo sin importar si son libres o forman parte de una molécula más 

compleja. Tal vez sea éste el motivo por el cual la detección en los extractos Sc1 a Sc6 no fue efectiva. Para 

evitar la alta dilución de dichos extractos se realizó la detección de azúcares en extractos de cultivos de P. 

veronii 2E, R. taiwanensis M2 y P. aeruginosa PAO1 directamente después de la extracción y liofilización. En 

la Tabla R-7 se presenta el resultado de estas determinaciones. 

 

Muestra (cultivos con aceite de 

girasol) Masa seca [μg] Azúcares [μg] 

Relación [masa 
total:masa de 

azucares] 

P. aeruginosa PAO1  27067 16,561 1634 

R. taiwanensis M2  8047 5,876 1369 

P. veronii 2E  1667 4,002 416 

 

 

 

La determinación de azúcares totales también se ha empleado en la cuantificación de biosurfactantes 

de origen glicolipídico. Según María Benincasa [Benincasa et al., 2002.] al correlacionar la masa total 

obtenida con la cuantificación de los residuos de ramnosa, se obtiene una relación entre ambos que luego 

puede emplearse para evaluar la producción de glicolípidos en forma directa. Según Paixão de Santana-Filho 

(De Santana-Filho et al. 2015) el método en cuestión es una de las formas rápidas de cuantificar la 

producción de surfactantes en cepas de la especie Pseudomonas aeruginosa. En este caso, lo único que se 

debe hacer es multiplicar la cantidad de ramnosa por un factor que va entre 3,0 y 3,4. Siguiendo estos 

parámetros se realizó una cuantificación de los azúcares totales y se los relacionó con la masa total de 

extracto obtenido para evaluar que tan buena fue la extracción. Dicha evaluación se realizó con la cepa 

control P. aeruginosa PAO1 y comparando el resultado con los datos de bibliografía. 

Como se puede ver en la Tabla R-7 se obtuvieron azúcares en los tres extractos de cultivos con aceite de 

girasol como fuente de carbono. Al realizar el cociente entre la masa total de muestra empleada para la 

determinación y la masa de azúcares totales detectados, se puede ver que la cepa P. veronii 2E fue la que 

presentó menor valor. La tabla muestra que la cepa que más incrementa la cantidad de azúcar en el medio 

es P. aeruginosa PAO1. La misma posee un surfactante natural glicolipídico por lo que era de esperarse que 

se encontrara señal de detección de azúcar. Cabe destacar que P. aeruginosa PAO1 y P. veronii 2E son 

productoras de exopolisacáridos solubles que podrían interferir con las mediciones realizada [Ferreira et al. 

2016]. Dado que toda la masa obtenida para las tres cepas provino de 100 ml de cultivo inicial de cada una, 

también se puede comparar entre sí y llegar a la conclusión de que tanto R. taiwanensis M2 como P. veronii 

2E presentan una cantidad similar de azúcares totales. Por fuera de la relación mencionada, se destaca que 

Tabla R-7. Microgramos (μg) de azúcar total en las muestras obtenidas. Las soluciones originales obtenidas con las 
muestras fueron diluídas acorde a los resultados hasta obtener valores de absorbancia que ajustaran dentro de la 

curva de calibrado. 
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la producción de compuestos libres en el medio de cultivo es muy diferente entre ambas cepas. R. 

taiwanensis M2 produce casi el triple de compuestos que son recuperables del medio de cultivo, lo cual se 

ve reflejado luego en la relación masa total/ azúcares totales. Finalmente la cepa P. aeruginosa PAO1 

produce mucha más cantidad de sustancias por cada 100 ml de cultivo y la relación entre azúcares y masa 

total se parece más a la de R. taiwanensis M2 que a la de P. veronii 2E. Si considerásemos que en el caso de 

P. aeruginosa PAO1 todo lo extraído son surfactantes la relación masa total/ azúcares debería rondar el 3,4 

[Benincasa et al. 2002]. Dado que no es así podemos inferir que la extracción ha arrastrado otros 

compuestos libres en el cultivo y, de la misma manera, puede haber sucedido para los cultivos de las demás 

cepas. Si se considerara la posibilidad que las cepas de interés produzcan glicolípidos, la relación hallada 

supera por mucho lo esperado para un glicolípido similar al de P. aeruginosa PAO1. Por lo expuesto no se 

puede emplear la información obtenida para concluir si los compuestos extraídos son glicolípidos de 

estructura similar a los de la cepa control PAO1. También queda en evidencia que la extracción realizada 

arrastra otros compuestos además de los surfactantes de interés y eso puede extrapolarse a las extracciones 

de todas las cepas ya que se hicieron en simultáneo. 

Los cultivos en los que se empleó glucosa como fuente de carbono no pudieron ser medidos ya que el 

método deja una gran cantidad de azúcares remanentes en el extracto y todas las mediciones superaron el 

límite superior incluso en altas diluciones.  
 

1.9. Cromatografía líquida de alta resolución: 
 

Para estudiar la pureza de los compuestos aislados por cromatografía en placa preparativa se realizaron 

separaciones en un equipo de HPLC usando como base los protocolos de la bibliografía disponible (Sukirtha 

& Usharani, 2013; Abdel-Mawgoud et al., 2010; Mata-Sandoval et al., 1999). En una primera aproximación 

para corroborar que el detector fuera adecuado, se realizó un barrido del espectro UV-visible de cada uno. 

Se determinó que solo los extractos Sc1, Sc2 y Sc6 poseen un máximo de absorción en ese rango. En base a 

ese barrido se decidió registrar como señal las longitudes de onda (λ) de 274 nm, 300 nm y 450 nm. Como 

referencia se empleó la absorbancia a la longitud de onda de 550 nm ya que ninguno de los compuestos 

empleados presentó señal en la misma.  La absorbancia a 210 nm se registró como control debido a que la 

mayoría de los compuestos carbonados poseen absorción en esa λ y funciona como control positivo para el 

uso del detector UV. 
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En la Figura R-15 se puede observar que hay detección a 274 nm y que el extracto Sc1 posee varios 

picos en torno a los 76 minutos por lo que no sería una única sustancia. Incluso podría tratarse de una 

mezcla de congéneres lo cual se encuentra descripto en trabajos previos [George and Jayachandran, 2013; 

Gunther IV, et al., 2005]. La intensidad de las señales fueron bajas comparadas con el rango de la señal 

control (210 nm) pero realizar inyecciones de volúmenes mayores de muestra produjo distorsiones de los 

resultados y perdida de resolución de picos.  

Para el extracto Sc2 se observaron señales a 274 nm y a los 300 nm (Figura R-16). 

 

Figura R-15. Cromatografía del extracto Sc1. Los picos observados rondan los 76 minutos de retención y son 
detectables en todas las longitudes de onda registradas. A, 274 nm; B, 450 nm; C, 210 nm; D,300 nm; E, ampliación 

de la zona de interés a 274 nm; F, Ampliación de la zona de interés a 300 nm. 
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En la Figura R-16 se puede observar que al menos 3 compuestos (las señales a 14, 19,5 y 76,8 min) se 

detectan a ambas longitudes de onda, 274 y 300 nm. Dado que los compuestos en los extractos Sc1 y Sc2 se 

aislaron de la cepa P. veronii 2E en condiciones de cultivo distintas se podría pensar que estas diferencias 

fueron las causantes de la aparición de los picos que se observan a 14 y a 19,5 min. Dichos picos no se 

encuentran presentes en los cromatogramas de la Figura R-15 por lo que los compuestos detectados deben 

relacionarse de alguna manera con la fuente de carbono empleada. En la longitud de onda de 210 nm se 

registró señal a tiempos de retención próximos a los 76 min. Los picos de 14 y 19,5 minutos no fueron 

detectados en dicha longitud de onda lo cual es llamativo ya que debería de verse cualquier compuesto 

carbonado. Es probable que la estructura química de los compuestos cercanos a los 14 y a los 19,5 min 

podría ser tal que se atenúa la absorción a 210 nm y por eso no hay picos visiblemente reconocibles.  

Figura R-16. Cromatografía del extracto Sc2. Los picos de interés rondan los 14, 19,5 y 76.8 minutos de retención. 
A, 274 nm; B, 450 nm; C, 210 nm; D,300 nm; E, ampliación de la zona de interés a 300 nm; F, ampliación de la zona 

de interés a 210 nm. 
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Por su parte, el compuesto Sc6 presentó actividad a 274 nm pero como se puede ver en los 

cromatogramas (Figura R-17), la señal fue baja. A 240 nm se puede apreciar un pico con señal coincidente 

con las demás longitudes de onda. El mismo posee un tiempo de retención de 48,3 min. Debido a su 

intensidad, ésta sería la señal mayoritaria del compuesto dado que a 210 nm, donde se deberían ver todos 

los compuestos presentes, sólo se encuentra una detección cercana a los 38 minutos. Nuevamente, el 

incremento del volumen de inyección no produjo mejoras en las señales de observadas. 

Los extractos Sc3 y Sc4 que provienen de la cepa R. taiwanensis M2 no presentaron señales en sus 

respectivos cromatogramas por lo que se concluye que dichos compuestos no poseen actividad óptica en el 

rango UV-visible. La falta de señal para el detector DAD indica que es necesario un estudio con un detector 

más sensible como puede ser un espectrómetro de masas. 

De la misma manera, el extracto Sc5 proveniente de Pseudomonas aeruginosa PAO1 tampoco presentó 

absorción en el rango estudiado lo cual es consistente con la bibliografía citada donde se describe que los 

ramnolípidos (surfactante típico de la cepa) no pueden ser detectados por absorción en el rango UV-visible 

[Mata-Sandoval et al., 1999]. 

Dados estos resultados se decidió considerar a los compuestos como mezclas en solución en lugar de 

sustancias puras.  
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Figura R-17. Cromatografía del extracto Sc6. Los picos de interés rondan los 36 y 48 minutos de retención. A, 274 
nm; B, 240 nm; C, 210 nm; D, ampliación de la zona de interés a 274 nm; E, ampliación de la zona de interés a 240 

nm. 
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1.10. Cromatografía gaseosa: 

 
En base a la bibliografía consultada la estructura de los surfactantes naturales puede ser de diversos 

orígenes. En la cepa control P. aeruginosa PAO1 los glicolípidos son los más abundantes. Se realizó un 

análisis por CG-MS de los compuestos obtenidos a partir de las cepas P. veronii 2E, R. taiwanensis M2 y P. 

aeruginosa PAO1 en cultivo con aceite de girasol. En estos casos se corrieron los compuestos totales 

obtenidos de cada cultivo con aceite de girasol en lugar de los separados como en el ensayo anterior. Dicha 

metodología se decidió debido al empleo del detector de masas, ya que este permite identificar un gran 

número de sustancias y se puede, además, observar el perfil de ácidos grasos para cada cepa en cuestión.   

Para dichos análisis se obtuvieron los metil ésteres de los ácidos grasos por derivatización y se los 

comparó contra un patrón (AccuStandard®) de ácidos grasos metilados de C10 a C24. Esta derivatización se 

realizó para que fueran estables durante el proceso de calentamiento que se da en el cromatógrafo y fueran 

detectables por medio de este equipo. El resto de los compuestos volátiles que pudieran estar presentes 

también son detectables debido al empleo del detector de masas. También se realizó una corrida del aceite 

de girasol empleado como fuente de carbono para descartar los ácidos grasos presentes en el mismo. 

En este trabajo se empleó el programa MS Search V.2.0. del NIST para realizar una comparación de los 

compuestos presentes en las cepas de interés contra los presentes en la cepa control P. aeruginosa PAO1. El 

mismo programa se utilizó para buscar todos los compuestos detectados en la base de datos del NIST. 

 La Figura R-18 presenta el cromatograma de corriente iónica total obtenido para la cepa P. aeruginosa 

PAO1 en el cual se puntualizaron inicialmente de manera automática 37 compuestos.  
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Para los 37 compuestos realizó una identificación inicial comparándolos con un patrón de ácidos grasos 

metilados y se obtuvo el número de carbonos probable para cada uno. En la columna 2 de la Tabla R-8  se 

presenta la información obtenida.  

 

Tiempo de 

retención 

Metil ésteres 

ác. grasos de: 

Identificación NIST Identificación massbank Área 

1.90 C8-C9 ---------------- 10-undecenal 119783 

2.28 C8-C9 Metil éster de ácido 4-octenoico, (Z)- 10 metil undecenoato 372647 

2.55 C8-C9 Di-metil éster de ácido octanodioico Di-metil éster de ácido octanodioico  377220 

3.20 C10-C11 metil éster de ácido nonadioico metil éster de ácido nonadioico 48183 

3.60 C10-C11 metil éster de ácido nonadioico metil éster de ácido nonadioico 160685 

3.70 C10-C11 Metil éster de ácido 10-oxo-8-en-

decanoico 

Acidó 3-en-decanoico 174120 

4.10 C12-C13 Metil éster de ácido 2-hydroxy 

dodecanoico 

Metil éster de  4-metil-3-en-

decanoato 

86793 

4.15 C12-C13 Dimetil éster de ácido decanodioico Dimetil éster de ácido decanodioico 283833 

4.60 C18-C19 Metil éster de ácido 3-hidroxi 

ciclohexapropanoico 

4A-metildecahidro-2-naftol-2-d 259965 

5.20 C12-C13 Muy bajo, posiblemente ruido ----------------- 75951 

6.02 C14-C15 Metil éster de acido Metil éster de ácido nonadecanoico 47000 

Figura R-18. Cromatograma de corriente iónica total para P. aeruginosa PAO1. En el eje “y” se representa la 
abundancia relativa y en el “x” el tiempo de corrida.  
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ciclopentatridecanoico 

6.97 C12-C13 Metil éster de ácido 7-en 

hexadecanoico. (Z)- 

ciclohexadecanolido 217631 

8.40 C14-C15 Ácido ciclopenta  undecanoico 4-metil 3-en decanoato 641841 

9.60 C18-C19 Metil éster de ácido 9- en 

octadecanoico (Z)- 

Metil éster de ácido -6- 

octadecenoico  

39832408 

9.77 C18-C19 Metil éster de ácido octadecanoico Metil éster de ácido esteárico 10318784 

10.20 C18-C19 Ácido octadecanoico Ácido dodeicosanoico 407173 

10.43 C18-C19 Metil éster de ácido 12,15-

Octadecadienoico 

Metil éster de ácido -6,9,15-

octadecatrienoico (Z,Z,Z)- 

225237 

10.74 C16-C17 Metil éster de ácido 7-Hexadecenoico 

(Z)- 

Hexadecalactona 880334 

10.98 C17-C18 Metil éster de ácido 9,12- 

octadecadienoico (E,E)- 

Ácido linoleico 9437215 

11.50 C18-C19 Metil éster de ácido 17-Octadecinoico Metil éster de ácido 12,15-

octadecadienoico (Z,Z)  

