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RESUMEN

La contaminacion ambiental por derrames de hidrocarburos hace necesario el desarrollo,
busqueda y optimizacion de los medios necesarios para mitigar el dafio en los ecosistemas.
Mediante la biorremediacion, es posible transformar y/o remover los contaminantes de una
manera sustentable. Para este fin, trabajos previos han realizado la bioprospeccion de
especies fungicas en ventilas hidrotermales, identificando aislados con un gran potencial
para la biorremediacion de derrames de hidrocarburos debido a su resistencia y capacidad de
supervivencia en condiciones extremas. Sin embargo, ain se desconoce la produccion de
biosurfactantes (moléculas que aumentan la solubilidad de sustancias hidrofobicas,
facilitando su degradacion) por parte de estos hongos. Por tanto, este trabajo se centr6 en la
evaluacion de las capacidades de micromicetos hidrocarbonoclastas aislados de ventilas
hidrotermales del Golfo de California para producir biosurfactantes utilizando hidrocarburos
alifaticos. Para esto, los aislados se evaluaron por medio de bioensayos bajo distintas
condiciones de temperatura (22°C y 30°C) y pH (4 y 8). Los ensayos también incluyeron
pruebas cualitativas con agar azul de metileno, y cuantitativas como el indice de Emulsién y
la dispersion de aceite, usando compuestos como aceite de soya, glicerol y hexadecano. Los
resultados revelaron variaciones en la efectividad de emulsificacion de los compuestos
hidrofébicos en presencia de los biosurfactantes producidos por los aislados segun el tipo de
compuesto y las condiciones experimentales. En particular, el biosurfactante producido por
Asperillus terreus alcanzé un Indice de Emulsion de 57.6% en hexadecano y 52.4% en aceite
de soya a pH 8. Ademas, en el ensayo de dispersion de aceite, el biosurfactante producido
por P. miczynskii a pH 8 y temperatura de 30 °C, fue de 3.5 cm, cercano al diametro de 3.85
del control positivo (SDS), evidenciando su potencial en la biorremediacion de ambientes
contaminados. Estos resultados confirman el uso potencial de estos organismos en practicas
de biorremediacion de hidrocarburos ante un escenario de derrame por su capacidad de

producir biosurfactantes.

Palabras clave: micromicetos, biosurfactantes, hidrocarburos alifaticos, micorremediacion,

ventilas hidrotermales, biorremediacion.




1. INTRODUCCION

Los hidrocarburos alifaticos son compuestos organicos formados tnicamente por 4&tomos de
carbono e hidrégeno en estructuras lineales o ramificadas. Se dividen en alcanos (enlaces
simples), alquenos (con al menos un doble enlace) y alquinos (con al menos un triple enlace)
(McMurry, 2016; Carey y Giuliano, 2017). Estos compuestos tienen usos industriales y en la

vida cotidiana, como combustibles y materias primas quimicas (Herndndez, 2014).

Pese a los estandares de seguridad que rigen la industria petrolera, la contaminacion por
vertimientos accidentales de hidrocarburos sigue siendo frecuente, esto aunado a que entre
el 80% y el 90% de la producciéon mundial de energia proviene de los combustibles fosiles,
agrava el riesgo de derrames (Hernandez, 2021). Como resultado existe una alta demanda y
agotamiento de las reservas de petréleo crudo ligero y bajo esa tesitura es que se comienza a
considerar la incorporacion de los petroleos pesados y extra pesados en la produccion de

energia, dado que representan una significativa fraccion del total de las reservas ya conocidas

(Martinez et al., 2016).

A causa del impacto ecotoxicologico causado por los derrames de hidrocarburos, se han
buscado y desarrollado técnicas para su eliminacion, entre ellas, la biodegradacion es una
alternativa viable debido a su la alta efectividad (Reyes-Reyes et al., 2018). La
biodegradacion de hidrocarburos, puede ser realizada por algunas comunidades microbianas
(bacterias, hongos, algas) que, a través de la actividad bioquimica, oxidan los hidrocarburos.
Algunas especies de microorganismos pueden metabolizar un numero limitado de
hidrocarburos, de manera que la presencia de poblaciones mixtas con diferentes capacidades

metabolicas es necesaria para degradar mezclas complejas de hidrocarburos (Mellizo, 2017).

Los biosurfactantes son moléculas anfipaticas de utilidad para la biorremediacion gracias a
su capacidad para reducir la tension superficial en la interfaz aceite-agua, aumentando asi la
solubilidad de sustancias inmiscibles en agua (Singh et al., 2019). Existen dos tipos de
surfactantes: 1) los naturales o biosurfactantes derivados de microorganismos, y 2) los
quimicos, mayormente sintetizados a partir de derivados del petroleo. Los biosurfactantes

poseen varias ventajas sobre sus homoélogos quimicos como tener una menor toxicidad,




mayor biodegradabilidad, especificidad, biocompatibilidad, capacidad para funcionar en

condiciones ambientales extremas, y también su digestibilidad (Raiger ef al., 2009).

La producciéon de biosurfactantes puede verse influenciada por la temperatura y el pH, los
cuales afectan directamente la actividad metabolica de los microorganismos productores
(Md, 2012). Estudios han demostrado que la eficiencia en la sintesis de biosurfactantes varia
segun las condiciones de cultivo, como en el caso de Lactococcus lactis, cuya produccion

Optima ocurre en rangos especificos de temperatura y pH (Souza et al., 2017).

La bioprospeccion de microorganismos en ecosistemas extremos ha demostrado ser una
estrategia eficiente para identificacion y obtencion de moléculas novedosas con utilidad para
el ser humano. En México, a pesar de que este tema se ha estudiado poco, en los tltimos 20
afios se han descrito cerca de 100 compuestos bioactivos a partir de hongos (Mata et al.,
2018). Esto evidencia el potencial que tienen estos microorganismos para el desarrollo de
estrategias novedosas y eficientes para la biorremediacion de desastres ambientales por el

vertimiento de crudo.

Algunas especies de bacterias, arqueas y hongos son capaces de sobrevivir en hébitats
extremos, en rangos extremos de temperatura, presion, pH o salinidad (Bregnard et al., 2023).
Particularmente, los hongos son capaces de formar células resistentes (esporas), adaptar su
morfologia o cambiar la composicion de su pared celular cuando las condiciones no son las
adecuadas para un crecimiento activo (Bregnard et al., 2023). Gracias a esta capacidad, los
hongos colonizan ambientes extremos, como lo son los sedimentos de campos hidrotermales

continentales y oceanicos (Lopez-Garcia ef al., 2007).

Las ventilas hidrotermales son sitios del fondo marino en donde se produce la expulsion de
agua geotérmicamente calentada a través de fisuras en la corteza terrestre. Las altas
temperaturas, el enriquecimiento de compuestos volatiles orgénicos, metales pesados y la
presencia de infiltraciones de hidrocarburos (desde el metano hasta el heptano)
termogénicamente generados, caracterizan a este sistema heterogéneo (He et al., 2023;
Paduan et al., 2018). Atin cuando estan presentes estas condiciones, las ventilas hidrotermales
son areas de alta productividad biologica dependiente de la quimiosintesis microbiana

(Menini et al., 2023). Es por esto que los hongos aislados de ventilas hidrotermales, gracias




a su capacidad de adaptacion a diferentes temperaturas extremas, presiones hidrostaticas altas
y altas concentraciones de compuestos quimicos tdxicos, tienen un gran potencial para ser
usados en biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos. Por lo que, en este
estudio, se evalud la capacidad de produccion de biosurfactantes por micromicetos, aislados

de ventilas hidrotermales, con probada capacidad para degradar hidrocarburos, cultivados in

vitro con hidrocarburos alifaticos como fuente de carbono.