322773 

11.76 C18-C19 Metil éster de ácido 7-

Hexadecenoico(Z)- 

Metil éster de ácido 11-eicosenoico 252691 

11.80 C18-C19 Metil éster de ácido linoleico (Z)- hexadecalactona 538702 

12.06 C20-C21 Metil éster de ácido eicosanoico Metil éster de ácido docosanoico 648345 

12.42 C14-C15 Ácido 8- Metil 9-tetradecenoico  ------------------- 1750793 

12.75 C22-C23 Metil éster de ácido 5,8,11,14-

Eicosatetraenoico(Z,Z,Z,Z)- 

 10-pentadecenal 170882 

12.95 C18-C19 Metil éster de ácido 8- metil 9-en 

tetradecenoico 

Di metil éster de ácido di 

dodecanoico 

2366978 

13.11 C18-C19 Metil éster de ácido 6,9,12-
Octadecatrienoico 

Metil éster de ácido 9-

hexadecenoico 

228731 

13.41 C16-C17 7,11-Hexadecadienal Metil éster de ácido 9-

hexadecenoico 

600473 

13.45 C18-C19 Metil éster de ácido 2-hidroxi-

octadeca-9,12,15-trienoico 

cedrol 339100 

13.50 C20-C21 Metil éster de ácido 8,11,14-

Eicosatrienoico 

Metil éster de ácido 6,12,15-

octadecatrienoico (Z,Z,Z)- 

339100 

13.53 C20-C21 Metil éster de ácido 8,11,14-

Eicosatrienoico 

hexadecalactona 508548 

13.83 C18-C19 Metil éster de ácido 3-octil cis-

oxiraneoctanoico 

Metil éster de ácido 6-

octadecenoico (Z)- 

1223407 

13.93 C18-C19 Igual al anterior(picos mal 

diferenciados) 

Metil éster de ácido 6-

octadecenoico (Z)- 

1211601 

14.33 C18-C19 Metil éster de ácido docosanoico ------------- 1466483 

15.28 C18-C19 Mala identificación, señal baja --------------- 35508 

15.39 C24-C25 Mala identificación, señal baja --------------- 35426 

16.43 C24-C25 Metil éster de ácido tetracosanoico Metil éster de ácido docosanoico 404143 

 

 

Tabla R-8. Tiempos de retención e identificaciones de los compuestos presentes en el cultivo P. aeruginosa PAO1 
con aceite de girasol como fuente de carbono. 
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El siguiente paso en la caracterización fue realizar una búsqueda en la base de datos del NIST para 

obtener la identidad probable de dichos compuestos. En la columna 3 de la Tabla R-8 se presenta la 

identificación correspondiente para cada compuesto. La caracterización inicial indicó que los compuestos 

aislados eran esencialmente ácidos grasos y entre ellos también se encontraron oxácidos, hidroxiácidos y 

diácidos metil ésteres. Para corroborar las identificaciones realizadas se empleó la base de datos online del 

banco de espectros de masa de Japón (http://www.massbank.jp). Esta base de datos posee un total de 

41092 espectros (listados al mes de Febrero de 2015) y es un recurso de libre acceso. Los espectros 

procesados en esta base de datos fueron identificados como ácidos grasos en su mayoría y sólo algunos de 

ellos fueron reconocidos como moléculas sustancialmente distintas a las identificadas con la base de datos 

del NIST, lo cual deja en evidencia la importancia de emplear una biblioteca adecuada o al menos hacer una 

corroboración con más de una de ellas. Los ejemplos más claros de ésto son el pico de 10.74 minutos que 

fue identificado como una lactona (Figura R-19) y el de 13,45 minutos que fue identificado como un terpeno 

(Figura R-20). En ambos casos la identificación obtenida a partir del massbank parece ser la más acertada 

aunque el cedrol, un terpeno provenientes de la plantas del grupo de las coníferas, no ha sido caracterizado 

nunca como un producto bacteriano ni compuestos similares este se han reportado en la cepa estudiada. 

 

Figura R-19. Identificación por medio del massbank de la molécula de hexadecalactona a 10.74 minutos. La misma 
fue reconocida por medio del MS Search como el metil éster de ácido 7-en-hexadecanoico. 
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Al realizar un análisis de la abundancia (representada por el área de los picos) en función de los tiempos 

de retención se puede observar que existe predominancia principal de 3 compuestos cuyos tiempos de 

retención fueron: 9.60 minutos, 9.77 minutos y 10.98 minutos (Figura R-21). 

 

 

 

 

Figura R-20. Identificación por medio del massbank de la molécula de Cedrol a 13.45 minutos. La misma fue 
reconocida por medio del MS Search como el Metil 2-hidroxi-octadeca-9,12,15-trienoato. 
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Dichos compuestos corresponden a tres (3) ácidos grasos que fueron identificados concordantemente 

en ambas bibliotecas consultadas como: Ácido 11-octadecenoico, cuya presencia es la más abundante 

(Figura R-22); ácido octadecanoico (Figura R-23) y ácido 9, 12-octadecadienoico (Figura R-24). Los tres ácidos 

grasos poseen 18 carbonos y según la bibliografía consultada [Chao et al. 2010] son los más abundantes de 

P. aeruginosa PAO1. El siguiente grupo más representado de ácidos grasos es el de 16 carbonos. Éstos ácidos 

grasos son el segundo grupo más abundante según la bibliografía por lo que las observaciones realizadas 

aquí, se corresponden con la información disponible de otras investigaciones. Teniendo en cuenta que el 

ácido 9, 12-octadecadienoico es unos de los ácidos grasos preponderantes en el aceite de girasol, se puede 

descartar y considerar sólo a los otros dos compuestos como productos de liberación por parte de la 

bacteria. En resumen, el perfil de P. aeruginosa PAO1 es variado con predominancia de ácidos grasos de 18 y 

16 carbonos y una serie muy variada de otros compuestos de la misma familia química. Solo dos compuestos 

fueron identificados de manera ambigua aunque en este caso no es el objetivo obtener su identidad 

química. En conclusión, lo obtenido es consistente con lo que se sabe de P. aeruginosa PAO1 y demuestra 

que tanto la extracción como la identificación fueron positivas. Al haber corroborado lo que se sabe por 

bibliografía, podemos decir que el método empleado es apropiado para identificar ácidos grasos y 

compuestos similares presentes en los extractos de cultivo.  

 

 

 

Figura R-21. Distribución de las abundancias iónicas en función de los tiempos de retención para los compuestos 
presentes en el cultivo de P. aeruginosa PAO1. 
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Figura R-22. Identificación del metil éster de ácido octadecenoico en el cultivo de P. aeruginosa PAO1. El tiempo 
de retención del mismo fue de 9,60 min. 
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Figura R-23. Identificación del metil éster de ácido octadecanoico en el cultivo de P. aeruginosa PAO1. El tiempo 
de retención del mismo fue de 9,77 min. 
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Figura R-24. Identificación del metil éster de ácido 9, 12-octadecadienoico en el cultivo de P. aeruginosa PAO1. El 
tiempo de retención del mismo fue de 10,98 min. 
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Por su parte, el cromatograma de corriente iónica total para la cepa P. veronii 2E (Figura R-25) presentó 

una cantidad de compuesto cuya naturaleza química fue más variada que la de la cepa control P. aeruginosa 

PAO1. En la Tabla R-9 se presentan los tiempos retención de cada compuesto con su correspondiente 

identificación en las bases de datos del NIST y el banco de espectros de masa de Japón (Mass Bank).  

Tiempo de 

retención 

Identificación 

preliminar: 

Identificación NIST Identificación 

massbank 

Área 

9.69 posible monosacarido ---------------------- Metil éster de ácido 8-

hidroxi 5-metil 4-en 

decanoico 

26614 

11.09 ciclohexil octadecil éster 

del ácido sulfuroso 

Ciclohexilmetil hexadecil éster 

de ácido sulfuroso 

Etil ciclopentano 33282 

11.72 tridecano tridecano nonadecano 38639 

12.09 compuesto nitrogenado 

no identificado PM 346 

Benzenemethanol, α-(1-

ethenylpentyl)-α-methyl 

2-(I-ethoxybenzyl) 

cyclohexanone 

37760 

12.87 pentadecano Decil pentil éster de ácido 

sulfuroso. 

pentadecano 114207 

13.99 alcano C15 nonadecano pentadecano 139611 

15.07 alcano C16 pentadecano hexacosano 139611 

16.12 alcano C16 Hexadecano Hexacosano 158810 

Figura R-25. Cromatograma de corriente iónica total para P. veronii 2E. 
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A los 9,69 minutos se encuentra el primer compuesto, inicialmente identificado como un posible 

monosacárido por la complejidad de las rupturas observadas. Posteriormente se identificó como un metil 

éster de ácido graso (ver Figura R-26) al emplear el massbank. Esta segunda identificación muestra una serie 

de picos que no coinciden perfectamente con los del metil éster de ácido 8-hydroxy-5-metil-4-en-decanoico 

propuesto. Sin embargo, es la mejor aproximación que puede conseguirse de la estructura química en esta 

fuente. Como se verá mas adelante, a pesar de que la identidad de este compuesto no puede ser 

corroborada, la posibilidad de que sea un monosacárido puede ser relevante en el estudio llevado a cabo.    

 

 

17.13 alcano C17 nonadecano tetracosano 140845 

18.11 alcano C18 octadecano n-octadecano 131832 

18.35 ciclohexil azufrado C21 Ciclohexilmetil hexil éster de 

ácido sulfuroso 

Etil-ciclopentano 69121 

19.06 alcano C19 nonadecano pentacosane 121273 

19.99 eicosano eicosano eicosano 96547 

20.87 alcano C20 dodeicosano dodeicosano 59540 

21.21 compuesto ciclohexil 

azufrado 

Butyl ciclohexilmetil éster de 

ácido sulfuroso 

triacontano 36723 

21.75 alcano C22 1-Hexacosanol hexacosano 39114 

22.17 ciclohexil azufrado C24 Ciclohexilmetil dodecil éster 

de ácido sulfuroso 

(Z)-9-heptacoseno 76709 

22.55 alcano C23 Alil tetradecil éster de ácido 

oxálico 

triacontano 41980 

24.38 ciclohexil azufrado C25 Fenilmetil éster de ácido 9- en 

octadecanoico (Z)- 

triacontano 38301 

25.28 ciclohexil azufrado C25 Ciclohexilmetil hexil éster de 

ácido sulfuroso 

10-metil-1-dodecanol 92168 

25.70 palmitaldehido dibutil 

acetal 

Fenilmetil éster de ácido 9- en 

octadecanoico (Z)- 

Metil éster de ácido 9-en 

hexadecanoico 

53778 

28.07 ciclohexil azufrado Ciclohexilmetil hexil éster de 

ácido sulfuroso 

triacontano 32107 

29.50 ciclohexil azufrado Ciclohexilmetil hexil éster de 

ácido sulfuroso 

Metil éster de ácido 2-

hidroxi eicosanoico 

68876 

30.17 alcano C24 1-decilsulfonil - d-manitol triacontano 32912 

Tabla R-9. Tiempos de retención e identificaciones de los compuestos presentes en el cultivo P. veronii 2E con 
aceite de girasol como fuente de carbono. 
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A los 12,09 minutos se obtuvo un compuesto cuyo espectro de masas tiene un pico a 121 m/z (ver 

Figura R-27). Este pico es característico de los anillos aromáticos y los compuestos identificados en las bases 

de datos empleadas fueron distintos entre sí. En ambos casos los compuestos propuestos son muy 

complejos como para ser naturales y la posible presencia de un grupo bencilo hace pensar que la 

identificación en ambas bases de datos no es del todo correcta. El patrón de fragmentación observado entre 

40 m/z y 120 m/z indicaría la presencia de una cadena carbonada lineal. Con esta información se puede 

pensar que la estructura real del compuesto podría ser algún tipo de alcano sencillo.    

Figura R-26. Identificación por medio del massbank de la molécula metil éster de ácido 8-hydroxy-5-metil-4-
en-decanoico. La misma no pudo ser reconocida por medio del MS Search 2.0. 
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Figura R-28. Identificación del compuesto inicialmente identificado como “nitrogenado” a los 12,09 min. de 
tiempo de retención. En la Figura se puede ver la segunda identificación en la base de datos del massbank. 

 

Figura R-27. Identificación del compuesto inicialmente identificado como “nitrogenado” a los 12,09 minutos de 
tiempo de retención. En la Figura se puede ver una primera identificación en la base de datos del NIST. 

 

m/z  

A
b

u
n

d
an

ci
a

  



Resultados y Discusión 
 

113 
 

En la Figura R-28 se puede ver que la segunda identificación del mismo compuesto empleando la base 

de datos del massbank produjo un resultado cuyo punto en común es un anillo bencílico. Los picos de 2-(I-

etoxi bencil) ciclohexanona son más definidos y todos se encuentran presentes en el espectro obtenido de la 

muestra de P. veronii 2E, sin embargo, los picos restantes en dicha muestra son los que hacen la diferencia y 

llevan a pensar en la presencia de una cadena carbonada. En este ejemplo se puede ver cómo el número de 

picos coincidentes pueden no ser determinantes para una identificación. En este caso en particular no puede 

proponerse una estructura definitiva aún cuando ambas bases de datos indican en concordancia la presencia 

de un grupo químico particular. La presencia de un anillo aromático es indicio de la contaminación con 

solventes orgánicos. De ser ese el caso no afecta a los resultados obtenidos ya que no afecta a los 

compuestos naturales presentes.   

Los espectros de masa de los extractos de  P. veronii 2E indicaron la presencia de varios compuestos con 

azufre en su estructura. Realizando un análisis detallado se puede observar que el compuesto 11,09 coincide 

con el espectro del ciclohexil metil hexadecil éster de ácido sulfuroso, por su parte el compuesto a 18,35 

minutos posee un espectro de masa que coincide con el del ciclohexil metil hexil éster de ácido sulfuroso. 

Una identificación similar se observa en el compuesto de 21,21 minutos. De los tres espectros se puede 

sacar que los picos característicos que dan esta identificación son: el pico de 97 m/z correspondiente al 

ciclohexil metil cuya ruptura es la más abundante debido a la presencia del éster sulfuroso, el pico de 83 m/z 

correspondiente al ciclohexil y los picos de 41 y 57 m/z son las fragmentaciones más abundantes de la 

cadena alifática. Particularmente, el pico de 57 m/z refleja la ruptura que libera un ion de 4 carbonos y, 

teóricamente, éste se hace más abundante cuanto más corta es la cadena alifática. Dicha predicción es 

comprobable en los espectros de masa de los compuestos presentados en las Figuras R-29 a R-31. En las 

mismas podemos ver  como se incrementa la abundancia del ion C4H9
+ mientras más corta es la cadena 

alifática. También se identificaron compuestos ciclohexil azufrados en los siguientes tiempos de retención: 

22,17, 24,38, 25,28, 28,07 y 29,50 minutos. En todos los casos, los picos característicos presentan el patrón y 

la abundancia descriptos. 
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Figura R-29. Identificación del ciclohexil metil hexadecil éster de ácido sulfuroso en el cultivo de P. veronii 2E. El 
tiempo de retención del mismo fue de 11,09 min. 
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Figura R-30. Identificación del ciclohexil metil hexil éster de ácido sulfuroso en el cultivo de P. veronii 2E. El tiempo 
de retención del mismo fue de 18,35 min. 
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Figura R-31. Identificación del ciclohexil metil butil éster de ácido sulfuroso en el cultivo de P. veronii 2E. El tiempo 
de retención del mismo fue de 21,21 min. 
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 El resto  de los compuestos identificados hasta los 30 minutos de corrida fueron una serie de metil 

ésteres de ácidos grasos y alcanos sencillos.  