2. ANTECEDENTES

La microbiota exhibe una notable capacidad de adaptacion y colonizacion en una amplia
variedad de habitats debido a su variada gama genética (Coleine et al., 2023). Estas
caracteristicas le permiten prosperar incluso en entornos extremos, considerados asi por sus
condiciones de temperatura, pH, presion, salinidad o radiacion (Reed et al., 2013), como los
campos de ventilas hidrotermales marinas, que se caracterizan por estar ubicados a
profundidades que varian entre los 800 y 3600 metros, y donde las temperaturas pueden
alcanzar hasta los 400 °C (Oarga, 2009).

En 2018 se analizaron las condiciones abioticas de un campo de ventilas hidrotermales en la
cuenca Pescadero (Golfo de California, México) y se encontraron fluidos de descarga claros,
hidrocarburos, pH de 6.3, salinidad elevada y temperaturas de hasta 291 °C (Paduan et al.,
2018). Primero, se examind la diversidad fingica en los sedimentos marinos de este sistema
mediante secuenciacion de alto rendimiento en donde se identificaron 102 secuencias de
amplicones de hongos, mayormente pertenecientes a los filos Ascomycota y Basidiomycota
(Velez et al., 2022). Posteriormente, mediante un enfoque de culturomica se obtuvieron los
micromicetos en cultivos axénicos, destacando la presencia de especies pertenecientes al filo
Ascomycota tales como Aspergillus sydowii, Penicillium miczynskii 'y Aspergillus terreus

(Velez et al., en prensa).

La Tabla 1, resume los estudios realizados en hongos aislados de ambientes marinos,
destacando su capacidad para degradar hidrocarburos y producir biosurfactantes. La eleccion
de la fuente de carbono es crucial, ya que influye significativamente en la cantidad y calidad
de los biosurfactantes producidos (Bhardwaj et al., 2013). Para maximizar la eficiencia de la
biorremediacion, es esencial optimizar las condiciones de cultivo, como la fuente de carbono,

temperatura y pH.




Tabla 1. Reportes selectos de hongos hidrocarbonoclastas aislados de ambientes marinos, y

evidencia de su produccion de biosurfactantes.

BS ACTIVIDAD REFE-
HONGO ORIGEN PRODUCIDO TENSOACTIVA RENCIA
Thelebolus bala IE 53.04% con
. . NR
ustiformis keroseno
Antzrcr;zm_};lc > Sedimento NR IE 63.35% con da Silva et
psye ms ophcu Marino keroseno al., 2024.
Penicillium cf. p IE 63.71% con
. NR
alitans keroseno
IE 83% con Dectol
Aspergillus Zona Ceratoplataninas (deca.no-tolueno
terreus costera 65:35, v/v) Pitocchi R
TS73a563mNim %)
IE 70% con Dectol ’
. 2020.
Trichoderma Zona Ceratoplataninas (decano-tolueno
harzianum costera P 65:35, v/v)
TS 70 a 36 mN/m
Aspergillus Zona DA 2.9 cmcon
. NR .
sydowii costera petroleo crudo
Penicillium Zona NR DA 4.7 cm con Maamar et
polonicum costera petroleo crudo al., 2020.
Penicillium Zona DA 4.7 cm con
. NR ,
cyclopium costera petroleo crudo
L e Luepongpa
Aureobasidium Zona NR TS 38.4 mN/m ttana et al.,
pullulans costera
2017.
o
e el Cinicl
gerllin P syppe UGS g
ryso8 TS de 72 mN/m a 55 '
mN/m
DA 78.50mm2 con
Aspergillus Costa Glicoli e petroleo crudo Kiran et
ustus peninsular lcotipoproteina IE 42% usando al., 2009.
keroseno

Nota. BS: Biosurfactante, NR: no reportado, TS: Tension Superficial, DA: Dispersion de

Aceite, IE: Indice de Emulsion

De los hongos reportados en la Tabla 1, Thelebolus balaustiformis, aislado de sedimentos

marinos, mostré un Indice de Emulsion (IE) de 53.04%, mientras que Antarctomyces




psychrotrophicus 'y Penicillium cf. palitans alcanzaron indices de 63.35% y 63.71%,
respectivamente. Entre los mas destacados se encuentra A. terreus, aislado de un sitio marino.
Produjo ceratoplataninas con alta eficiencia, reduciendo la tension superficial de 73 a 56.3
mN/m. Ademés, A. sydowii, aislado de una zona costera, mostré una notable capacidad de

dispersion de aceite con un didmetro de 2.9 cm.

En particular, A. terreus y A. sydowii son hongos con un alto potencial para la produccion de
biosurfactantes y la degradacion de hidrocarburos. A. terreus destacéd por su eficiencia en la
produccion de ceratoplataninas y la reduccion de la tension superficial, mientras que A.
sydowii demostr6 una significativa capacidad de dispersion de aceite, lo que subraya su

utilidad en la biorremediacion de ambientes contaminados (Maamar et al., 2020).




3. IMPORTANCIA DEL PROBLEMA

En el petréleo crudo, los hidrocarburos alifaticos pueden estar presentes en forma de gases,
liquidos o solidos. Estos constituyen una gran parte de los residuos industriales y pese a los
estandares de seguridad que rigen la industria petrolera, la contaminacion por vertimientos

accidentales de hidrocarburos sigue siendo frecuente por lo que representan una importante

fuente de contaminacion ambiental (Atlas y Hazen, 2011).

La liberacion de hidrocarburos en el ambiente provoca graves dafios ecologicos, afectando
la calidad del suelo y el agua, ademas de amenazar la vida acudatica y terrestre. Estos
compuestos tienden a persistir en el entorno debido a su baja solubilidad en agua y su

resistencia a la degradacion natural (Das y Chandran, 2011).

Para combatir este contaminante, los biosurfactantes producidos por microorganismos, como
bacterias y hongos, se han posicionado como una solucion prometedora; ya que los
biosurfactantes aumentan la solubilidad de los hidrocarburos, facilitando su emulsificacion y
biodegradacion. Este enfoque biotecnoldgico no solo acelera la limpieza de los vertimientos,
sino que también ofrece una alternativa ecologica frente a los métodos quimicos
tradicionales, lo que refuerza su potencial en la remediacion ambiental de areas contaminadas

por petroleo y otros compuestos toxicos (Mnif et al., 2017).




4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los micromicetos de ambientes extremos poseen un enorme potencial para la produccion de
biosurfactantes. Gracias a su notable resistencia a condiciones abidticas severas, como pH
extremos Yy altas temperaturas, estos microorganismos representan una prometedora opcion
para aplicaciones biotecnologicas en entornos hostiles. Sin embargo, la limitada
investigacion sobre su capacidad metabdlica para producir compuestos de alto valor
biotecnologico, como los biosurfactantes, ha frenado la implementacion de tecnologias mas
sostenibles. El aprovechamiento de sus propiedades unicas, junto con la capacidad de los
biosurfactantes para adaptarse a variaciones de pH y temperatura, podria impulsar soluciones

ecologicas mas eficientes en la degradacion de hidrocarburos y otros contaminantes,

optimizando los procesos de biorremediacion en condiciones extremas.