A los 30,17 minutos se obtuvo el compuesto más interesante por la complejidad del patrón de rupturas 

iónicas y la estructura identificada por medio de la base de datos del NIST. La estructura posible coincide con 

la de un glicolípido cuya unión entre ambos componentes (el glúcido y el lípido) es a través de un grupo 

sulfonil (Figura R-32). El análisis comparativo del patrón indica que es alta la probabilidad de que éste sea el 

compuesto. El análisis visual de los picos es subjetivo, sin embargo, tiene sentido en función de los 

compuestos que se fueron encontrando a lo largo de este ensayo. En principio tenemos un posible 

monosacárido a los 9.69 minutos. Luego tenemos una serie de ésteres de acido sulfuroso cuya cadena 

carbonada posee una longitud variable. Finalmente nos encontramos con un compuesto que podría ser la 

combinación de todos los anteriores:  

El pico de 207 m/z corresponde a la ruptura entre el azufre y el glúcido dejando la cadena lipídica con el 

azufre y el oxigeno. Su contraparte es el pico de 169 m/z que corresponde al glúcido libre. Nuevamente los 

picos de 41 m/z y 57 m/z corresponden a la cadena alifática y el pico de 32 m/z es el azufre libre. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los picos menores encontrados se corresponden con los del espectro de masas almacenado en la 

biblioteca generando en el programa un puntaje de coincidencia de 577. Este valor se encuentra en el límite 

de lo aceptable para considerar correcta la identificación, sin embargo tiende a ser subestimado mientras 

mayor sea el ruido en la corrida. Es decir que, por ejemplo, si se generase un espectro con sólo 10 de los 

picos mayoritarios el valor de coincidencia aumentaría por el hecho de disminuir los picos no específicos. El 

Figura R-32. Identificación del 1-decilsulfonil -D-manitol en el cultivo de P. veronii 2E. El tiempo de retención del 
mismo fue de 30,17 min. 

 

m/z 
 

A
b

u
n

d
an

ci
a

 

 



Resultados y Discusión 
 

116 
 

valor obtenido en un espectro crudo es más que suficiente para considerar altamente probable que se trate 

de la molécula en cuestión identificada o al menos de una muy similar. 

La Figura R-33 es una representación de la molécula propuesta para la identidad de este compuesto, la 

misma tiene tres segmentos básicos que son: Un residuo glicosídico, una cadena lipídica y una unión entre 

ambas por medio de un éster de ácido sulfuroso. El residuo glicosídico puede ser en principio cualquier 

hexosa ya que la orientación de los grupos OH no se determina por la técnica empleada. Por su parte, el 

éster sulfuroso se considera el grupo más probable para la unión debido a la cantidad de compuestos 

identificados con el mismo. Por último, la cadena lipídica puede tener cualquier longitud con un “n” 

probable de entre 2 y 10 carbonos ya que éstas son las longitudes extremas encontradas entre las 

identificaciones realizadas.     

Es factible pensar que el compuesto propuesto es la molécula base y las demás identificaciones son 

intermediarios o el producto de degradaciones de la misma que se encuentran libres en el medio de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura R-33. Estructura propuesta para el compuesto detectado a los 30,17 minutos. 
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En la Figura R-34 se puede ver la distribución de abundancias para cada compuesto según su tiempo de 

retención y la primer observación es que las mismas son más homogéneas que en el caso de P. aeruginosa 

PAO1. Entre los 12,87 minutos y los 20 minutos se encuentran los compuestos más abundantes que, en su 

mayoría, fueron identificados como alcanos. La excepción es el compuesto de los 18,35 minutos que fue 

identificado como uno de los compuestos azufrados. De hecho, éstos compuestos son los segundos más 

abundantes y se ubican en los tiempos de retención entre 22 minutos y 30 minutos. Si se observa en detalle, 

la abundancia de los compuestos azufrados en todo el rango es similar. 

 

Figura R-34. Distribución de las abundancias iónicas en función de los tiempos de retención para los compuestos 
presentes en el cultivo de P. veronii 2E. 
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Por último, el cromatograma de corriente iónica total de la cepa R. taiwanensis M2 (Figura R-35) reveló 

la presencia de sólo dos compuestos, uno de ellos fue el metil éster laureato (Figura R-36) y el otro fue el 

metil éster palmitato (Figura R-37). Dado que el ácido palmítico es uno de los compuestos mayoritarios en el 

aceite de girasol, se puede considerar que el único compuesto proveniente de la síntesis por parte de la cepa 

es el ácido laurico. 

El ácido láurico en sí no actúa como surfactante, por lo que su función puede estar relacionada a otras 

estructuras celulares. 

Los resultados expuestos indican que la detección por CG-MS en las condiciones trabajadas no es útil 

para identificar nuevas moléculas en los extractos de cultivo de R. taiwanensis M2. De existir un surfactante 

debe ser detectado por otros métodos. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura R-35. Cromatograma de corriente iónica total para R. taiwanensis M2. 
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Por último se procedió a generar una biblioteca personalizada en el programa MS Search 2.0 NIST con 

todos los compuestos presenten en la extracción de cada cepa. Dicha biblioteca se empleó para comparar 

los compuestos producidos por P. veronii 2E y R. taiwanensis M2 con los producidos por P. aeruginosa PAO1. 

El resultado de dicha comparación no mostró coincidencia entre los compuestos presentes en cada cultivo a 

excepción de los ácidos grasos presentes en el aceite de girasol que se empleó como fuente de carbono. En 

resumen, los compuestos producidos por las tres cepas difieren tanto en composición como en la 

abundancia relativa. En consecuencia, el biosurfactante propuesto no posee las mismas características que 

aquellos presentes en la cepa control P. aeruginosa PAO1 pero comparte cierta estructura base.  

  

Figura R-36. Identificación del metil éster laureato en el cultivo de R. taiwanensis  M2. El tiempo de retención del 
mismo fue de 7,21 min. 
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Figura R-37. Identificación del ácido palmítico en el cultivo de R. taiwanensis  M2. El tiempo de retención del 
mismo fue de 9,35 min. 
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1.11. Hidrofobicidad celular: 

 

La hidrofobicidad celular es un ensayo complementario al de cambio de la tensión superficial del medio 

(Kaczorek et al., 2008; Rosengberg et al., 1980) ya que toda bacteria capaz de crecer en un medio con una 

fuente de carbono hidrofóbica necesita de alguna estrategia para su captación. Tradicionalmente se puede 

usar cualquier solvente orgánico que genere una mezcla inmiscible con el agua para determinar la afinidad 

que las bacterias, consideradas como partículas, poseen por una u otra fase. La elección del solvente debe 

contemplar el daño que este pueda causar a la estructura de la bacteria por lo que una opción factible es 

usar el mismo aceite de girasol como fase orgánica para la partición. De esta manera no sólo se asegura que 

la célula no corra riesgo sino que además se proporciona la fase orgánica igual a la que enfrenta la bacteria 

en cultivo.  

En función de lo observado en las placas de agar sangre y las de azul de metileno se investigó la 

hidrofobicidad de las cubiertas de las cepas R. taiwanensis M2 y P. veronii 2E. También se incluyó la cepa K. 

ornithinolitica 1P debido a la observación de grumos y aglomeración de aceite de girasol realizada en los 

cultivos líquidos. Si bien esta cepa se descartó como posible productora de surfactantes, este ensayo podría 

explicar el comportamiento observado y abrir nuevas líneas de trabajo a futuro. 

El ensayo de hidrofobicidad suele realizarse con una única proporción de buffer y solvente, sin embargo 

en este trabajo se realizaron mezclas de proporción creciente para corroborar que la transición de células 

entre fases se diera en diferentes condiciones.  

Según los resultados obtenidos, los cultivos de R. taiwanensis M2 realizados con aceite de girasol como 

fuente de carbono generan células más hidrofóbicas que aquellas que crecen utilizando glucosa.  Se 

realizaron estos ensayos con dos rangos de adición de aceite de girasol para la determinación (200 a 1000 μl 

y 1200 a 2000 μl)  y surgió que la hidrofobicidad no fue constante a lo largo del tiempo. La Figura R-38 

muestra los gráficos en dos rangos de aceite de girasol adicionado con una diferencia de 24 horas. 
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Se puede observar que en un rango que va de 0 µl a 1000 µl la hidrofobicidad aumenta de 0 % a 36 % 

comparado con el control que solo llega a un 8 %. El análisis punto a punto revela que la diferencia 

porcentual de hidrofobicidad es 20 % ± 5 % por lo que usar aceite de girasol efectivamente incrementa la 

hidrofobicidad de las células. Esto no puede atribuirse a restos de aceite de girasol unidos a la cubierta ya 

que se realizó un lavado apropiado de las células luego de obtenerlas a partir del cultivo.   

Figura R-38. A) Hidrofobicidad de R. taiwanensis M2 en aceite de girasol a partir de células crecidas en cultivos con 
glucosa o aceite de girasol como fuente de carbono. B) Determinación realizada con la misma suspension de 

células 24 h despues de la medición inicial. 
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Al utilizar la suspensión 24 h después y calcular la hidrofobicidad se obtuvieron los resultados que se 

presentan en la Figura R-38 B. 

Como se puede ver, la hidrofobicidad calculada comienza en 14 % y culmina en 22 % cuando se 

adicionan entre 1200 y 1800 µl de aceite de girasol para el ensayo. En contraste con los resultados de la 

Figura R-38 A, la hidrofobicidad decayó en las 24 h transcurridas entre una medición y otra. Por otra parte, la 

diferencia de hidrofobicidad en células crecidas en presencia de diferentes fuentes de carbono se mantiene 

dentro del mismo rango.  Es evidente que usar aceite de girasol como fuente de carbono aumenta la 

hidrofobicidad celular y realizando las determinaciones a tiempos cortos los resultados pueden ser 

descriptivos y reproducibles para diferentes proporciones de mezcla. Considerando esto, se procedió de la 

misma manera con P. veronii 2E estableciendo como límite el agregado de 1 ml de aceite de girasol para la 

fase orgánica. 

A diferencia de R. taiwanensis M2, P. veronii 2E presenta porcentajes de hidrofobicidad con un máximo 

del 30 % cuando es cultivada con glucosa como fuente de carbono en lugar de aceite de girasol. Sin 

embargo, los cultivos con aceite de girasol presentan baja o nula hidrofobicidad (Figura R-39). Dado que 

estos ensayos se realizaron empleando espectrofotometría UV-VIS, es importante resaltar que las 

mediciones pueden estar afectadas por la formación de grumos. Si bien las células se lavan y resuspenden de 

manera homogénea es posible que mantengan cierto grado de aglomeración o que, por el contrario, lo 

adquieran generando valores negativos en la hidrofobicidad calculada. En cada caso es importante la 

observación de las caracteristicas físicas de las suspensiones.  

 

 

 Figura R-39. Hidrofobicidad de P. veronii 2E en aceite de girasol a partir de células crecidas en cultivos con glucosa 
o aceite de girasol como fuente de carbono. 
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En los cultivos líquidos de K. ornithinolytica 1P se observó el desarrolló de cúmulos de bacterias que 

atraparon el aceite de girasol. Para tratar de explicar este fenómeno se realizó la determinación de la 

hidrofobicidad celular para dicha cepa. Los resultados se presentan en la Figura R-40. 

 

 

  

 

Como se puede ver, la hidrofobicidad de esta cepa presenta variaciones de entre 2 % y  15 % 

dependiendo de la fuente de carbono utilizada. Al igual que en R. taiwanensis M2, cultivos en aceite de 

girasol incrementan la hidrofobicidad de las células. Independientemente de la fuente de carbono utilizada, 

se puede observar que la hidrofobicidad es considerablemente mayor que la de otras cepas estudiadas, lo 

cual explicaría la formación de grumos observada en los cultivos con aceite de girasol (ver Figura R-3). Sería 

lógico pensar que esta cepa no produce surfactantes solubles ya que la captación del aceite de girasol o 

sustancias similares puede lograrse directamente por el contacto y la aglomeración celular.  

En la bibliografía se presentan casos de bacterias para las cuales la hidrofobicidad de la cubierta es una 

ventaja de gran valor adaptativo para su modo de vida. La especie más estudiada del género es sin duda K. 

pneumoniae que, por ser un patógeno humano, recibe mucha atención en diversos aspectos de su biología. 

El trabajo de Anna Hostacká (1998) demostró una relación clara entre la hidrofobicidad de la cubierta de K. 

pneumoniae y la presencia de antibióticos sentando el precedente de que la hidrofobicidad no es constante 

y se relaciona a la supervivencia de esta especie en procesos infectivos. Mientras que otros trabajos 

Figura R-40. Hidrofobicidad de K. ornithinolytica 1P en aceite de girasol a partir de células crecidas en cultivos con 
glucosa o aceite de girasol como fuente de carbono. 
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[Krasowska y Sigler, 2014; Abbasnezhad et al., 2011] dejaron en claro la necesidad de una cubierta 

hidrofóbica para mejorar la capacidad de supervivencia y proliferación en presencia de fuentes de carbono 

orgánicas. Según estos autores, la hidrofobicidad permite acercar las bacterias al sustrato dejándolas en la 

interfase entre la fase acuosa y la orgánica, incluso puede ocurrir que se formen pequeñas gotas de  

compuestos orgánicos con una cubierta de bacterias formando una especie de emulsión como demostró 

Eugenio Notomista (2011) para la cepa Novosphingobium sp. PP1Y.     

Este último trabajo concuerda con lo observado en K. ornithinolytica 1P  y puede llegar a explicar el 

valor adaptativo de lo observado en los cultivos líquidos. La formación de emulsiones donde las gotas de 

aceite de girasol quedan atrapadas con las bacterias facilita su degradación sin necesidad de un surfactante 

soluble. El incremento en la superficie de contacto entre aceite de girasol y bacterias es una de las mejores 

estrategias para incrementar su degradación y favorecer la proliferación de los microorganismos.  

 

1.12. Generación de cepas mutantes: 

 

Con el fin de ampliar el rol biológico de los compuestos obtenidos y su posible actividad como 

surfactantes, se decidió generar mutantes deficientes en la producción de biosurfactantes propios.  

Se realizaron conjugaciones de las cepas P. veronii 2E y R. taiwanensis M2 con la cepa E. coli S17-1 

λpir/pUTtc la cual es portadora de un minitransposón con resistencia a tetraciclina.  Las conjugantes 

obtenidas se plaquearon en el medio MBA para seleccionar aquellas colonias que presentaran patrones 

atípicos de crecimiento y no poseyeran un halo de precipitación de azul de metileno a su alrededor. En la 

Figura R-41 se puede ver una placa de selección y el detalle de una colonia seleccionada: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura R-41. Placas de MBA; a. Placa de selección de mutantes en la cual se observa una colonia atípica con bordes 
blancos (zona remarcada y ampliada en la Figura b); b. Detalle de una colonia que no forma halo de precipitación 

de azul de metileno a su alrededor y presenta bordes blancos lisos. 
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Aislándolas desde estas placas se obtuvieron una serie de mutantes de interés cuyo fenotipo se 

describe en la Tabla R-10: 

 

Cepa/mutante Tamaño Coloración Bordes 

2E01 1,5 mm Punto azul en el centro y blanco Irregulares, azules 

2E02 < 1 mm Blanca Regulares, translucidos 

2E03 1 mm Blanca Regulares, translucidos 

2E04 1 mm Blanca Regulares, translucidos 

2E05 < 0,5 mm Translucida Translucida 

2E06 1 mm Blanca Regulares, translucidos 

M201 1,5 mm Blanca Regulares, azules 

M202 1,5 mm Blanca y mucosa Regulares, translucidos 

M203 < 1 mm Blanca Translucida 

M204 < 1 mm Blanca Translucida 

 

 

Las mutantes fueron denominadas de la misma manera que su cepa progenitora agregando números 

consecutivos que no tienen relación con las características que presentasen. Finalmente luego de sucesivos 

repiques y almacenaje a 4 °C quedaron solo 4 cepas viables: 2E01, 2E02, M201 y M204. Dichas mutantes 

crecieron de manera normal en medio PYG alcanzando densidades ópticas similares a las de las cepas 

progenitoras. 

 

1.13. Caracterización de mutantes: 

 

Una vez aisladas, las mutantes 2E02 y M204 presentaron fenotipos atípicos respecto a sus respectivas 

progenitoras y ambas crecieron excesivamente en placas de PCA secretando gran cantidad de sustancias que 

les dio aspecto mucoide a las colonias. El fenotipo mencionado no permite realizar ensayos de swarming ya 

que el aspecto mucoide genera expansión de las colonias por toda la superficie de la placa. Sin importar el 

motivo de este fenotipo, el hecho de que la colonia sea capaz cubrir la placa de ensayo no permite realizar 

ensayos de movilidad. Debido a estos resultados, éstas mutantes se descartaron para los ensayos siguientes. 

Las cepas 2E01 y M201 no presentaron fenotipos atípicos en placas de PCA por lo que se continuó con 

su caracterización comenzando por el crecimiento en medio de cultivo líquido. En la Figura R-42 se 

presentan las curvas de crecimiento de cada una: 

 

Tabla R-10. Mutantes aisladas desde las placas de MBA y fenotipos. 
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En ambos casos se puede observar que no hubo efectos negativos sobre el crecimiento e incluso se 

mantuvo el tiempo de duplicación en medio de cultivo rico. El mismo resultado se comprobó con un medio 

mínimo (medio MMS) para posteriores ensayos. Una vez corroborado el normal crecimiento de las cepas se 

procedió a determinar la capacidad de desplazamiento en medios semisólidos empleando flagelos 

(movilidad tipo swimming). La Figura R-43 muestra los resultados de estos ensayos: 

 

Figura R-42. Curvas de crecimiento para P. veronii 2E, P. veronii 2E01, R. taiwanensis M2 y R. taiwanensis M201. En 
base a estos datos se calculó el tiempo de duplicación para cada cepa y cuyos valores fueron: 2E, 138,6 min; 2E01, 

115,5 min; M2 y M201, 86,6 min en ambas cepas. 
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Como se puede ver, ninguna de las mutantes perdió la movilidad y, más aún, mantienen la quimiotaxis 

hacia el oxígeno (aerotaxis) lo cual se puede evidenciar por la acumulación de bacterias en la superficie que 

no se da en el control de movilidad negativa. Con este ensayo se pueden descartar alteraciones en la 

maquinaria flagelar y continuar con el siguiente ensayo relacionado a la movilidad. La movilidad de tipo 

swarming está relacionada íntimamente con procesos importantes como la formación de biopelículas y su 

estudio puede realizarse en placa ya que las cepas salvajes empleadas poseen dicha capacidad [Barrionuevo 

& Vullo, 2012]. Dado que los surfactantes están ligados al swarming y son indispensables para el mismo, las 

mutantes carentes de surfactantes no podrían emplear dicho tipo de movilidad.  

La Figura R-44 presenta las cepas naturales y las mutantes en placas para movilidad tipo swarming: 

 

 

 

 

Ambas cepas mutantes presentan crecimiento pero no movilidad tipo swarming, por lo que son las 

candidatas para los ensayos restantes con los compuestos obtenidos.  

Ésta pérdida de la capacidad de swarming sería un indicio de la falta de síntesis surfactantes o, en un caso 

más complejo, de la falta de diferenciación celular necesaria. El empleo de un control apropiado puede 

marcar la diferencia entre estos dos casos ya que las cepas deficientes en swarming por falta de síntesis 

biosurfactantes pueden recobrarlo al suplementar el medio con algún surfactante sintético [Niu et al., 2005]. 

Figura R-43. Ensayos de swimming para ambas cepas mutantes comparadas contra sus respectivas progenitoras y dos 
cepas control. Staphylococcus aureus, control negativo (Ctrl-) de movilidad y Escherichia coli, control positivo (Ctrl+). 

 

Figura R-44. Ensayos de swarming para ambas cepas mutantes comparadas contra sus respectivas progenitoras. 
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A su vez, aquellas cepas que no pueden realizar swarming por falta de surfactantes propios son una 

herramienta importante para el estudio de compuestos tensioactivos.                    

Además de la movilidad, la capacidad de P. veronii 2E para formar biopelículas es útil y con valor de 

estudio por lo siguiente: Son importantes factores de virulencia. Si la mutante P. veronii 2E01 es deficiente 

en la producción de surfactantes existe la posibilidad de que también genere biopelículas deficientes o de 

baja adherencia como ocurre en la especie control P. aeruginosa PAO1 [Davey et al., 2002]. Para probar esta 

hipótesis se realizó un ensayo clásico de formación de biopelículas en placa de 96 pocillos y se compararon 

los niveles de adhesión celular de la mutante y de la cepa salvaje en dos condiciones nutricionales, con 

glucosa o con glutamato de sodio como fuente de carbono. Ambas fuentes de carbono fueron elegidas 

debido a que estudios previos en nuestro laboratorio dejaron en evidencia que el glutamato de sodio induce 

la adherencia de las biopelículas y es la fuente de carbono, alternativa a la glucosa, más favorable hallada 

(Daniel et al., 2016). Gracias a estos resultados podemos asegurar que el defecto de adherencia no se debe a 

mutaciones en el metabolismo de la glucosa.    

 

 

 

  

En la Figura R-45 se presentan los resultados de la formación de biopelículas  para la cepa salvaje y para la 

mutante con diferente fuente de carbono. El análisis de estos resultados por medio del programa IBM SPSS 

STATISTIC indicó que la adherencia de la cepa mutante es significativamente diferente a la de la cepa salvaje 

para ambas fuentes de carbono. Esto confirma que la mutante obtenida puede aplicarse al estudio del 

efecto de surfactantes sobre la adherencia de biopelículas. 

* * 

Figura R-45. Absorbancia promedio a 590 nm para cada cepa y fuente de carbono. * Diferencias significativas 
p<0,05. 
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La cepa progenitora R. taiwanensis M2 y la mutante R. taiwanensis M201 no se emplearon en ensayos de 

biopelículas dado que no fue posible obtener adherencia en las placas de 96 pocillos.  Por ende, se decidió 

continuar con la cepa P. veronii 2E01 y dejar de lado, por el momento, a la cepa M201.  

 

Los ensayos con la cepa 2E01 consistieron en tratar de revertir el fenotipo mutante adicionando 

surfactantes de forma exógena a los medios de cultivo y placas de ensayo.  

 

1.14. Ensayos sobre el swarming  de 2E01: 

 

Se realizaron ensayos de restauración del fenotipo incorporando surfactantes sintéticos al agar de 

swarming. Los surfactantes empleados fueron SDS y Tritón X-100. Las concentraciones empleadas fueron 

todas subtóxicas y se presentan la Tabla R-11: 

 

            Concentración 

                           [μg/ml] 

compuesto 

 

 

10 

 

 

25 

 

 

50 

 

 

100 

 

 

125 

SDS - - - - NP 

TritonX-100 NC + + NP NP 

 

 

La Figura R-46 presenta las placas con las concentraciones más altas ensayadas, en la misma se puede 

observar que el SDS no es capaz de revertir el fenotipo mutante hasta la concentración letal sin embargo, el 

Tritón X-100 fue capaz de hacerlo desde la concentración de 25 μg/ml hasta 100 μg/ml. Por encima de esa 

concentración el agar se vuelve tan blando que no gelifica. Este resultado es significativo ya que el hecho de 

que pueda restaurarse el fenotipo salvaje con el agregado de un surfactante es indicio de que la mutación 

provoca interrupción en su biosíntesis. 

 

 

 

 

Tabla R-11. Swarming de 2E01 en presencia de SDS o TritónX-100. NC, concentración no ensayada; NP, 
concentración no posible. 

Figura R-46. Ensayos de restauración del fenotipo en 2E01 empleando surfactantes sintéticos: SDS, 100 μg/ml; 
TritónX-100, 50 μg/ml. 
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Dado que se pudo corroborar que un surfactante sintético tiene la capacidad de revertir el fenotipo 

mutante se procedió a estudiar los compuestos en solución obtenidos desde las cepas progenitoras con el 

fin de investigar su capacidad para revertir la mutación. Se utilizaron las soluciones extraídas de las cepas P. 

veronii 2E y R. taiwanensis M2 para probar su potencial capacidad de revertir el fenotipo mutante. Al igual 

que los surfactantes sintéticos, los extractos no permitieron la gelificación del agar en concentraciones de 

entre 150 y 200 μl/ml. La  Figura R-47 resume los resultados más relevantes que se presentan en la Tabla R-

12: 

 

 

 

 

                  Concentración 

                           [μg/ml] 

           Solución 

 

 

10 

 

 

25 

 

 

50 

 

 

100 

 

 

150 

 

 

175 

1 + + + + + NP 

2 + + + NP NP NP 

3 - - - - NP NP 

4 + + + + - NP 

5 - - - - - NP 

6 - - - - + NP 

 

 

Los resultados obtenidos en estos ensayos indican que las soluciones 1, 2 y 6 son capaces de revertir de 

alguna manera el fenotipo mutante. En el caso de la solución 6, dicho cambio se produjo recién a 

Figura R-47. Ensayos de restauración del fenotipo en 2E01 empleando las soluciones obtenidas desde las cepas 
salvajes. Sc 1, 150 μg/ml; Sc 2, 50 μg/ml; Sc 3, 100 μg/ml; Sc 4, 150 μg/ml; Sc 5, 150 μg/ml; Sc 6, 150 μg/ml. 

Tabla R-12. Swarming de 2E01 en presencia de las soluciones obtenidas. NP, concentración no posible. 
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concentraciones de 150 μg/ml. En contraste, las soluciones 1 y 2 produjeron patrones constantes a lo largo 

de todas las concentraciones ensayadas. Es interesante el caso de la solución Sc2 ya que el tipo de swarming 

obtenido no es el mismo que el de la cepa salvaje pero fue previamente descripto en la bibliografía 

disponible sobre el tema [Kearns, 2010].  Esto indica que los compuestos en las soluciones 1 y 2 no son 

exactamente iguales pero cumplen funciones similares sobre la movilidad tipo swarming. La reversión 

observada en las placas con las soluciones 1 y 6 no difirió del fenotipo salvaje lo que indica similitud entre 

ellas. Además, el hecho de que provengan de distintas cepas y no sólo de la progenitora, indica que la 

reversión no necesariamente tiene que hacerse con compuestos naturales específicos de la especie. Estos 

resultados están de acuerdo con aquellos que relacionan el swarming y los tensioactivos (Niu et al., 2005) 

pero también son reveladores en cuanto a la función que pueden tener los compuestos obtenidos más allá 

de su naturaleza química.  

Los resultados obtenidos confirman que la mutante no sintetiza tensioactivos al quedar demostrado que 

el fenotipo es reversible.  Además se puede utilizar la mutante como indicadora de la presencia de 

biosurfactantes no identificados químicamente. 

 

1.15. Ensayos sobre adherencia de la biopelícula de 2E01 

 

La formación de biopelículas en la cepa salvaje P. veronii 2E se encuentra bien caracterizada  y se conocen 

las condiciones óptimas para la formación de las mismas [Daniel et al., 2016]. En el siguiente ensayo se 

buscó restaurar el fenotipo salvaje formador de biopelículas de la mutante P. veronii 2E01 adicionando 

surfactantes sintéticos y los compuestos extraídos en concentraciones fisiológicas.  

La Figura R-48 presenta la masa bacteriana promedio adherida a los pocillos de la placa en unidades de 

absorbancia de cristal violeta (λ=590 mm) para cada uno de los tratamientos. 
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La adición de SDS a los cultivos de 2E01 no produjo alteraciones significativas en la adherencia. Sin 

embargo, el Tritón X-100 incrementó la adherencia de la cepa mutante aunque no llegó a ser equiparable a 

la de la cepa salvaje. Al emplear las soluciones como aditivo para los cultivos de la cepa mutante se observó 

que la número 1 y la número 4 no produjeron efecto sobre la cepa mutante. Las soluciones 2, 3, 5 y 6 

incrementaron la adherencia en niveles comparables a los del surfactante sintético Tritón X-100. Al igual que 

dicho surfactante, ninguna de las soluciones logró restaurar los niveles de adherencia de la cepa salvaje sin 

embargo el incremento observado es significativo y permite pensar que los compuestos presentes en estas 

soluciones pueden ser un factor importante en la formación de las biopelículas. Si se toma en consideración 

las observaciones en los ensayos de swarming, la solución 2 puede ser la que contenga el surfactante 

propuesto debido a que produjo resultados similares a los del Tritón X-100. La solución 1 produjo un leve 

efecto sobre el swarming pero no afectó la adherencia, por lo que es poco probable que en ella se encuentre 

algún surfactante. Al contrastar esta información con los espectros obtenidos por HPLC, se puede deducir 

que hay una alta probabilidad de que sean los compuestos entre 14 y 19,5 minutos los que generen la 

reversión del fenotipo mutante. 

La solución 5 incrementó la adherencia de la mutante pero no restauró el swarming. Esto puede deberse 

a que la concentración de la misma no fuera suficiente para restaurar la movilidad en las condiciones 

ensayadas. Debido a que el incremento de la concentración imposibilitó la gelificación del agar en las placas 

de swarming, no es posible asegurar que esta solución en concentraciones más altas no produzca 

reversiones del fenotipo mutante.  

Figura R-48. Absorbancia promedio a 590 nm para cada cepa y tratamiento con glucosa como fuente de carbono. 
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Finalmente, la solución 6 presentó las características de una solución de surfactantes. Fue capaz de 

revertir el fenotipo mutante de swarming e incrementar la adherencia en los ensayos de biopelículas. La 

caracterización por CG-MS no presentó resultados que indiquen la presencia de algúna molécula con 

estructura de surfactante. De existir tal, es posible que sea algunos de los compuestos detectados por medio 

de HPLC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SECCIÓN 2. SISTEMAS DE 
COMUNICACIÓN BACTERIANA 
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2.1.   Cepas indicadoras de la presencia de sistemas de comunicación bacteriana 

 

Chromobacterium violaceum es una bacteria capaz de producir diversas AHLs. En particular, la N-(3-

hidroxidecanoil)-L-homoserin lactona es la predominante y aquella que controla la producción de violaceína. 

Se han reportado dos cepas mutantes de C. violaceum capaces de detectar la producción exógena de AHL 

debido a que no las producen por sí mismas. C. violaceum CV026 es una cepa capaz de detectar AHL de 

cadena corta (de 4 a 8 carbonos)  mientras que C. violaceum VIR07 detecta las de cadena larga (10 carbonos 

o más). El uso combinado de estas cepas permite identificar cepas productoras de AHL y, particularmente, 

permiten saber si las moléculas producidas son de cadena corta o larga. 

Vibrio fischeri es una bacteria marina luminiscente. Dicha luminiscencia está gobernada por un sistema de 

quorum sensing que involucra a la N-(3-hidroxidecanoil)-L-homoserin lactona como molécula inductora de la 

luminiscencia. De la misma manera que C. violaceum, es posible utilizarla como herramienta biotecnológica. 