5. OBJETIVOS
5.1 General

Evaluar la produccion de biosurfactantes por micromicetos aislados de ventilas hidrotermales
del Golfo de California en presencia de hidrocarburos alifaticos, mediante cinéticas en medio

liquido bajo diferentes condiciones abidticas para su uso potencial en la biorremediacion de

ambientes marinos.

5.2. Particulares

a) Analizar la produccion de biosurfactantes por tres aislados de micromicetos en
bioensayos in vitro con agar azul de metileno.

b) Comparar la actividad emulsificante de biosurfactantes totales producidos por
micromicetos cultivados en medio liquido con hexadecano, evaluando diferentes
condiciones abioticas, temperatura (22°C y 30°C) y pH (4 y 8).

c) Identificar las variables de pH y temperatura que optimizan la produccion de

biosurfactantes por los micromicetos evaluados.




6. MARCO TEORICO
6.1 Micromicetos

Los hongos son organismos eucariotas pluricelulares o unicelulares, la mayoria de estos
organismos son pluricelulares y estan constituidos por hifas, que se ramifican y forman redes
finas (Heredia, 2022). Su reproduccion puede ser de forma sexual o asexual, por medio de

esporas o trozos de micelio (Vidal, 2016).

En la actualidad, son aceptados 19 filos en los cuales se pueden clasificar a los hongos:
Aphelidiomycota, Ascomycota, Basidiobolomycota, Basidiomycota, Blastocladiomycota,
Calcarisporiellomycota, — Chytridiomycota, =~ Entomophthoromycota, Entorrhizomycota,
Glomeromycota, Kickxellomycota, Monoblepharomycota, Mortierellomycota,
Mucoromycota, Neocallimastigomycota, Olpidiomycota, Rozellomycota, Sanchytriomycota

v Zoopagomycota (Wijayawardene et al., 2024).

Los aislados empleados en esta investigacion pertenecen al filo Ascomycota, que constituye
el grupo més grande de los hongos en virtud de su amplia distribucién y ubicuidad (Romero,
2023). Este filo es conocido por su importancia comercial, destacando en procesos
industriales relacionados a la fermentacion, como la elaboracion de cerveza (Vidal, 2016).
Los hongos pertenecientes a este filo forman ascas, las cuales son estructuras donde se
desarrollan y contienen las ascosporas, las cuales resultan dela cariogamia y la meiosis. Estos
hongos poseen diferentes estrategias troficas como la simbiosis, el saprofitismo y el

parasitismo (Vidal, 2016).

6.1.1. Hongos Marinos

Un desafio en el campo de la micologia ha sido la delimitacion precisa de la definicion de
los hongos marinos. Esto, principalmente debido a que diversas especies fungicas
encontradas en ecosistemas marinos (Figura 1) también han sido registradas en habitats
terrestres, lo que sugiere una notable plasticidad fenotipica y mecanismos adaptativos

altamente eficientes dentro del reino Fungi (Amend et al., 2019).
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Existen varias aproximaciones para definir a los hongos marinos, siendo la mas aceptada
durante muchos afios la que establece que los hongos marinos obligados son aquellos que
crecen y esporulan exclusivamente en habitats marinos o estuarinos (Kohlmeyer y
Kohlmeyer, 1979). Enla actualidad, la definicién de hongos marinos segun Pang et al. (2016)
se fundamenta en tres criterios: “l. Capacidad de crecer y/o esporular (en sustratos) en
ambientes marinos, 2. Formar relaciones simbioticas con otros organismos y 3. Demostracion
desu adaptacion y evolucion a nivel genético o que sea metabdlicamente activo en ambientes

marinos.”

Estuarios

Zona costera

Manglares

= JWV  Pastos
v marinos

Sistema arrecifal

|

fe AR
i\

1/

il

Ventilas
hidrotermales

Figura 1. Diversidad de hébitats de hongos marinos.

6.2. Ventilas Hidrotermales

Las ventilas hidrotermales, ubicadas en el fondo marino, son ecosistemas extremos
caracterizados por altas temperaturas, presion, y una abundancia de compuestos minerales y

metales pesados expulsados por las fisuras en la corteza terrestre. A pesar de las condiciones




hostiles, estos ambientes albergan una gran diversidad microbiana, que ha desarrollado
adaptaciones Unicas. Elinterés en las ventilas hidrotermales ha crecido debido a la capacidad
de sus habitantes para producir compuestos bioactivos, como enzimas termoestables y
biosurfactantes, que pueden ser utilizados en procesos industriales y de biorremediacion (Van

Dover, 2000; Baker y German, 2021).

6.2.1. Hogos extraidos de ventilas hidrotermales

Los hongos extraidos de ventilas hidrotermales han captado la atencion de la ciencia debido
a su capacidad de prosperar en condiciones extremas de temperatura, presion y salinidad.
Estos organismos han demostrado producir compuestos bioactivos con propiedades Unicas,
como enzimas termoestables y biosurfactantes, los cuales tienen potenciales aplicaciones en
la industria biotecnologica y en la biorremediacion (Zhang et al., 2016). Ademas,
investigaciones recientes han revelado que algunas especies de hongos aislados de estas
zonas extremas son capaces de degradar hidrocarburos, lo que sugiere un importante papel
en la biorremediacion de ambientes contaminados por petroleo (Lai et al., 2020). Estos
hongos extremofilos no solo presentan adaptaciones genéticas para sobrevivir bajo
condiciones hostiles, sino que también exhiben una notable capacidad para la produccion de
metabolitos secundarios, algunos de los cuales han mostrado actividad antimicrobiana y
anticancerigena (Dai et al., 2017). Este hallazgo subraya el enorme potencial biotecnoldgico

de los hongos provenientes de estos ecosistemas profundos.

6.2.1.1 Aspergillus sydowii

Es un hongo haldfilo, saprotréfico y ubicuo distribuido en todo el mundo y adaptado a
diferentes condiciones ambientales, ademas de haber sido aislado de suelo, se ha encontrado
en el mar debido a su tolerancia a la sal (Brant et al., 2020). Aspergillus sydowii puede
contaminar alimentos (Biango-Daniels y Hodge, 2018), en condiciones marinas, puede
causar infecciones en corales abanicos demar (Kim K y Harvell, 2004), ademas, es patogeno

humano oportunista (Alker et al., 2001).




A. sydowii es productor de una variedad de enzimas importantes desde el punto de vista
biotecnologico e industrial, como lipasas, a-amilasas, xilanasas, celulasas, tanasas y
queratinasas (Adegoke et al., 2019; Albuquerque et al., 2020; Alwakeel et al., 2021).
Adicional a esto, este hongo es capaz de sintetizar metabolitos como, sesquiterpenoides,

alcaloides, xantonas, monoterpenos, antraquinonas, esteroles, triterpenos, difenil éteres,

pironas, ciclopentenonas, antocianinas y policétidos (Liu ef al., 2017; Gao et al., 2017).

Existen estudios donde se utiliza 4. sydowii en conjunto con Aspergillus destruens para la
biorremediacion de hidrocarburos aromaticos policiclicos y compuestos farmacéuticos bajo
condiciones de alta salinidad (Gonzdlez et al., 2019), o en consorcio con Fusarium

lichenicola para degradar hidrocarburos totales de petréleo en aguas residuales de

yacimientos petroliferos (Williams y Owhonka, 2019).