Dado que produce su propio inductor de luminiscencia, es posible detectar inhibidores de la AHL por 

observación directa de la inhibición de la luminiscencia o por medio de equipos si se desea cuantificar la 

respuesta en función de la dosis. Esta inhibición, denominada quorum quenching, ha sido foco de estudio en 

los últimos años debido a la importancia clínica que tendría la disrupción del quorum sensing en cepas 

patógenas. 

 

2.2.  Obtención de cepas control adicionales: 

 

Chromobacterium violaceum VIR07 posee una mutación estable, sin embargo es posible revertir esa 

mutación o generar nuevas realizando repiques sucesivos en medios de cultivo libre de antibióticos. Al hacer 

esto se aislaron dos mutantes con características relevantes para los estudios planeados. La Figura R-49 

presenta las características de las mismas: 

 

 

 

 

Figura R-49. Respuesta de las cepas VIR07 y CV026 a la presencia de P. aeruginosa PAO1 y a las cepas revertantes 
obtenidas a partir de C. violaceum VIR07. 
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La mutante denominada VIR07rev fue capaz de inducir la producción de violaceína en la mutante original 

y, más aún, también indujo la producción en la cepa CV026. Por otra parte, la mutante denominada 

VIR07const produce violaceína de manera constitutiva tanto en placa como en medio de cultivo líquido pero 

no induce su producción por parte de las cepas indicadoras. Estas reversiones del fenotipo son útiles ya que 

pueden servir como control en ensayos complementarios: 1) la cepa VIR07rev es un perfecto control positivo 

que demuestra la capacidad de respuesta de ambas cepas indicadoras empleadas, 2) la cepa VIR07const 

puede ser aplicable como control de que no haya degradación de violaceína en los ensayos de inhibición. Por 

otra parte cabe aclarar que no importa realmente la naturaleza de la mutación sufrida ya que la inducción de 

violaceína en la cepa indicadora, o la violaceína en sí, son los efectos importantes.   

 

2.3. Relevamiento de factores de comunicación no proteicos en cepas de relevancia ambiental: 

 

Para comprobar si alguna de las cepas estudiadas presenta producción de AHLs se las enfrentó con las 

cepas indicadoras. Todos los ensayos se realizaron por duplicado con dos cepas como control positivo, P. 

aeruginosa PAO1 o la mutante obtenida denominada VIR07 rev, es decir que se realizaron 4 placas para cada 

cepa estudiada.  E. coli es un control negativo ya que se sabe que existen sistemas de QS dependientes de 

péptidos y dicha especie posee este tipo molécula señal en lugar de las AHLs.  

A continuación (Figura R-50) se presentan los resultados para cada cepa autóctona. 
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Figura R-50. Respuesta de C. violaceum VIR07 y C. violaceum CV026 en presencia de las cepas autóctonas 
estudiadas. Control negativo: E. coli. Controles positivos: P. aeruginosa PAO1 y VIR07 rev. 
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Como se puede ver en la Figura R-50, este ensayo indica que no se producen AHLs en las condiciones de 

trabajo, lo cual no significa que no exista un sistema de quorum sensing basado en otros autoinductores 

como por ejemplo los de naturaleza peptídica que no se detectarían en esta prueba. Por otra parte, se sabe 

que las AHLs producidas por una cepa pueden depender del proceso biológico que se esté llevando a cabo 

como por ejemplo en la maduración de las biopelículas. Sin embargo, el estadio en que se encuentren las 

bacterias no es limitante de la producción, sólo es modulador de la misma. Más allá del tipo de AHLs que se 

produzcan, éstas deberían de poder detectarse por medio de alguna de las cepas indicadoras empleadas lo 

cual llevaría a pensar que definitivamente no se encuentran presentes. 

 

2.4. Efecto de interferencia de la comunicación bacteriana (quorum quenching): 

 

Para detectar la presencia de moléculas o proteínas interferentes del quorum sensing se utilizó a 

Pseudomonas aeruginosa PAO1 como cepa productora de AHL y a  C. violaceum CV026 o a C. violaceum 

VIR07 como indicadoras de la degradación de las mismas. Realizando cruzas en placas entre las cepas 

mencionadas se investigó la posible capacidad inhibitoria del quorum sensing.  

A continuación (Figura R-51) se presentan los resultados para las cepas de interés: 

 

 

 Figura R-51. Ensayo de quorum quenching con las cepas autóctonas como interferentes de Pseudomonas 
aeruginosa PAO1. 

CV026                               VIR07 CV026                               VIR07 

CV026                          VIR07 CV026                               VIR07 

CV026                               VIR07 
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De las cepas testeadas, D. acidovorans AR parece ser la única que genera algún tipo de interferencia con 

el sistema de quorum sensing de C. violaceum CV026. La producción de violaceína se ve fuertemente 

disminuída en dicha cepa indicadora mientras que es levemente disminuida en C. violaceum VIR07.  

En vista de estos resultados se procedió a corroborarlos usando como cepa productora de AHLs la 

mutante obtenida en nuestro laboratorio VIR07 rev. En la Figura R-52 se presentan los resultados: 

 

 

 

 

De la misma manera que cuando se utilizó a P. aeruginosa PAO1 como productora de AHLs, la señal sobre 

C. violaceum CV026 fue totalmente suprimida por la presencia de D. acidovorans AR. En estos ensayos las 

señales producidas por C. violaceum CV026 son más débiles que las anteriores ya que esta cepa es producto 

de VIR07rev y por lo tanto es de esperarse que tenga efecto marcado sobre su progenitora. Esta diferencia 

es de ayuda para ver que la señal es totalmente suprimida solo por D. acidovorans AR y no por las demás 

cepas, es decir, aún siendo una señal más débil, la presencia de las demás cepas no es capaz de anularla.  

Utilizar la cepa C. violaceum VIR07 revertante como productora de AHL (Figura R-52) permite comprobar 

que el efecto producido por el sobrenadante de D. acidovorans AR no es especifico para una especie o cepa 

y afecta tanto a las moléculas producidas por P. aeruginosa PAO1 como a las no identificadas que produciría 

la cepa revertante. De esta manera se descarta la posibilidad de que la falta de respuesta se deba a la 

inhibición de la producción de AHL por un sistema de represión presente en P. aeruginosa PAO1. Así también 

se puede asegurar que no se debe a la degradación de la violaceína producida ya que en ninguna de las 

Figura R-52. Ensayo de quorum quenching con las cepas autóctonas como interferentes de C.violaceum VIR07 rev. 
Se presenta a E. coli como control negativo. 

CV026                             VIR07 CV026                              VIR07 CV026                            VIR07 

P. veronii 2E K. oxytoca P2 R. taiwanensis M2 

CV026                          VIR07 CV026                           VIR07 CV026                            VIR07 

K. ornithinolytica 1P D acidovorans AR E. coli 
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placas preparadas se observó disminución o pérdida del pigmento salvo en la combinación mencionada, de 

manera que podemos concluir que la falta de violaceína se debe a la inhibición de la producción de la misma 

y no a su degradación. 

 

2.5. Obtención de extracto inductor: 

 
Para obtener una solución inductora de AHLs que pudiera ser aplicada a estudios posteriores de 

degradación, se decidió extraerlas desde dos fuentes: P. aeruginosa PAO1 y V. fischeri. El solvente empleado 

para dicha extracción fue acetato de etilo acidificado. Simultáneamente se comprobó la capacidad inductora 

entre los dos extractos (uno de cada cepa) y los correspondientes cultivos clarificados (sobrenadante de 

cultivo filtrado con un filtro de nitrocelulosa de 0,45 μm de poro) realizando un ensayo en placa. El mismo 

consistió en colocar los extractos y los clarificados en discos de papel de filtro sobre cultivos en placa de las 

cepas indicadoras. La Figura R-53 muestra una de las placas con los resultados obtenidos con V. fischeri en 

este ensayo: 

 

 

 

La mejor condición para la señal de violaceína es la clarificación y extracción a partir del cultivo de 7 días. 

Si bien los cultivos clarificados presentan señal positiva, ésta es más tenue. Por otra parte, las clarificaciones 

se encuentran cargadas de todos los compuestos liberados por las células, incluyendo posibles sustancias 

tóxicas de naturaleza proteica. La posición 4 de la placa corresponde a un extracto que fue basificado hasta 

pH=9 con hidróxido de sodio y luego neutralizado. Como se puede ver no existe señal de respuesta lo cual es 

consistente con la ocurrencia de una lactonólisis de AHLs. El resultado observado en el disco 4 demuestra 

que C. violaceum CV026 responde a un factor sensible al cambio de pH y que la restauración de la 

Figura R-53. Extracción de AHLs a partir de V. fischeri.  1. Cultivo clarificado de 7 días; 2. Cultivo clarificado de 4 
días; 3. Extracto de 7 días concentrado; 4. Extracto de 4 días concentrado y basificado (lactonólisis). 
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neutralidad no revierte su estado inmediatamente, tal y como se espera de las AHLs, por lo que se puede 

inferir que la señal se da por su presencia. 

En busca de una productora que sirviera para ver la señal en C. violaceum VIR07 se realizaron ensayos 

con P. aeruginosa PAO1 como fuente de AHLs. Los resultados de la Figura R-54 indican la presencia de 

factores de inhibición del crecimiento, ya que en torno al disco de siembra se puede observar una zona sin 

crecimiento de la cepa indicadora. Por fuera de la zona de inhibición señala se puede apreciar el crecimiento 

de las cepas indicadoras y la producción de violaceína por parte de las mismas. Dado que los factores de 

inhibición se concentran con el acetato de etilo, la señal en placa no es lo suficientemente clara como para 

realizar un análisis confiable de los resultados. 

 

 

 

 

De esta manera se concluyó que la mejor fuente para la obtención de AHLs es V. fischeri ya que los 

extractos con acetato de etilo a partir de sus cultivos generan respuesta clara en las cepas indicadoras.  

 
2.6. Estudio del efecto de quorum quenching inducido por el extracto de cultivo de D. 

acidovorans AR: 

 

Para demostrar que el efecto inhibitorio se debe a un factor presente en el medio de cultivo, y no es 

dependiente de la presencia de la cepa D. acidovorans AR, se incubó sobrenadante de cultivo libre de células 

de D. acidovorans AR con extracto de V. fischeri y se los sembró en un placa con una cubierta de la cepa C. 

violaceum VIR07 (Figura R-55).  Además se realizaron tratamientos térmicos de los sobrenadantes para 

estudiar la estabilidad de los mismos y se incluyó un control de dilución del extracto para corroborar que la 

disminución no se debiera a la concentración. Cabe destacar que la liberación de violaceína en este ensayo 

es más tenue para la cepa indicadora C. violaceum VIR07 que para su contraparte C. violaceum CV026. Esto 

no tiene una explicación evidente más que la respuesta única e individual de cada cepa en condiciones o 

experimentos diferentes. Como se puede observar en la Figura R-55, no existe pérdida de la respuesta por 

Figura R-54. 1. VIR07 en presencia de sobrenadante de PAO1 concentrado. 2. CV026 en presencia de 
sobrenadante de PAO1 concentrado. Las flechas amarillas señalan el halo sin crecimiento de la cepa indicadora.  



Resultados y Discusión 
 

142 
 

parte de ésta cepa. Tanto el control de dilución con agua como los ensayos de incubación con extracto 

tratado y sin tratar térmicamente demuestran que la cepa C. violaceum VIR07 es capaz de responder a los 

factores de QS que produce V. fischeri. El resultado obtenido era esperable ya que los ensayos en placa 

demostraron que la inhibición del quorum sensing se da preferentemente sobre la respuesta de la cepa C. 

violaceum CV026. 

 

 

 

 

De la misma manera se realizaron ensayos con discos en placas de C. violaceum CV026 (Figura R-56) para 

corroborar el efecto del sobrenadante de D. acidovorans AR tratado térmicamente y sin tratar sobre los 

factores de quorum sensing de V. fischeri. 

 

 

 

 

Figura R-56. Extracto de V. fischeri suplementado con: 1. Sobrenadante de la cepa AR sin tratar térmicamente; 2. 
Sobrenadante de la cepa AR tratado térmicamente; 3. Extracto de V. fischeri diluído. 

Figura R-55. 1. Sobrenadante de D. acidovorans AR sin tratar térmicamente; 2. Sobrenadante de D. acidovorans AR 
tratado térmicamente; 3. Extracto de V. fischeri diluído. 
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Como se puede ver en la posición 1 de la placa, la presencia del sobrenadante de D. acidovorans AR 

produjo disminución de la respuesta de C. violaceum CV026. El tratamiento térmico fue efectivo sobre el 

sobrenadante ya que en la posición 2 se puede ver como se restableció la respuesta de la cepa indicadora, 

esto indica que la temperatura es capaz de inhibir al factor que esté liberando D. acidovorans AR lo cual 

refuerza la hipótesis de que es un factor proteico y no un caso de mimetismo molecular. En la posición 3 se 

demuestra que la disminución de la respuesta no se debe a que el extracto de V. fischeri se haya diluído con 

el extracto de D. acidovorans AR. 

Si se dejan reposar durante 24 h los tubos con el sobrenadante tratado térmicamente y se repite el 

experimento se pierde la inhibición y se observa una respuesta normal de la cepa indicadora (posición 2 de 

la Figura R-57) lo cual indica que el tratamiento es reversible. 

 

 

 

 

 

Hasta aquí, los resultados indicarían que D. acidovorans AR posee un factor termosensible que es capaz 

de interferir las AHLs. El hecho de que pueda emplearse tanto para la cepa P. aeruginosa PAO1 (Figura R-51) 

como para una revertante de la cepa C. violaceum VIR07 (Figura R-52) es un indicio de que el efecto es de 

espectro amplio y no limitado a una única cepa productora. En las Figuras R-56 y R-57 queda claro que el 

efecto no se extiende a las AHLs de cadena larga (de 10 a 16 carbonos de longitud) que son detectadas por la 

cepa C. violaceum VIR07. También se puede ver que el efecto es reversible ya que los extractos tratados 

pueden volver a inducir respuesta evidente luego de ser incubados a temperatura ambiente (26 °C) por 24 h. 

Dentro de las modificaciones que pueden sufrir las AHLs, la lactonólisis es la única reversible de manera 

espontánea sin importar si se da por cambios de pH o por reacciones enzimáticas. Esto útimo es consistente 

con las observaciones realizadas en estos ensayos en placa aunque aún queda una opción más y menos 

probable: En todos estos ensayos la cepa indicadora ha sido siempre la misma, aunque se descarta que 

Figura R-57. Extracto de V. fischeri suplementado con: 1. Sobrenadante de D. acidovorans AR tratado 
térmicamente; 2. Sobrenadante de D. acidovorans AR sin tratar térmicamente y reposado durante 24 h a 

temperatura ambiente; 3. Extracto de V. fischeri diluído. 
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pueda ser un mecanismo de mimetismo molecular entre lo que produzca D. acidovorans AR y las AHLS, no se 

puede descartar que tal vez se produce un inhibidor de la respuesta que es específico de la cepa C. 

violaceum CV026.   

 

2.7.  Inhibición cruzada contra V. fischeri: 

 

2.7.1.  Efecto sobre la bioluminiscencia del sobrenadante AR: 

 

Para comprobar si el sobrenadante de D. acidovorans AR afecta al crecimiento de V. fischeri se realizó 

una curva de crecimiento en medio de cultivo con un agregado de 1 ml de extracto de D. acidovorans AR. V. 

fischeri es una bacteria indicadora cuya respuesta a la presencia de AHLs es la emisión de bioluminiscencia. 

La Figura R-58 presenta el crecimiento en función del tiempo de dos cultivos, uno suplementado con 

extracto y el otro libre del mismo. 

 

 

 

 

 

En la Figura R-58 se puede observar que el crecimiento no se ve afectado por el extracto de D. 

acidovorans AR agregado al medio de cultivo y por lo tanto se procedió a continuar con los ensayos para 

determinar la inhibición de la luminiscencia. 

Para observar la inhibición de la luminiscencia se prepararon cultivos de V. fischeri en tubo de ensayo de 

acuerdo al punto 8.5 de la sección Materiales y Métodos. Los tubos se incubaron en agitación a 22 °C, se 

Figura R-58. Curva de crecimiento de V. fischeri con y sin sobrenadante de D. acidovorans AR. El cultivo se realizó a 
26° C con agitación orbital de 200 rpm. 
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controló la luminiscencia de los cultivos a las 20 h (tiempo de luminiscencia máximo) y a las 24 h. La Tabla R-

13 presenta los resultados. 

 

Tubo Sobrenadante 
AR [µl] 

Luminiscencia 
20 h 

Luminiscencia 
24 h 

DO promedio 
(600 nm) 

Control (1) - +++ ++ 1.026 
2 100 +++ + 0.950 
3 200 ++ - 1.013 
4 300 ++ - 1.005 
5 400 ++ - 0.940 
6 500 ++ - 1.053 
7 1000 + - 1.086 

 

 

 

A las 20 h los cultivos con sobrenadante de D. acidovorans AR presentaron disminución de la 

luminiscencia siendo casi nula en el tubo nro. 7 y totalmente nula a las 24 h en todos los tubos a partir del 

nro. 3. Esto indica que existe una concentración a partir de la cual la lumniscencia puede ser inhibida. La 

densidad óptica final a las 24 h fue similar en los controles y los tubos con sobrenadante lo que confirma que 

el crecimiento no se vio alterado y que el efecto observado no se debió a una disminución en la población 

bacteriana. Este resultado es, además, consistente con el presentado inicialmente que demuestra que el 

sobrenadante de la cepa  D. acidovorans AR no es nocivo para el crecimiento de V. fischeri. 

 

2.7.2.  Crecimiento de V. fischeri y posterior agregado de sobrenadante de D. acidovorans AR: 

 

Para determinar si la caída en la luminiscencia es afectada por la presencia del extracto de D. acidovorans 

AR se siguió el mismo procedimiento que en el ensayo anterior  pero el extracto se adicionó a las 20 h de 

incubación y se siguió la producción de luminiscencia durante 6 horas. 

La adición de sobrenadante posterior al comienzo de la luminiscencia no influyó en la misma. En todos los 

tubos el decaimiento de la luminiscencia fue similar al del control sin importar la presencia de extracto de la 

cepa D. acidovorans AR. 

Cosechar las células luminiscentes, lavarlas en medio de cultivo fresco y resuspenderlas en el mismo 

volumen inicial mantuvo el estado luminiscente durante 3-4 h tal cual ocurre con los cultivos sin renovación 

del medio. Esto demuestra que a pesar de poseer nutrientes para comenzar con una nueva fase de 

crecimiento exponencial, no se prolonga la producción de luminiscencia y el agregado de medio de cultivo 

fresco en los ensayos realizados no incrementa la luminiscencia inicial. 

 

Tabla R-13. Luminiscencia de V. fischeri en presencia de cantidades crecientes del sobrenadante estéril de D. 
acidovorans AR. Los signos “+” indican la luminiscencia cualitativa por observación directa en relación al cultivo control. 
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2.7.3. Cuantificación del efecto inhibitorio del extracto de D. acidovorans AR: 

 

En vista  de los resultados obtenidos en los ensayos de bioluminiscencia en tubo se procedió a cuantificar 

el efecto observado sobre los cultivos luminiscentes. Para ellos se empleó el protocolo asociado a la Tabla R-

13 con una modificación, se utilizaron las concentraciones de los tubos 4 y 7 para luego medir la 

luminiscencia en el tiempo inicial, a las 4 horas y a las 6 horas. El hecho de que se empleen tiempos cortos se 

debe a que el equipo empleado para la medición de la luminiscencia es suficientemente sensible como para 

detectarla desde el principio del ensayo (ver sección Materiales y Métodos). 

 

Tiempo de 
incubación 

Cultivo inicial control Extracto de D. acidovorans AR 

300 μl 500 μl 1000 μl 

30 min (2,13±0,03)x1012  (2,16±0,09)x1012  (2,21±0,1)x1012  (2,32±0,8)x1012  294,504±2,6x1004*  

4 h  (2,35±0,2)X1012  (3,07±1,36)x1012  (3,90±0,78)x1005*  (4,20±1,28)x1005*  

6h  (2,83±1,29)x1012  (5,93±2,62)x1012*  (3,48±3,46)x1012  422.810±2,79x1005*  

 

 

 

 

 

 

Tabla R-14. Valores de luminiscencia en unidades relativas según el equipo empleado para los cultivos de Vibrio 
fischeri con adición de extracto de la cepa D. acidovorans AR. * Diferencias significativas p<0,05. 

Figura R-59. Representación gráfica de los datos de la Tabla R-14. 
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El análisis estadístico de los resultados presentados (Tabla R-14 y Figura R-59) indica que la luminiscencia 

no se incrementó en los cultivos control a lo largo del experimento. Inesperadamente, el cultivo con 300 μl 

de extracto presentó diferencias significativas respecto al control y el efecto observado fue el incremento de 

la luminiscencia al cabo de 6 horas de incubación. Por otra parte, el cultivo con 500 μl de extracto presentó 

valores significativamente menores a los del control luego de 4 horas de incubación pero recuperó la 

luminiscencia inicial a las 6 horas de comenzado el experimento. Finalmente, el agregado de 1 ml de extracto 

produce una disminución significativa de la luminiscencia a lo largo de las 6 horas de experimentación. Dicha 

disminución no se debe a ningún tipo de efecto citotóxico ya que quedó demostrado que el sobrenadante de 

D. acidovorans AR no es nocivo para el crecimiento de V. fischeri.  

Los experimentos en torno a la luminiscencia demostraron que el efecto del sobrenadante de D. 

acidovorans AR no es específico sobre la cepa C. violaceum CV026 sino que puede aplicarse a otras especies, 

en este caso, a V. fischeri. De esta manera, se refuerza la teoría de que el factor de quorum quenching es una 

enzima con actividad lactonasa, tanto por su reversibilidad como por su inespecificidad.  

No existen muchos estudios que reporten actividad de quorum quenching dentro del género Delftia sp. El 

más pertinente de ellos es el de Sylwia Jafra [Jafra et al., 2006] en donde se informó por primera vez dicha 

actividad por parte de una cepa perteneciente a este género. En el mismo se describe que la cepa Delftia sp. 

A207 es capaz de degradar AHLs de 8 carbonos preferencialmente. Si bien la cepa fue identificada 

inicialmente como D. acidovorans, los autores indican que no están seguros de la especie por lo que 

prefieren dejar solo el género. También llegan a la conclusión de que no existen lactonasas ya que no 

encontraron los genes que indiquen la presencia de este tipo de enzima ni la posibilidad de restaurar el 

anillo de lactona de la C6-AHL tratada con esta cepa. Ese resultado contrasta fuertemente con los resultados 

expuestos en esta tesis ya que la actividad de las AHLs tratadas con el extracto de la cepa D. acidovorans AR 

fue restaurada espontáneamente luego de incubación a temperatura ambiente. 

En concordancia con los autores mencionados, Maisuria & Nerurkar (2015) encontraron y aislaron una 

enzima disruptora del quorum sensing con actividad acilasa. La cepa Delftia sp. VM4 estudiada presentó 

homologías genéticas con la cepa D. acidovorans SPH-1, sin embargo esta última no posee actividad de 

quorum quenching reportada. La homología genética entre el gen de la enzima acilasa de Delftia sp. VM4 y 

una proteína hipotética de D. acidovorans SPH-1 es la única relación conocida hasta ahora que puede indicar 

la presencia de quorum quenching en la especie en cuestión. Debido a esto resultan relevantes los 

resultados de esta tesis donde se pone de manifiesto la presencia de un factor de quorum quenching dentro 

de la especie y que el mismo tiene todas las características de una enzima lactonasa. 
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En la búsqueda de nuevos y más eficientes sistemas de bioremediación del ambiente se han realizado 

avances en diversos campos de estudio y abordando el problema desde distintos flancos. Los dos puntos 

principales en que todo tratamiento debe enmarcarse son: la acción pro-activa, en donde el tratamiento 

está destinado a minimizar la contaminación del ambiente, y la acción correctiva, en donde el tratamiento es 

un remediador de la contaminación ya ocurrida. Por supuesto, cada uno de estos puntos no es excluyente 

del otro y donde existe una acción correctiva debe, necesariamente, darse las condiciones y garantías para 

que la misma no vuelva a ocurrir.  

El empleo de biorreactores es una de las estrategias más estudiadas por la seguridad que brinda en 

cuanto a que los microorganismos empleados no entran en contacto directo con el ambiente y, por ende, su 

naturaleza puede ser muy variada. Además, el uso de un reactor biológico permite condiciones controladas y 

ajustables a las necesidades microbiológicas que sean óptimas para el tratamiento en sí. 

En los reactores de lecho fijo, generar condiciones adecuadas para el desarrollo de biopelículas es uno de 

los más grandes desafíos ya que éstas no sólo deben formarse de manera adecuada sino que también deben 

perdurar durante todo el tiempo de vida útil del reactor. Es así que estudiar formas nuevas y más eficientes 

de lograrlo es una tarea con alto potencial de aplicación.  

Como ya se mencionó antes, el desarrollo de las biopelículas se encuentra relacionado a varios 

mecanismos de movilidad y comunicación que pueden ser el blanco de estudio como posibles puntos de 

control de las biopelículas y los reactores de tratamiento en que se establecen. 

En este trabajo se comenzó con el estudio de 5 cepas bacterianas naturales autóctonas de la provincia de 

Buenos Aires: Pseudomonas veronii 2E, Ralstonia taiwanensis M2, Delftia acidovorans AR, Klebsiella 

ornithinolytica 1P y Klebsiella oxytoca P2. Las mismas son de interés por su resistencia a entornos 

contaminados con varios metales de relevancia ambiental: Cr(VI), Cd(II), Zn(II) y Cu(II). Además, la cepa P. 

veronii 2E ha sido propuesta como agente de biotratamiento de efluentes contaminados con Cr(VI), 

presentando buenos resultados a escala de laboratorio en donde se la inmovilizó en alginato de calcio para 

luego contenerla en un reactor experimental de vidrio [Alessandrello, M. & Vullo, D. 2015; 2016]. 

1. Klebsiella ornithinolytica 1P y Klebsiella oxytoca P2 

 
Estas cepas que comparten género son las únicas dos de las cinco estudiadas que no poseen movilidad. 

Los ensayos de detección de surfactantes demostraron que en ambos casos existen pocas probabilidades de 

que sean productoras. En primer lugar la cepa K. ornithinolytica 1P presentó halo de lisis en la placa de agar 

sangre lo cual indica la presencia de compuestos hemolíticos (Figura R-1). Dichos compuestos pueden ser 

surfactantes o hemolisinas. Existen reportes de hemolisinas en cepas patógenas de esta especie [Al-Hulu et 

al., 2009] por lo cual no sería raro que la cepa de estudio las produzca aunque no sea un patógeno 

comprobado. Las placas de MBA no presentaron resultados positivos (Figura R-2) y la tensión superficial de 
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los medios de cultivo con las dos fuentes de carbono ensayadas no evidenció disminuciones. Esto último se 

corroboró con el estalagmómetro de Traube, el tensiómetro de DuNouy y la medición del ángulo de 

contacto de las gotas de medio (Tablas R-1 a R-3). Con estos resultados se llegó a la conclusión de que esta 

cepa no es productora de surfactantes o que su producción es demasiado pobre como para justificar una 

investigación más profunda. En contraste con esto se observó que la cepa produjo agregados en los cultivos 

con aceite de girasol, los cuales capturaron el aceite eliminando la fase insoluble (Figura R-3). Dicha 

observación llevó a realizar un ensayo más que fue el de determinación de la hidrofobicidad de la cubierta 

bacteriana (Figura R-40). A partir de este ensayo se determinó que la cepa poseía una alta hidrofobicidad lo 

cual podría explicar la capacidad de captación de sustancias hidrofóbicas y el crecimiento en presencia de 

ellas. 

Por su parte, K. oxytoca P2 no presentó halo de lisis en las placas de agar sangre pero si un leve halo 

translúcido en la placa de MBA (Figuras R-1 y R-2). En base a la medición con el estalagmómetro, la tensión 

superficial del medio de cultivo se vio disminuida al emplear glucosa como fuente de carbono pero estos 

resultados no pudieron confirmarse por otro método (Tablas R-1 a R-3). En función de esto, se decidió que 

las pruebas no eran suficientes como considerar continuar los ensayos con esta cepa.  

En cuanto al estudio de los sistemas de comunicación mediados por AHLs, no se produjeron resultados 

positivos para ninguna de las dos cepas (Figura R-50). En los ensayos en que se las enfrentó a cepas 

indicadoras CV026 y VIR07, ninguna de ellas fue capaz de inducir la producción de violaceína, así como 

tampoco fueron capaces de inhibir la respuesta cuando se las cruzó con las cepas productoras y una cepa 

inductora en simultáneo. La conclusión es que tanto K. ornithinolytica 1P como K. oxytoca P2 no poseen 

sistemas de quorum sensing mediados por AHLs ni son productoras de enzimas capaces de inhibir los 

mismos (Figuras R-51 y R-52).  

 

2. Delftia acidovorans AR 

 
La cepa D. acidovorans AR no presentó resultados positivos en las placas de MBA (Figura R-2) y sólo 

produjo una leve respuesta de lisis en la placa de agar sangre (Figura R-1). Tampoco produjo disminución de 

la tensión superficial del medio de cultivo sin importar cuál fuera la fuente de carbono empleada (Tabla R-1 y 

R-3). Estos resultados indican que la cepa no produce biosurfactantes y por dicho motivo se decidió no 

continuar trabajando con ella en este sentido. 

En los ensayos referentes al quorum sensing se pudo observar que esta cepa no es capaz de inducir la 

producción de violaceína en las cepas indicadoras (Figura R-50). Sin embargo, al realizar los ensayos de 

interferencia de la comunicación bacteriana, D. acidovorans AR demostró ser capaz de interferir en la 

respuesta de C. violaceum CV026 pero no en la de C. violaceum VIR07 (Figuras R-51 y R-52). Esta observación 

indicaría que D. acidovorans AR es capaz de generar inhibición específica sobre las AHLs de cadena corta. 
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Dicho resultado fue claramente sustentado por los experimentos de enfrentamiento contra P. aeruginosa 

PAO1 y contra la revertante de C. violaceum CV026 (Figuras R-51 y R-52). En estos ensayos se pudo observar 

cómo la presencia de D. acidovorans AR inhibió la producción de violaceína selectivamente para la cepa C. 

violaceum CV026 sin importar cuál fuera la cepa inductora empleada. Esto demuestra que el efecto 

observado no es específico para una especie en particular sino que funciona a nivel de las moléculas 

inductoras.  