6.2.1.2 Aspergillus terreus

Esun hongo saprotrofo, capaz dereproducirse sexual o asexualmente, 4. terreus se distingue
por producir conidios accesorios también llamados aleurioconidios, tanto en condiciones in
vitro como in vivo. Estos conidios accesorios emergen directamente de las hifas vegetativas
y se caracterizan por su ausencia de pigmentacion y la presencia de una alta cantidad de -

glucanos inmunogénicos en su superficie (Deak et al., 2009).

A. terreus se encuentra en diversos habitats, como el suelo, composta, alimentos como el
maiz, arroz, mani y cebada (Kozakiewicz, 1989). Este hongo es productor de micotoxinas y
metabolitos secundarios utilizados en la industria farmacéutica (Alberts ez al., 1980), y en la

industria de la fermentacion (Cunha et al., 2018).

Aunado a eso, 4. terreus ha sido utilizado para biorremediar cobre de suelos en minas,
también Cd, Cr y Pb de efluentes de curtidurias en conjunto con Aspergillus fumigatus

(Palanicel et al., 2023). Por otro lado, A. terreus ha mostrado eficiencia degradando

hidrocarburos aromaticos policiclicos en crudo pesado (Al-Dossary et al., 2024).




6.2.1.3 Peicillium miczyskii

P. miczynskii es un hongo saprofito capaz de crecer en condiciones anaerobias facultativasy
altas temperaturas, el cual no solo produce conidios y clamidosporas, sino que, al ser
homotalico produce facilmente ascosporas abundantes y duraderas que pueden sobrevivir a
temperaturas de 90°C (Biango et al., 2018). Es por esto que P. miczynskii es responsable del
deterioro de alimentos pasteurizados como yogures, jarabes y salsas de fruta (Dagnas y

Membre, 2013).

Este ascomiceto puede infectar y crecer en varios frutos como las manzanas y naranjas
(Salomao, 2018) produciendo enfermedades postcosecha, lo que resulta en un producto

infectado con ascosporas o jugos con patulina, que es una micotoxina (Wang et al., 2023).

Por otro lado, en el &ambito de la remediacion ambiental, P. miczynskii ha sido utilizado de
forma conjunta con Scopulariopsis brumptii para la degradacion y biotransformacion del
pentaclorofenol en suelos agricolas (Hechmi et al., 2016). Ademas, se ha demostrado la
capacidad de P. miczynskii para bioconvertir petroleo crudo extra pesado en suelos

contaminados, lo que resalta su potencial en la remediacion de ambientes altamente

contaminados. (Naranjo-Briceno et al., 2019).

6.2.1.4. Penicillium sp.

Pertenece al filo Ascomycota, es un hongo filamentoso, hialofilo y saprofito.
Macroscopicamente las colonias de Penicillium sp. son ovoides, circulares; en un principio
son de color blanco y con el tiempo, dependiendo de la especie, adquieren colores azules,
azul verdoso, verde, gris oliva o tonos rosados. Una de las caracteristicas mas importantes de
Penicillium sp. es su forma de reproduccion asexual, caracterizada por formar conidios en

una estructura ramificada llamada penicilio (Pérez, 2021).

El género Penicillium se encuentra en diversos ambientes, principalmente en el suelo, en
alimentos en descomposicion y en materiales organicos. Algunos miembros de este género

son famosos por su uso en la produccién de antibidticos, como la penicilina, y en la




elaboracion de quesos como el roquefort y el camembert. (Cortés-Sanchez y Mosqueda-

Olivares, 2013).

Penicillium sp. es conocido por su papel en la biodegradacion de microplasticos de
polietileno (Aguilar, 2024), ha sido identificado como auxiliar en la biorremediacion de

mineria de oro debido a su resistencia al mercurio (Sahana, 2024) y también en la

biodegradacion de los hidrocarburos de petroleo en suelo (Ahmadli, 2024).

6.3 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos producidos por microorganismos que han ganado
relevancia en diversas industrias debido a su naturaleza biodegradable y baja toxicidad en
comparacion con los surfactantes sintéticos. Estos compuestos, que incluyen glicolipidos,
lipopéptidos y fosfolipidos, han demostrado ser efectivos en la remediacion de ambientes
contaminados por hidrocarburos, al aumentar la solubilidad de estos compuestos en medios
acuosos (Figura 2), facilitando su degradacion por otros microorganismos (Rodrigues ef al.,
2021). Ademas, su aplicacion no se limita solo a la biorremediacion; los biosurfactantes
también tienen un gran potencial en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica,
debido a su capacidad para formar emulsiones estables y su seguridad en productos de

consumo (Pacwa-Plociniczak et al., 2019).

Petréleo

B

= Biosurfactante

Figura 2. Accion de los biosurfactantes en la emulsificacion del petroleo. (Lifeder, 2022)

Investigaciones recientes han resaltado que factores como el pH, la temperatura y la fuente
de carbono utilizada durante la produccion de biosurfactantes pueden influir

significativamente en la cantidad y tipo de biosurfactante producido, lo que subraya la
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importancia de optimizar estas variables para obtener productos con propiedades especificas.
(Sen, 2020).

6.3.1. Produccion de biosurfactantes por micromicetos

La mayoria delos datos cientificos actuales sobre biosurfactantes provienen de estudios en
bacterias, particularmente en géneros como Pseudomonas y Bacillus, que producen
compuestos como glicolipidos, glicoproteinas y lipopéptidos. En comparacion, los
biosurfactantes fungicos representan solo el 19% del total, con un 12% proveniente de
ascomicetos y un 7% de basidiomicetos. Pese a que han sido estudiados de manera limitada,
los hongos presentan la mayor diversidad estructural de biosurfactantes, algunos de los cuales
son producidos exclusivamente por ellos. Por ejemplo, los soforolipidos producidos por
levaduras del género Starmerella (Wang et al., 2019), los lipidos de manosil eritritol, que se
encuentran principalmente en hongos del orden Ustilaginales (Spoeckner ef al., 1999), y los

lipidos de trehalosa, producidos exclusivamente por Fusarium fujikuroi (Da Silva, 2021).

La diversidad en las estructuras quimicas de los biosurfactantes fungicos esta vinculada a su
composicion bioquimica y peso molecular, lo que les confiere una versatilidad significativa
en diversas aplicaciones, tales como en el sector agricola (Menon et al., 2010), farmacéutico

(Chuo et al., 2019), y en la remediacion ambiental (Ye ef al., 2016), entre otros.

6.3.2. Métodos para la medicion de actividad tensoactiva
6.3.2.1. Agar Azul de Metileno

El método del agar azul de metileno es una técnica selectiva utilizada para evaluar la
produccion de biosurfactantes por microorganismos, incluyendo hongos. Esta técnica se basa
en la capacidad de los biosurfactantes para interactuar con el tinte azul de metileno y formar
halos claros alrededor de las colonias (Figura 3), indicando emulsificacion de compuestos
hidrofébicos (Zhang et al., 2020). El medio de cultivo contiene sales minerales y una fuente

de carbono insoluble a alta concentracion, lo que permite diferenciar entre los aislados que
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producen biosurfactantes y aquellos que no lo hacen (Varjani et al., 2017). En la practica, se
inoculan los aislados en platos de Petri con agar azul de metileno y se incuban a temperatura
controlada durante varios dias. La aparicion de halos claros alrededor de las colonias sugiere
la produccion de biosurfactantes anidnicos, los cuales interactiian con el tinte y el cloruro de
calcio presente en el medio, formando complejos que cambian el color del medio de azul a
verde (Vanhulle er al., 2008). Este fendémeno es una evidencia visual de la actividad

biosurfactante de los microorganismos evaluados.

Figura 3. Placa de agar azul de metileno inoculada con Penicillium miczynskii . A: Halo claro
indicador de actividad biosurfactante; B: Aislado en crecimiento. Imagen tomada el 17 de

junio de 2024 por Gabriela Tezocotitla Olivares.

6.3.2.2. Indice de Emulsién

El indice de Emulsion es una técnica cuantitativa utilizada para evaluar la capacidad de los
biosurfactantes de estabilizar emulsiones de hidrocarburos en agua. Este método se basa en
la creacion de una mezcla de hidrocarburo y sobrenadante libre de células, seguida de
agitacion y un periodo de reposo de 24 horas para permitir la formacién de emulsiones
estables (Figura 4) (Pashley y Karaman, 2015). La capacidad emulsificante se mide en

funcion del porcentaje de emulsion formado, que se calcula dividiendo la altura de la
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emulsion entre la altura total de la mezcla y multiplicando el resultado por 100 (Patowary et
al., 2017). Este método es ampliamente utilizado en estudios de biosurfactantes debido a su
simplicidad y efectividad para determinar la estabilidad y eficiencia de los biosurfactantes
producidos por microorganismos en la emulsificacion de compuestos hidrofobicos (Nitsch

ke y Costa, 2007).

Figura 4. Prueba del indice de emulsion en un tubo de ensayo. A: Fase hidrofobica
emulsificada; B: Fase acuosa. Imagen tomada el 30 de octubre de 2024 por Gabricla

Tezocotitla Olivares.

6.3.2.3. Dispersion de aceite

El método de dispersion de aceite es una técnica utilizada para evaluar la capacidad de los
biosurfactantes de reducir la tension superficial y desplazar el aceite en la superficie del agua.
Este método consiste en colocar una gota de aceite sobre la superficie de un plato de Petri
con agua destiladay, posteriormente, afiadir una pequena cantidad de sobrenadante libre de
células que contiene el biosurfactante producido (Mulligan, 2005). La capacidad del
biosurfactante se evalia observando el didmetro dela zona clara formada alrededor dela gota
de aceite, lo que indica la dispersion y reduccion de la tension superficial (Morikawa et al.,
2000). La efectividad de la dispersion delaceite refleja la actividad surfactante del compuesto

producido por los microorganismos, siendo un indicador visual de su potencial para
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aplicaciones en la biorremediacion de ambientes contaminados con hidrocarburos (Kiran et

al., 2009).

6.4. Hidrocarburos Alifaticos

En el petréleo crudo, los hidrocarburos alifaticos se encuentran predominantemente en la
fraccion saturada, compuesta por alcanos y cicloalcanos. Esta clasificacion se obtiene
mediante el método SARA (Saturados, Aromaticos, Resinas y Asfaltenos), el cual permite
identificar la naturaleza quimica y solubilidad delos componentes del crudo (Speight, 2014).
Entre los compuestos de esta fraccion se encuentra el n-hexadecano (Figura 5), un alcano
lineal frecuentemente utilizado como modelo en estudios de biodegradacion debido a su
estructura simple, baja reactividad y abundancia en ambientes contaminados por

hidrocarburos (Wang et al., 2011).

Figura 5. Estructura quimica del n-hexadecano. es-academic.com. (s.f.).

A pesar de su baja solubilidad en agua (2.1 x 10 mg/L a 25 °C), el n-hexadecano tiende a
acumularse en sedimentos y organismos acudticos, lo que refleja su alto potencial de
bioconcentracion. Esta acumulacién puede tener efectos adversos en los ecosistemas
acuaticos, afectando la salud de organismos como peces, moluscos y crustaceos, al alterar
funciones fisiologicas esenciales y bioacumularse en la cadena tréfica (Coates et al., 1985;
Gonzélez et al., 2019). Ademas, su persistencia en el ambiente contribuye a la contaminacion
cronica de suelos y cuerpos de agua, lo que representa una amenaza tanto para la
biodiversidad como para la salud humana, especialmente en comunidades expuestas a fuentes

de agua contaminada (Varjani, 2017).




6.4.1. Interaccion Hongo-Hidrocarburo

En la ultima década, varios estudios han resaltado la capacidad de los hongos para interactuar

con hidrocarburos alifaticos, mostrando un potencial significativo para la degradacion y

transformacion de estos compuestos (Khan et al., 2023; Da Silva et al., 2023).

Los hongos, particularmente los ascomicetos y basidiomicetos, han demostrado una notable
habilidad para metabolizar hidrocarburos alifaticos, empleando enzimas especificas como las
monooxigenasas y dioxigenasas para oxidar estos compuestos en ambientes contaminados
(Das y Chandran, 2011). Este proceso es clave en la biorremediacion, ya que los hongos no
solo pueden tolerar concentraciones elevadas de hidrocarburos, sino que también pueden
colonizar sustratos hidrofébicos debido a su capacidad para producir biosurfactantes que

facilitan la solubilizacion y emulsificacion de hidrocarburos (Zafra ef al., 2017).

Recientemente, investigaciones han documentado que especies fungicas extremofilas, como
aquellas aisladas de ambientes extremos como ventilas hidrotermales, también pueden
metabolizar hidrocarburos alifaticos, ampliando el rango de aplicaciones potenciales para la

biorremediacién en condiciones extremas (Wang et al., 2020).




7. METODOS Y TECNICAS DE INVESTIGACION EMPLEADAS
7.1. Localidades de origen de los aislados

Los micromicetos utilizados en esta investigacion, fueron aislados a partir de sedimentos
marinos colectados en campos hidrotermales de hasta 3680 m de profundidad en la Cuenca
de Pescadero, Golfo de California (Figura 6). Las muestras fueron recolectadas por el
vehiculo operado remotamente Doc Ricketts, durante la expedicion Vents y Seeps del Instituto
de Investigacion del Acuario de la Bahia de Monterey, en el buque oceanografico (B/O)

Western Flyer en el 2015.
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Figura 6. Ubicacion geografica (23° 55' 0" N, 108° 45' 0" O) de la cuenca Pescadero al sur

del Golfo de California, imagen tomada de Mascarenhas et al., 2004.

El micromiceto usado como cepa de referencia, proviene de sedimentos marinos a 3240m de
profundidad en Coatzacoalcos (Figura 7) (también conocido como Cuenca Salina), en el
Golfo de México. Los hongos fueron aislados por la Dra. Patricia Velez de las muestras
recolectadas por una saca testigos de caja Reineck, durante el crucero Metagendmica-Malla

Fina, a bordo del buque de investigacion B/O Justo Sierra en marzo de 2016.
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Figura 7. Ubicacion geografica de la cuenca de Coatzacoalcos al sur del Golfo de México,

imagen tomada de Velez ef al., 2020.