Al dejar de lado la cepa inductora y trabajar sólo con los extractos de cultivo (en este caso el extracto 

empleado provino de V. fischeri, una bacteria modelo para el estudio de la comunicación bacteriana) se 

pudo demostrar que el factor de inhibición de la respuesta es termosensible ya que solo actúa cuando se lo 

expone al extracto inductor sin tratar previamente (Figuras R-56 y R-57).  

Como ya se explicó, existen mecanismos mayoritarios para la inhibición de la acción de las AHLs. Uno es 

la interferencia por mimetismo molecular y el otro es la degradación activa de la molécula inductora. Este 

último, además, puede darse por dos tipos de actividades enzimáticas, la actividad acilasa y la actividad 

lactonasa.  

Debido a su sensibilidad térmica es probable que se trate de una enzima que, de alguna manera, degrada 

la molécula inductora. Otra alternativa es la presencia de una molécula de estructura similar que se 

mimetice e interfiera con la señal, pero este tipo de moléculas son más estables con la temperatura, es por 

ello que se desestimó como opción. 

Al realizar los ensayos de inhibición con los extractos se estudió, también, el análisis de la capacidad 

interferente luego de períodos de incubación a temperatura ambiente (26°C). Se determinó que la inhibición 

es reversible con tan solo un breve período incubación por lo que se puede concluir que la actividad de D. 

acidovorans AR se ejerce a través de un mecanismo enzimático y, más aún, el mismo debe actuar sobre el 

anillo de lactona del inductor. La conclusión expresada se fundamenta en que la inhibición registrada es 

reversible y coincidente con la ruptura del anillo de lactona que también lo es (Figura R-57). Si el caso 

hubiera sido el de una enzima con actividad acilasa, el efecto hubiera sido irreversible.  

Para cuantificar alcance de la inhibición observada se trabajó con Vibrio fischeri y su respuesta lumínica 

natural. En el ensayo de inhibición de la luminiscencia con extractos de cultivo de D. acidovorans AR se pudo 

observar que al emplear 500 μl del extracto en 4,5 ml de cultivo de V. fischeri se produce un efecto 

significativo a las 4 horas de incubación. Al emplear 1 ml de extracto, el efecto se ve desde los tiempos 

iniciales del experimento (Tablas R-13, R-14 y Figura R-59).  

Estos experimentos permitieron demostrar que se puede cuantificar el efecto observado y, más 

importante aún, sustentan la conclusión de que el mecanismo de interferencia no es específico para una 

única especie o género ya que se puede emplear una bacteria indicadora distinta de C. violaceum CV026. Es 

así que se puede llegar a proponer a D. acidovorans AR como una cepa de interés biotecnológico. A partir de 
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ella se podría obtener una molécula que permita manejar la comunicación entre bacterias cuyo sistema de 

quorum sensing dependa de AHLs de cadena corta.       

 
3. Pseudomonas veronii 2E 

 
Pseudomonas veronii 2E es una cepa con muchas características relevantes para futuros 

emprendimientos biotecnológicos que ha sido estudiada por años en nuestro laboratorio.  

En los ensayos preliminares de detección de surfactantes, esta cepa presentó resultados positivos en las 

placas de agar sangre y en las placas de MBA (Figuras R1 y R2). Se produjo un halo de lisis prominente en la 

placa de agar sangre y un halo de precipitación de azul de metileno claramente visible. El hecho de que los 

resultados fueran tan fácilmente observables da un indicio de que hay buenas probabilidades de que se 

produzcan surfactantes potentes. El uso de instrumentos para medir la tensión superficial demostró que al 

emplear aceite de girasol como fuente de carbono en lugar de glucosa, se produjo una mayor reducción de 

la tensión superficial del medio de cultivo (Tablas R-1 y R-2). Lo mismo fue corroborado por la medición del 

ángulo de contacto entre la gota de extracto y una superficie hidrofóbica (Tabla R-3). Todos los resultados 

preliminares indicaron que emplear aceite de girasol como fuente de carbono favoreció la producción de 

surfactantes. El índice de emulsificación acompañó a las determinaciones mencionadas ya que el uso de 

aceite de girasol generó valores en promedio de un 27 % contra el 11 % generado por el cultivo con glucosa 

(Figura R-5). Contrariamente con lo mencionado, los ensayos de hidrofobicidad de la cubierta bacteriana 

demostraron que la cepa desarrolló una cubierta más hidrofóbica al ser cultivada con glucosa (Figura R-39). 

La observación indica que los surfactantes producidos pueden tener relación con la cubierta celular. Cuando 

la bacteria no necesita mecanismos especiales para capturar sustancias orgánicas del medio, mantiene un 

nivel basal de hidrofobicidad. Al volverse difícil la obtención de fuentes de carbono, genera compuestos 

emulsificantes que posiblemente se liberen desde la cubierta dejando a ésta desprovista de los mismos y, 

por ende, disminuyendo su hidrofobicidad. Otra posibilidad es que la cubierta cambie al emplear una fuente 

de carbono más compleja que suprima la producción de ciertos componentes que aporten a su característica 

hidrofóbica. 

La cuantificación de surfactantes aniónicos en solución por medio del azul de metileno no presentó 

resultados diferentes entre los cultivos con las fuentes de carbono mencionadas (Figura R-9 y Tabla R-5). 

Esto no altera la conclusión de que P. veronii 2E es una buena candidata para producir biosurfactantes. Lo 

único que se puede decir sobre esto es que tal vez no se extrajeron eficientemente todos los compuestos 

presentes. Los resultados preliminares con los instrumentos de medición de tensión superficial son 

consistentes y existe la posibilidad de que las fuentes de carbono empleadas presenten leves diferencias en 

cuanto a la producción de surfactantes, siendo la más favorable, el aceite de girasol comestible.  
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Al extraer los compuestos presentes en los cultivos con dietil eter y posterior TLC se observó que no hubo 

más que un compuesto o un conjunto de compuestos similares (Figura R-8). Es por eso que el paso de 

purificación en placa preparativa se dejó de lado rápidamente para pasar a usar el extracto completo (Figura 

R-12). Hasta ese punto se emplearon extractos que pasaron por una separación en placa preparativa. Las 

soluciones 1 y 2, provenientes de cultivos con glucosa o aceite de girasol respectivamente, no presentaron 

aminoácidos por lo que se descartó que fueran de naturaleza proteica (Figura R-13). Por otra parte, el 

ensayo para determinar azúcares dio resultados positivos para aquellos extractos que no pasaron por la 

placa preparativa, lo que indica que dicho paso de purificación estaría retirando parte de los compuestos 

presentes. La relación entre la masa total obtenida de un cultivo de 100 ml y la masa de azúcares dio elevada 

como para considerar la presencia de un glicolípido (Tabla R-7). Lo más probable es que las extracciones 

directas no dejan un único compuesto presente y este sea el motivo de que la relación masa /azúcares no 

coincida con lo esperado para un glicolípido puro.  

Al pasar las soluciones 1 y 2 por el equipo de HPLC con detector DAD se observó que la fuente de carbono 

produjo diferentes perfiles cromatográficos (Figuras R-15 y R-16). En principio ambas solucioness fueron 

identificadas como una mezcla de compuestos. Dichas mezclas presentaron perfiles distintos por lo que se 

puede deducir que emplear glucosa o aceite de girasol hace la diferencia en cuanto a los compuestos 

producidos. Lo que se debe destacar es que para cada fuente de carbono empleada los picos de los 

compuestos separados por HPLC se encuentran agrupados dentro de una escala pequeña de tiempo, es 

decir, los picos están muy juntos. Eso explica por qué es que en las placas preparativas se encontró solo una 

mancha en cada caso. Los compuestos producidos en presencia de cada sustrato son muy parecidos entre sí 

y solo por medio de cromatografía líquida se pueden llegar a diferenciar. El hecho de que posean tiempos de 

retención tan similares puede ser indicio de su parecido químico y la posibilidad de que sean grupos de 

congéneres. 

Por otra parte, el uso de cromatografía gaseosa demostró que luego de la extracción del cultivo con 

aceite de girasol como fuente de carbono se pueden recuperar una serie de 25 compuestos (Figura R-25 y 

Tabla R-9). Estos son en su mayoría ácidos grasos y un grupo de ésteres de ácido sulfuroso. La presencia de 

alcanos llevaría a pensar que lo que se ve es más bien una serie de compuestos de degradación antes que 

productos de secreción. En contraste, la identificación de ésteres de ácido sulfuroso (Figuras R-34 a R-36) 

podría ser el producto de una síntesis “de novo” ya que no hay este tipo de compuestos en ninguno de los 

demás cultivos o extractos producidos a partir de P. aeruginosa PAO1 (Figura R-18 y Tabla R-8) y, en vista 

que todos los procedimientos se llevaron a cabo en paralelo con los mismos materiales y solventes, se 

prodría descartar que los compuestos mencionados sean producto de una contaminación. De todas las 

moléculas identificadas, la más interesante es sin duda el sulfonil D-manitol (Figura R-32). La detección de 

otros ésteres de ácido sulfuroso indicaría que la estructura mencionada puede estár presente. 
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Probablemente la identificación de todas estas moléculas con una estructura en común sea indicio de la 

presencia de distintos intermediarios de síntesis o de degradación. Además, el residuo glicosídico asemeja la 

estructura a la de los ramnolípidos de la cepa control P. aeruginosa PAO1 o a los lípidos de trealosa 

identificados por Sukirtha [Sukirtha & Usharani, 2013] empleando las mismas técnicas que en este trabajo. El 

compuesto identificado posee una cadena de carbonos suficientemente larga como para generar una zona 

hidrofóbica considerable, y el azufre junto con el monosacárido representarían la zona polar del 

tensioactivo. En consecuencia, la estructura química propuesta (Figura R-33) tendría todos los elementos 

caracteristicos de un surfactante.  

Finalmente se procedió a estudiar si alguna de las soluciones obtenidas podría actuar como reemplazo de 

los surfactantes naturales. Para ello se generaron mutantes de P. veronii 2E que poseyeran las características 

de la cepa salvaje a excepción de la producción de surfactantes (Figuras R-42 a R-45). Si bien se generaron 

también mutantes de R. taiwanensis M2, se utilizaron solo las mutantes de P. veronii 2E debido a que esta 

fue previamente estudiada para la formación de biopelículas. Se introdujeron mutaciones y se testeó la cepa 

de la misma manera que ya se describió antes y como complemento se corroboró que la mutante fuera 

deficiente en la movilidad de tipo swarming (la cual depende de la producción de surfactantes) y en la 

formación de biopelículas (que en este caso también depende de la presencia de tensioactivos). 

Los resultados indicaron que solo la solución 2, proveniente de cultivos con aceite de girasol, fue capaz de 

revertir la movilidad tipo swarming (Figura R-47) y la formación de biopelículas (Figura R-48). Estas últimas 

no alcanzaron los niveles de adhesión de la cepa salvaje pero fueron visible y significativamente superiores a 

los de la mutante sin suplemento. Estos resultados indican que se tiene al menos un compuesto en solución 

proveniente de la cepa P. veronii 2E que podría actuar como tensioactivo natural en los procesos llevados a 

cabo por esta cepa.  

En cuanto a la comunicación bacteriana, no se obtuvieron resultados que indicasen que P. veronii 2E 

pudiera poseer un mecanismo de comunicación mediado por AHLs o que, en el caso contrario, fuera capaz 

de interferir con la comunicación bacteriana de otras especies (Figuras R50 a R-52). 

 

4. R. taiwanensis M2 
 

R. taiwanensis M2 presentó desde los primeros ensayos indicios de ser una cepa productora de agentes 

tensioactivos. En los ensayos en placa de agar sangre se observó la formación de un halo de lisis (Figura R-1) 

y en las placas de MBA la colonia adquirió coloración azul fuerte y presentó precipitación de azul de 

metileno en las inmediaciones de la misma (Figura R-2). Al medir la tensión superficial de los medios de 

cultivo con glucosa o aceite de girasol se determinó que siempre era más baja sin importar la fuente de 

carbono empleada. Los resultados con cada instrumento para estas determinaciones fueron similares entre 

sí por lo que de manera preliminar se podría emplear cualquier fuente de carbono (Tablas R-2 y R-3). 



Discusión General 
 

155 
 

Concordantemente, los índices de emulsificación fueron similares para ambos cultivos y la diferencia entre 

ambos se dio al estudiar la hidrofobicidad de la cubierta (Figura R-38). El cultivo con aceite de girasol 

presentó valores de hidrofobicidad más altos que el cultivo con glucosa por lo que existe la posibilidad de 

que ésta sea una estrategia para captar el nutriente y la cepa sea capaz de captarlo directamente sin 

necesidad de solubilizarlo. También podría ser el caso de que, en caso de producir un surfactante, este sea 

retenido en parte por la cubierta cambiando sus propiedades.  

Al avanzar con los ensayos para extraer posibles compuestos tensioactivos se observó que no es posible 

seguir las extracciones por medio de cromatografía en placa delgada cuando el cultivo se hace en presencia 

de glucosa (Figura R-7). Sin embargo cabe resaltar que los ensayos con los cultivos con glucosa indicaron que 

se encuentra presente algún tipo de surfactante. De hecho, el ensayo de cuantificación relativa con azul de 

metileno en solución indica que la cantidad de surfactantes presentes se equipara con la de P. veronii 2E 

(Figura R-9 y Tabla R-5). Por lo tanto, si bien no se puede seguir la producción de surfactantes con el 

revelador empleado, es probable que estos estén presentes e incluso se puede deducir que el uso de una 

fuente de carbono distinta cambia el tipo de compuestos presentes. Lo mismo se vio en P. veronii 2E cuando 

se realizó el análisis por HPLC. 

Al emplear placas preparativas de cromatografía para tratar de separar los posibles compuestos 

presentes se vio que existían varios de ellos y que algunos eran fluorescentes al UV. Los mismos fueron 

recogidos en una única fracción y denominados como un único compuesto (Figura R-11). 

Luego de pasar por la placa preparativa los extractos de cultivo con ambas fuentes de carbono se 

generaron 3 soluciones potenciales para seguir el estudio (Tabla R-6). Las mismas fueron analizadas en 

cuanto al contenido de aminoácidos y en la Figura R-13 se puede observar que solo la solución 3 presentó 

una leve tonalidad rosada al ser tratado con ninhidrina lo cual indicaría que posee aminoácidos presentes. El 

estudio de azúcares presentes no produjo resultados para los compuestos extraídos de cultivos con aceite de 

girasol. Para ampliar el análisis se realizó el mismo ensayo sin pasar los extractos por la placa preparativa con 

lo cual se consiguió detectar azúcares en todos los cultivos sin importar la fuente de carbono empleada. El 

cultivo con aceite de girasol presentó una baja cantidad de los mismos en proporción a la masa total (Tabla 

R-7), esto era de esperarse ya que la placa preparativa demostró que dichos extractos de cultivo poseían 

más de un compuesto. Además, este resultado indica que el uso de la placa preparativa elimina los azúcares 

de la solución.  