Los aislados forman parte de la coleccion de cultivos del laboratorio C-202 del Instituto de

Biologia perteneciente a la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

7.2. Seleccion de los aislados

Para este estudio se seleccionaron cuatro micromicetos con antecedentes de actividad
degradadora de hidrocarburos. Tres de ellos: A. sydowii, A. terreus y P. miczynskii fueron
aislados de sedimentos de ventilas hidrotermales a altas temperaturas en el sur del Golfo de
California (Velez et al., 2022), mientras que Penicillium sp. provino de sedimentos de mar

profundo en el sur del Golfo de México (Velez et al., 2020) (Tabla 2).

Los aislados del género Aspergillus fueron seleccionados por su amplia documentacion como

agentes degradadores de hidrocarburos, incluyendo hidrocarburos aromaticos policiclicos,
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petroleo ligero y compuestos farmacéuticos en ambientes salinos (Gonzélez et al., 2019;
Olufunmilayo et al., 2020; Maamar et al., 2020). Asimismo, han sido reportados como
buenos productores de biosurfactantes anidnicos a partir de sustratos hidrocarbonados, tanto

aromaticos como alifaticos (Spina et al., 2018).

P. miczynskii , por su parte, ha mostrado capacidad para degradar hidrocarburos totales de
petréleo en estudios realizados en suelos contaminados junto con A. terreus (Lemos et al.,
2002). Finalmente, Penicillium sp. fue incluido como cepa de referencia, dado que en ensayos
previos demostré una respuesta positiva en la emulsificacion del medio de cultivo, lo que

sugiere la produccion potencial de biosurfactantes (Velez et al., 2020).

Todos los aislados fueron reactivados en placas de Petri con agar GYP y, tras 15 dias de
incubacion, se confirmoé su viabilidad mediante la observacion de un crecimiento micelial

activo.

Tabla 2. Aislados fungicos seleccionados para los experimentos.

Aislado Especie Origen Morfologia
Cuenca de
Aspergillus Pescadero,
K3A
sydowii ventila de alta
temperatura
Cuenca de
Aspergillus Pescadero,
43B Pers
terreus ventila de alta
temperatura
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Cuenca de

Penicillium Pescadero,

F
miczynskii ~ ventila de alta
temperatura
Cuenca de
Penicillium
P Coatzacoalcos,
sp.

mar profundo

7.3. Hidrocarburo usado como sustrato

Para evaluar la produccion de biosurfactantes, se utilizd hexadecano (CisHss) como fuente de
carbono en los cultivos in vitro. Este hidrocarburo alifatico saturado fue seleccionado por ser
un componente representativo de las fracciones de hidrocarburos presentes en el petrdleo
crudo, ademas de su uso frecuente en estudios de biodegradacion y produccion de
compuestos tensoactivos por microorganismos (Varjani, 2017; Das y Chandran, 2011). Su
baja solubilidad en agua y estructura lineal lo convierten en un sustrato ideal para evaluar la
capacidad emulsificante y degradativa de cepas microbianas, ya que permite observar con

claridad la accidon de los biosurfactantes en el medio de cultivo.

7.4. Bioensayos de produccion de biosurfactantes in vitro

Larecoleccion de conidios desde las placas con medio GYP se llevo a cabo utilizando un asa

bacterioldgica, depositandolos en tubos que contenian 8§ mL de agua destilada estéril. La
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concentracion de conidios se cuantifico empleando un espectrofotometro NanoDrop 2000,

ajustando la suspension a una densidad Optica aproximada de 0.07.

Se prepar6 un medio minimo de nutrientes a partir de la solucion salina Vogel (MOLTOX®),
modificada sin fuente de carbono (150 g Na3CsHs07,250 g KH2PO4, 100 g NH4NO3, 10 g
MgS04, 5 g CaClz, Sml de solucion de oligoelementos) (Aspergillus y Aspergillosis, 2016),
en una concentracion final de 1X. Posteriormente, el medio fue dividido en dos porciones
iguales: una fue ajustada a pH 4 mediante la adicion de HCI, y la otra a pH 8 utilizando
NaOH.

Los bioensayos de produccion de biosurfactantes (Figura 8) se inocularon bajo condiciones
estériles en tubos falcon de 50 ml, cada tubo contenia 25 ml de solucién salina Vogel 1X sin
fuente de carbono. Los tubos fueron suplementados con 6% v/v de n-hexadecano de la marca

VWR como unica fuente de carbono y 1ml de suspension de conidios.
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Figura 8. Bioensayos para la produccion de biosurfactantes.

Los conidios de cada aislado fungico se inocularon en medio Vogel con n-hexadecano y se

sometieron a cuatro tratamientos experimentales:

1. pH 8, incubado en agitacién a 22 °C
2. pH 4, incubado en agitacion a 22 °C
3. pH 8 incubado en agitacion a 30 °C
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4, pH 4 incubado en agitacion a 30 °C

Se incluyeron dos controles en el experimento: 1) Control negativo, cultivo abiotico,
compuesto por solucion salina Vogel y n-hexadecano, y 2) Control positivo, cultivo de

Penicillium sp, solucion salina Vogel y n-hexadecano.

Tanto los controles como los aislados fueron sometidos a los mismos tratamientos
experimentales (Tabla 3). Cada uno de los cuatro tratamientos se replicd por triplicado para

cada aislado y control. Todos los tratamientos y controles se mantuvieron en incubacion

durante un periodo de 15 dias con agitacion constante y bajo condiciones de oscuridad.

Tabla 3. Disefio experimental de los bioensayos de produccion de biosurfactantes.

TRATAMIEN- TRATAMIEN- TRATAMIEN- TRATAMIEN-

AISLADO TO 1 TO 2 TO 3 TO 4
CA
B Temperatura: Temperatura: Temperatura: Temperatura:
K 22°C 22°C 30°C 30°C
F pH 4 pH 8 pH 4 pH 8
P

Nota: En la primera columna se muestran las claves que identifican a los aislados y controles

usados (CA: Control Abidtico, K: 4. sydowii, F: P. miczynskii , B: A. terreus, P: Penicillium

sp.); las columnas posteriores detallan las condiciones usadas en cada tratamiento.

7.5. Ensayos para la deteccion de biosurfactantes fungicos

Una vez terminado el periodo de incubacion de los aislados fueron trasladados al Centro de
Investigacion de Recursos Bioticos (CIRB) perteneciente a la Universidad Autéonoma del

Estado de México (UAEMex). Los cultivos fueron filtrados con ayuda de papel filtro grado

5 de la marca Whatman en tubos de ensayo y conservados en refrigeracion.




7.5.1. Agar Azul de Metileno

Se utiliz6 agar azul de metileno como medio selectivo para evaluar la produccion de
biosurfactantes por los aislados, dado que permite la deteccion de halos claros alrededor de
las colonias, indicando la emulsificacion de compuestos hidrofobicos (Zhang et al., 2020).
Cada aislado de la Tabla 2 fue inoculado por duplicado en platos de Petri con medio agar
azul de metileno con diferentes fuentes de carbono como se describe en la Tabla 4. Posterior

a esto, los platos se incubaron durante 7 dias a 23 °C.

Como control positivo del ensayo se utilizd SDS al 2% p/v debido a su conocida capacidad
como surfactante anionico, lo que asegura la formacién de halos claros alrededor de las

colonias al interactuar con compuestos hidrofobicos (Varjani et al., 2017). Por otro lado, para

el control negativo fue utilizada agua destilada.

Tabla 4. Composicion de los agares azul de metileno utilizados para inocular los aislados

fungicos.
MEDIO 1 MEDIO 2 MEDIO 3
KH2PO4 (0.7) KH2PO4 (0.7) KH2PO4 (0.7)
NaNOs (2) NaNOs (2) NaNOs (2)
NaHPO4 (0.9) NaHPO4 (0.9) NaHPO4 (0.9)
, CaCl2 (0.2) CaCl2 (0.2) CaCl2 (0.2)
COMPOSICION MgSO4 (0.4 MgSO04 (0.4 MgS04 (0.4
4 (0. 4 (0. 4 (0.
MINERAL (/L) g504(0.4) g504(0.4) g504(0.4)
Agar Agar Agar
bacteriologico (15) bacteriologico (15) bacteriologico (15)
Azul de metileno Azul de metileno Azul de metileno
(0.03) (0.03) (0.03)
FUENTE DE Aceite de Soya
Glicerol (2) Hexadecano (6)
CARBONO (%) comercial (2)




7.5.2. indice de Emulsion

La prueba de Indice de Emulsion se empled para evaluar la capacidad de los biosurfactantes
producidos por los aislados en los bioensayos (Tabla 3), para estabilizar emulsiones de
hidrocarburos en agua. Como modelos de estudio se seleccionaron dos diferentes compuestos

hidrofobicos: aceite de soya comercial y hexadecano.

Se afiadid en tubos de ensayo de 16x150 mm con tapa de rosca, una mezcla (1:1 v/v) de
sustrato hidrofobico, y sobrenadante libre de células (SLC). Posteriormente la mezcla se agitd

en un vortex durante 1 min y se mantuvo en ausencia de perturbaciones por 24 horas. Para

cada aislado el ensayo se realiz6 por triplicado.

En esta prueba, se incluyeron controles negativos y controles positivos, el control negativo
consistia en una mezcla de agua destilada e hidrocarburo, lo que permitia asegurar que no se
generara emulsificacion en ausencia de un agente emulsificante activo. El control positivo
contenia SDS al 2% v/v e hidrocarburo, ya que el SDS es un surfactante conocido por su
capacidad para formar emulsiones estables, proporcionando un estandar de comparacioén para
evaluar la capacidad emulsificante de los aislados (Pashley y Karaman, 2015). Transcurridas
las 24 horas, se midieron las fases y se obtuvo el porcentaje de emulsion utilizando la

siguiente formula:

altura de la emulsion

IE,, % 100

= X
altura total de la mezcla

7.5.3. Dispersion de Aceite

La prueba de dispersion de aceite se empled para evaluar la capacidad de los biosurfactantes
producidos por los aislados para reducir la tension superficial y desplazar el aceite en la
superficie del agua, lo que indica su efectividad en la degradacion de compuestos
hidrofébicos. En este ensayo se emplearon platos de Petri que contenian 10 ml de agua
destilada y 100 pL de aceite de soya para generar una capa hidrofoba. Posteriormente, se
agregaron 10 pL de SLC sobre la capa de aceite para evaluar la actividad surfactante. Este

ensayo se realizd por duplicado y se utilizo6 SDS al 2% v/v como control positivo, ya que es




reconocido por su capacidad para romper las barreras de tension superficial y dispersar el
aceite (Mulligan, 2005). El control negativo consistido en agua destilada, con el objetivo de

descartar efectos no relacionados con la accion del biosurfactante.

7.6. Microscopia Optica

Para examinar de forma mads detallada las interacciones entre los hongos, el hexadecano y
los posibles biosurfactantes producidos por los aislados, se tom6 una muestra directamente
desde la interfaz formada entre el micelio fingico, el biosurfactante y el medio de cultivo,
utilizando un asa bacteriologica estéril. Esta muestra fue colocada en un portaobjetos y
cubierta con un cubreobjetos para su observacion en fresco. Se utilizO microscopia de
contraste diferencial de interferencia (DIC) a un aumento de 40X, lo que permitié visualizar
en tiempo real las caracteristicas morfologicas del sistema y posibles modificaciones
estructurales asociadas a la interaccidon con compuestos hidrofobicos. Las imagenes fueron
capturadas con un microscopio Axio Imager.Z2 (Zeiss) y procesadas mediante el software
ZEN (Blue Edition), lo que facilitdé un analisis preciso de los detalles microscopicos

observados.

7.7. Analisis Estadistico

Para evaluar la distribucion de los datos obtenidos en el ensayo de Indice de Emulsion (IE24),
se realiz6 la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y posteriormente se aplicé el coeficiente
de correlacidon de Spearman para evaluar la relacion entre las variables de estudio en el

programa R en su version 4.4.1.




8. RESULTADOS
8.1. Ensayos para la deteccion de biosurfactantes flingicos
8.1.1. Agar azul de Metileno

Se observd un cambio notable en la coloracion del medio de azul de metileno, lo que sugiere
una interaccion efectiva entre los biosurfactantes producidos y el tinte, confirmando su
naturaleza anionica. En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en esta prueba, los
cuales fueron evaluados de manera cualitativa, diferenciando claramente los controles

positivos y negativos.

Tabla 5. Resultados de la prueba en agar azul de metileno para evidenciar la presencia de

biosurfactantes en los aislados fingicos.

FUENTE DE CARBONO

AISLADO
HEXADECANO SOYA GLICEROL
H:0 - - -
SDS + + +
A. sydowii
++ ++ +++
(K)
A. terreus
+++ +++ +++
(B)
P. miczynskii
+++ ++ ++
)
Penicillium sp.
o+ 4+ e+
P)

Nota. (+) El aislado presentd crecimiento y formoé halos blancos, (++) el aislado presentd
crecimiento y halos prominentes, (+++) el aislado presentd crecimiento con una cobertura

total de halos en la caja Petri, (-) el aislado no cre6 halo.




En el medio que contenia hexadecano, todos los aislados manifestaron una actividad
significativa (+++), lo que indica una alta afinidad por este compuesto hidrofébico. En
comparacion, los medios que contenian aceite de soya y glicerol presentaron una respuesta
mas moderada, con un doble positivo (++), lo que sugiere una menor afinidad de los

biosurfactantes hacia estos compuestos en las condiciones experimentales utilizadas.

8.1.2. indice de Emulsién

La Figura 9 muestra los resultados del ensayo de Indice de Emulsion (IE24 %) de los
diferentes aislados (A. sydowii, A. terreus, P. miczynskii y Penicillium sp.) a 30°C,
comparados con el control positivo (SDS), utilizando aceite de soya y hexadecano como

fuentes hidrofobicas y evaluando dos condiciones de pH (4 y 8).

El control positivo (SDS) presentd valores constantes de emulsificacion, del 62% con aceite

de soya, y una ligera mejora con hexadecano a pH 8 (64%). En contraste, los controles

abidticos no mostraron actividad emulsionante, con valores de 0% en todos los tratamientos.

Los biosurfactantes totales del SLC de Penicillium sp. (cepa de referencia) mostraron el
mayor Indice de Emulsion con aceite de soya a pH 4 (55.27%) y hexadecano (55.20%) bajo
la misma condicion. Estos resultados posicionan a Penicillium sp. como un productor
eficiente de emulsificantes en condiciones acidas, con una ligera disminucion del IEzs a pH
8 en ambos sustratos, lo cual sugiere una mayor estabilidad de sus compuestos emulsificantes
en ambientes acidos. Entre los aislados, el SLC de A. terreus mostrd una respuesta del 57.60%
con hexadecano a pH 8. Por su parte, los SLC de P. miczynskii y A. sydowii evidenciaron

niveles de emulsificacion del 52.62% y 50.72%, respectivamente, con aceite de soya a pH 4.
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Figura 9. indice de emulsion (IE24 %) a temperatura de 30 °C. CA: Control Abiético, SDS:
Duodecilsulfato sodico, B: A. terreus, K: A. sydowii, ¥: P. miczynskii, P: Penicillium sp.