Al analizar los compuestos en solución por HPLC se observó que sólo la solución 6 puede analizarse por 

este equipo y de hecho resultó ser una mezcla de, al menos, 2 sustancias con tiempos de retención muy 

similares (Figura R-17). Todos los compuestos presentes poseen absorción en el rango UV del espectro a las 

mismas longitudes de onda por lo que pueden tener un grupo químico o estructura en común. 
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El estudio por medio de cromatografía gaseosa de todos los compuestos presentes en los extractos de 

cultivo con aceite de girasol (Figuras R-36 y R-37) indicó solo la presencia de ácido láurico (en la forma de 

metil éster laureato). Esto indica que la técnica más eficiente para un futuro aislamiento y caracterización de 

surfactantes a partir de la detección y purificación por HPLC-MS.  

Al emplear las soluciones en ensayos de restauración del fenotipo sobre la cepa P. veronii 2E01 se pudo 

observar que la solución 6 fue capaz de restaurar la movilidad de tipo swarming (Figura R-47). Las otras dos 

soluciones obtenidas de esta cepa no presentaron resultados positivos.  

Las soluciones 3 y 6 incrementaron la adherencia de la cepa mutante de manera significativa (Figura R-

48). Si bien la adherencia no alcanza los niveles de la cepa salvaje, los resultados son comparables a los del 

extracto de P. aeruginosa PAO1 y estadísticamente significativos. Por su parte, la solución 4 proveniente del 

cultivo con glucosa como fuente de carbono, no fue capaz de restaurar el fenotipo salvaje (Figuras R-48 y R-

49). 

En conjunto, estos resultados son más complejos de analizar que los de P. veronii 2E. En principio se 

puede ver que en los cultivos con aceite de girasol debe de existir al menos un compuesto con actividad 

tensioactiva. De las fracciones obtenidas este debe encontrarse en la fracción denominada Sc6 ya que ésta 

solución fue la única con resultados positivos en todos los ensayos relacionados a la presencia de 

biosurfactantes. De los dos tipos de cromatografía empleadas, la cromatografía líquida fue efectiva para 

detectar algunos compuestos en contraste con la cromatografía gaseosa que no fue adecuada para detectar 

nada más que un ácido graso en extractos de cultivos con aceite de girasol. Del cultivo con glucosa se pudo 

obtener resultados en los ensayos iniciales pero no se pudieron emplear las técnicas cromatográficas 

disponibles para mejorar la descripción de los compuestos presentes o proponer una forma de separación y 

detección más efectiva. El hecho de que no hubiera respuesta positiva en la restauración del fenotipo 

mutante vuelve menos conveniente el uso de esta fuente de carbono ya que los compuestos presentes no 

podrían emplearse en el manejo de cultivos en reactores como se explicará más adelante. 

Finalmente, los ensayos de comunicación bacteriana demostraron que R. taiwanensis M2 no produce 

AHLs y no posee efectos negativos sobre el quorum sensing de cepas control como P. aeruginosa, C. 

violaceum CV206 o C. violaceum VIR07 (Figuras R50 a R-52). 

 

5. Aplicaciones biotecnológicas de las cepas y compuestos 
 

Al iniciar este trabajo se buscaban nuevas herramientas para emplearlas en biotratamiento de efluentes. 

Especialmente se enfocó el estudio en la búsqueda de biosurfactantes por la importancia que estos tienen 

en la movilidad y la formación de las biopelículas. 

Entre las cepas estudiadas se encontraron extractos con posibles usos en procesos de biorremediación 

como por ejemplo los siguientes: 
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El establecimiento de biopelículas puede comenzar con un proceso de quorum sensing pero no todas las 

especies bacterianas actúan de la misma forma. En algunos casos el quorum sensing es un proceso que 

mantiene reprimida la formación de biopelículas como en algunas especies del género Vibrio. En otros casos 

es el responsable de la maduración y subsecuente desprendimiento de la biopelícula como en el género 

Pseudomonas. En este último caso, la maduración depende de los surfactantes para la formación de 

microcanales y a la vez para la dispersión de la película bacteriana cuando ésta ha llegado a su punto 

cúlmine. 

Poseer un compuesto natural interferente del quorum sensing podría ser el punto de partida para 

manejar la formación, maduración y desprendimiento de las biopelículas. Si las bacterias requieren de una 

señal de AHLs para madurar la biopelícula, se puede emplear el inhibidor encontrado en D. acidovorans AR 

para detener el proceso, el tiempo o los ciclos de cultivo necesario. De esta manera se le permitiría a la 

bacteria mantenerse en un estado activo por más tiempo y proliferar más en la matriz del reactor. El 

resultado sería la generación una matriz más densa en materia viva y de tamaños finales mayores. 

En casos contrarios donde la biopelícula depende de la comunicación para iniciar el proceso de formación 

se puede emplear el interferente como medio de prevención para la formación de biopelículas en sitios no 

deseados del sistema de tratamiento. 

Por otra parte, los compuestos extraídos a partir de cultivos de P. veronii 2E y R. taiwanensis M2 

generaron cambios en la tensión superficial de los medios de cultivo y respuestas por parte de las cepas 

mutantes.  

El uso de aceite de girasol parece ser la mejor opción en ambos casos para la producción de sustancias 

tensioactivas. Si bien se obtuvieron resultados positivos con extractos de cultivos de R. taiwanensis M2 en 

presencia de glucosa, el hecho de orientar la investigación hacia el uso del aceite de girasol preferentemente 

responde a la necesidad de emplear fuentes de carbono alternativas que no sólo sean favorables sino 

también fácilmente obtenibles a partir de desechos. El aceite (de diversas fuentes, entre ellas el girasol) es 

una de las sustancias más desechadas con los residuos  domiciliarios y hoy en día se está comenzando a 

recuperarlo para la fabricación de biodiesel. Esto indica que es una fuente abundante de carbono que podría 

ser empleada en lugar de una fuente comercial como la glucosa. Así, se abaratarían costos en la producción 

de surfactantes al emplear estas cepas bacterianas como productoras.   

En cuanto a las sustancias tensioactivas obtenidas, podrían servir como agentes de remoción de las 

biopelículas formadas en lugares indeseados o mismos para la remoción de la matriz biológica una vez que 

esta ha terminado su vida útil. Además, ciertos surfactantes son capaces de remover por si mismos diversos 

metales de relevancia ambiental al realizar lavados de suelos. En vista de esto, es factible que compuestos 

obtenidos sean empleados en procesos de biorremediación in situ. Por otra parte, el potencial en el 

formulado de productos de limpieza, higiene personal y productos fitosanitarios es considerable. Sumado a 
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todo lo mencionado también tienen la ventaja de que, por ser compuestos naturales, son biodegradables e 

inocuos para el medio ambiente. 

En este mismo campo de estudio surgió una nueva posibilidad con las cepas empleadas. P. veronii 2E es 

una cepa que fue estudiada y testeada en reactores biológicos a escala de laboratorio. Haber producido una 

mutante y en simultáneo haber obtenido compuestos que reviertan esa mutación abre un nuevo campo de 

estudio respecto al manejo de su comportamiento en reactores, así también, como su tiempo de vida útil en 

los mismos y su posterior remoción de las distintas partes del sistema. 
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     En el desarrollo de este trabajo se lograron alcanzar ciertos objetivos puntuales y en base a la 

información obtenida se pudo llegar a las siguientes conclusiones: 

 

 Se pudo poner a punto y emplear técnicas sencillas para la detección de surfactantes en cepas de 

interés biotecnológico. 

 Se logró obtener purificaciones parciales de compuestos con actividad tensioactiva en medios de 

cultivo libre de células. 

 De las dos fuentes de carbono ensayadas, se logró demostrar que el aceite de girasol el 

conveniente para las dos cepas seleccionadas como posibles productoras de biosurfactantes: 

Pseudomonas veronii 2E y Ralstonia taiwanensis M2. 

 Entre los compuestos presentes en el extracto de cultivo de Pseudomonas veronii 2E se logró 

identificar por medio de espectrometría de masas uno cuya estructura parece ser consistente con 

las propiedades tensioactivas de dicho extracto. 

 El compuesto presente en el cultivo de P. veronii 2E posee las características de un glicolípido y la 

novedad en relación a otros propuestos para el género es que este podría poseer como nexo 

entre sus partes un éster de ácido sulfuroso. 

 El uso de una cepa mutadora permitió la generación de cepas modificadas de Pseudomonas 

veronii 2E y Ralstonia taiwanensis M2 para continuar con el estudio de los compuestos 

obtenidos. 

 La mutante Pseudomonas veronii 2E01 es aplicable al estudio de sustancias naturales novedosas 

debido a que su progenitora posee una serie de características dependientes de surfactantes y 

que a su vez se encuentran interconectadas entre sí. 

 La cepa 2E01 es potencialmente aplicable a estudios de formación de biopelículas en reactores 

biológicos. 

  Se logró demostrar que los compuestos semi-purificados Sc2 y Sc6 son capaces de revertir el 

fenotipo mutante tanto para la movilidad  de tipo swarming como para la formación de 

biopelículas. Ambos semi-purificados provienen de los cultivos con aceite de girasol de 

Pseudomonas veronii 2E y Ralstonia taiwanensis M2 respectivamente. 

 En relación a los ensayos de comunicación bacteriana se pudo probar que las cepas estudiadas no 

emplean mecanismos de quorum sensing mediados por AHLs. 

 Siguiendo esta línea de trabajo se demostró que D. acidovorans AR posee un mecanismo de 

inhibición de quorum sensing mediados por AHLs de cadena corta. 

 Los resultados obtenidos respaldan la hipótesis de que el esta inhibición se da por medio de una 

enzima con actividad lactonasa. 
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Figura A-3. Espectro de masas del nonadecano. Tiempo de retención: 13,99 min. 
 

Figura A-2. Espectro de masas del pentadecano. Tiempo de retención: 12,87 min. 
 

Figura A-1. Espectro de masas del tridecano. Tiempo de retención: 11,72 min. 
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Figura A-5. Espectro de masas del hexadecano. Tiempo de retención: 16.12 min. 
 

Figura A-6. Espectro de masas del heptadecano. Tiempo de retención: 17,13 min. 
 

Figura A-4. Espectro de masas del hexadecano. Tiempo de retención: 15.07 min. 
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Figura A-7. Espectro de masas del octadecano. Tiempo de retención: 18.11 min. 
 

Figura A-8. Espectro de masas del nonadecano. Tiempo de retención: 19,06 min. 
 

Abundancia 

(Text File) 19.06 alcano C19.mgf file offset = 00000000

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
0

50

100

43

57

71

85

97

111 127 141 153 166 192 207 238 256 271 284 315 353 448 465 477 490

m/z 

Figura A-9. Espectro de masas del eicosano. Tiempo de retención: 19,99 min. 
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Figura A-10. Espectro de masas del dodeicosano. Tiempo de retención: 20,87 min. 
 

Figura A-11. Espectro de masas del 1-Hexacosanol. Tiempo de retención: 21,75 min. 
 

Figura A-12. Espectro de masas del Ciclohexilmetil dodecil éster de ácido sulfuroso. Tiempo de 
retención: 22,17 min. 
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Figura A-13. Espectro de masas del Fenilmetil éster de ácido 9-en octadecanoico (Z). Tiempo de 
retención: 24,38 min. 

 

Figura A-15. Espectro de masas del metil éster de ácido 9-en hexadecanoico. Tiempo de retención: 
25,70 min. 

 

Figura A-16. Espectro de masas del Ciclohexilmetil hexil éster de ácido sulfuroso. Tiempo de 
retención: 28,07 min. 

 

Figura A-17. Espectro de masas del Ciclohexilmetil hexil éster de ácido sulfuroso. Tiempo de 
retención: 29,50 min. 
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Figura A-18. Espectro de masas del 10-undecenal. Tiempo de retención: 1,90 min. 
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Figura A-20. Espectro de masas del Di-metil ester de ácido octanodioico. Tiempo de retención: 2,55 
min. 
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Figura A-21. Espectro de masas del metil ester de ácido nonadioico. Tiempo de retención: 3,20 min. 
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Figura A-19. Espectro de masas del Metil éster de ácido 4-octenoico, (Z). Tiempo de retención: 2,28 
min. 
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Figura A-23. Espectro de masas del Metil ester de ácido 10-oxo-8-en-decanoico. Tiempo de 
retención: 3,70 min. 
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Figura A-24. Espectro de masas del Metil ester de ácido 2-hydroxy dodecanoico. Tiempo de 
retención: 4,10 min. 
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Figura A-25. Espectro de masas del Dimetil ester de ácido decanodioico. Tiempo de retención: 4,15 
min. 
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Figura A-22. Espectro de masas del metil ester de ácido nonadioico. Tiempo de retención: 3,60 min. 
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Figura A-26. Espectro de masas del Metil éster de ácido 3-hidroxi ciclohexapropanoico. Tiempo de 
retención: 4,60 min. 
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Figura A-27. Espectro de masas del Metil éster de acido ciclopentatridecanoico. Tiempo de 
retención: 6,02 min. 
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Figura A-28. Espectro de masas del Metil éster de ácido 7-en hexadecanoico. (Z). Tiempo de 
retención: 6,97 min. 
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Figura A-29. Espectro de masas del 4-metil 3-en decanoato. Tiempo de retención: 8,40 min. 
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Figura A-30. Espectro de masas del Ácido octadecanoico. Tiempo de retención: 10,20 min. 
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Figura A-32. Espectro de masas del Metil éster de ácido 17-Octadecinoico. Tiempo de retención: 
11,50 min. 
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Figura A-33. Espectro de masas del Metil éster de ácido 7-Hexadecenoico(Z). Tiempo de retención: 
11,76 min. 
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Figura A-31. Espectro de masas del Metil éster de ácido 12,15-Octadecadienoico. Tiempo de 
retención: 10,43 min. 
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Figura A-36. Espectro de masas del Ácido 8- Metil 9-tetradecenoico. Tiempo de retención: 12,42 min. 
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Figura A-37. Espectro de masas del Metil éster de ácido 5,8,11,14-Eicosatetraenoico(Z,Z,Z,Z). Tiempo 
de retención: 12,75 min. 
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Figura A-34. Espectro de masas del Metil éster de ácido linoleico (Z). Tiempo de retención: 11,80 
min. 
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Figura A-35. Espectro de masas del Metil éster de ácido eicosanoico. Tiempo de retención: 12,06 
min. 
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Figura A-39. Espectro de masas del Metil éster de ácido 6,9,12-Octadecatrienoico. Tiempo de 
retención: 13,11 min. 
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Figura A-38. Espectro de masas del Metil éster de ácido 8- metil 9-en tetradecenoico. Tiempo de 
retención: 12,95 min. 
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Figura A-40. Espectro de masas del Metil éster de ácido 8,11,14-Eicosatrienoico. Tiempo de 
retención: 13,50 min. 
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Figura A-41. Espectro de masas del Metil éster de ácido 8,11,14-Eicosatrienoico. Tiempo de 
retención: 13,53 min. 
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Figura A-42. Espectro de masas del Metil éster de ácido 3-octil cis-oxiraneoctanoico. Tiempo de 
retención: 13,83 min. 
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Figura A-43. Espectro de masas del Metil éster de ácido 3-octil cis-oxiraneoctanoico. Tiempo de 
retención: 13,93 min. 
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Figura A-45. Espectro de masas del Metil éster de ácido tetracosanoico. Tiempo de retención: 16,43 
min. 

 

(Text File) 16.43.mgf file offset = 00000000

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
0

50

100

43

55

74

83

87

95 121

137

143

171 185 200 231 254 267 282 297 312 326 339 350 382 409 437 457

Abundancia 

m/z 

Figura A-44. Espectro de masas del Metil éster de ácido docosanoico. Tiempo de retención: 14,33 
min. 
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