La Figura 10 muestra el Indice de Emulsion (IE24 %) determinado a 22 °C para el SLC de
los cuatro aislados (4. terreus, A. sydowii, P. miczynskii y Penicillium sp.), comparados frente
al SDS. La evaluacion se realizd bajo dos condiciones de pH (4 y 8) y utilizando dos fases

oleosas distintas: aceite de soya al 2% v/v, y hexadecano al 2% v/v.

A un pH 4, el SLC de Penicillium sp. presentd un IE24 de 58% con aceite de soya 'y 53% con
hexadecano. Estos valores fueron superados por SDS (61.97% y 66.29%, respectivamente)
y por el SLC de P. miczynskii con hexadecano (53.62%). Los valores del SLC de A. sydowii
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fueron similares o inferiores respecto a la cepa de referencia, especialmente con hexadecano,
donde 4. sydowii tuvo un I1E24 de 52.31% P. miczynskii y A. terreus mostraron un

comportamiento comparable al de Penicillium sp., especialmente en hexadecano.

Enun pH 8, el SLC de Penicillium sp. mostr6é una disminucién en aceite de soya (48.61%) y
en hexadecano (50.72%). En este contexto, P. miczynskii presentod un IE24 superior (60.47%),
lo que indica una respuesta mas eficiente a este pH y sustrato. En contraste, 4. sydowii

mantuvo un desempefio estable, pero por debajo de la cepa de referencia.
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Figura 10. Indice de Emulsion (IE24 %) a temperatura de 22 °C. CA: Control Abidtico, SDS:

Duodecilsulfato sodico, B: A. terreus, K: A. sydowii, F: P. miczynskii , P: Penicillium sp.
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8.1.3. Dispersion de aceite

La Figura 11 muestra el didmetro de dispersion (en cm) obtenido mediante el ensayo de
dispersion de gotas de aceite realizado a 30 °C. ElI SDS presentd el mayor didmetro de
dispersion, confirmando su eficiencia como surfactante de referencia. Al comparar los
aislados, se observa que el didmetro de dispersion tiende a incrementarse a pH 8 para todos
los aislados, lo que sugiere que los compuestos tensoactivos producidos por estos
microorganismos presentan mayor estabilidad y actividad en condiciones ligeramente
alcalinas.Los aislados P. miczynskii (F) y A. sydowii (K) destacaron por sus diametros de
dispersion relativamente altos a pH 8, aunque sin alcanzar el nivel de eficiencia del SDS. Por
otro lado, 4. terreus (B) muestra una marcada diferencia entre ambos pH, con una muy baja
actividad a pH 4 y una mejora considerable a pH 8, lo que podria indicar una produccion de
biosurfactantes dependiente de la alcalinidad o una mayor estabilidad estructural de las

moléculas tensoactivas en ese rango de pH.
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Figura 11. Dispersion de aceite a temperatura de 30 °C. CA: Control Abidtico, SDS:

Duodecilsulfato sodico, B: A. terreus, K: A. sydowii, F: P. miczynskii , P: Penicillium sp.

En la Figura 12 se presenta el comportamiento tensoactivo de los aislados (4. terreus, A.
sydowii, P. miczynskii y Penicillium sp.), evaluado a través del didmetro de dispersion

obtenido en la prueba de dispersion de gotas de aceite a 22 °C. Los resultados muestran que
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el SDS genera los mayores didmetros de dispersion tanto a pH 4 como a pH 8, lo cual era
previsible dada su naturaleza como surfactante quimico altamente eficiente. Sin embargo, al
comparar el desempefio de los aislados, se observa que la mayoria presenta una mayor
actividad emulsificante a pH 8, lo que sugiere que los biosurfactantes producidos por estos

microorganismos son mas activos o estables en condiciones alcalinas.

A. terreus (B) destaca por su incremento notable en el didmetro de dispersion al pasar de pH
4 a pH 8, lo cual podria deberse a que el pH alcalino mejora la estabilidad de las moléculas
producidas. Por otro lado, A. sydowii (K) muestra resultados mas variables, reflejados en sus
amplios intervalos de error, lo que podria indicar una emulsificacion mas sensible a

condiciones ambientales.

P. miczynskii (F) y Penicillium sp. (P) presentaron un comportamiento que confirma su
preferencia por pH 8, alcanzando diametros de dispersion mayores en comparacion con pH
4, lo que indica una mayor eficiencia interfacial en condiciones ligeramente alcalinas. A pesar

de que ninguno de los aislados alcanzé los valores obtenidos con el SDS, varios muestran

actividad significativa, lo que destaca su potencial como productores de biosurfactantes.
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Figura 12. Dispersion de aceite a temperatura de 22 °C. CA: Control Abiodtico, SDS:
Duodecilsulfato sddico, B: A. terreus, K: A. sydowii, F: P. miczynskii , P: Penicillium sp.




8.2. Microscopia Optica

Figura 13. Aspergillus sydowii. Estructura observada con microscopia de Contraste de
Interferencia Diferencial (DIC) en un pH 8 a temperatura de 22 °C, en donde se observan: A:

hifas, B: micelas, C: conidios.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia de contraste interferencial diferencial (DIC)
de A. sydowii (K) revelaron detalles morfoldgicos distintivos del hongo. Se observaron hifas
septadas con bordes bien definidos, asi como micelas, que indican la posible acumulacion de
compuestos hidrofobicos, presumiblemente biosurfactantes. Ademds, se observaron

conidios, esporas producidas de forma asexual.

8.3. Analisis Estadistico

Para evaluar la normalidad de los datos correspondientes al Indice de Emulsion en cada aceite
utilizado (aceite de soya y hexadecano), se aplico la prueba de Shapiro-Wilk. Aunque los
resultados en el aceite de soya, indicaron que los datos seguian una distribucion normal, se

aplico la prueba de Spearman debido a que eran pocos datos. La tabla 6 presenta los
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resultados de la prueba de correlacion de Spearman aplicada al indice de Emulsion (IE 24%)
en diferentes condiciones de temperatura (30°C y 22°C) y pH (4 y 8). Los valores de p indican

la significancia estadistica de la correlacion, mientras que p representa la intensidad y

direccion de la correlacion, ya sea positiva o negativa.

Tabla 6. Resultados de la prueba Spearman obtenidos en la evaluacion del indice de

Emulsion.
T.30 T.22 pH 4 pH 8
AISLADO

P p P p P p P P
SDS  0.333 0866 I 0.5 1 0.5 0.333 0.866

B 1 05 0333 -1 0333 1 1 0.5
SOYA K 1 0 1 0 0333 -0.866 0.333 0.866

1 05 0333 1 1 0.5 1 0.5

0.333 -0.866 0.666 -05 1 0 0 -1

SDS 0333 -0.86 1 -05 1 0 0333 1

B 1 0 1 0.5 0333 -0.86 0333 1
HEXADECANO K 0.666 0.5 1 0 0 -1 0333 -0.866
F 0.666 -0.5 1 0 0.666 -0.5 0333 -0.866

P 0333 -0866 1 -05 0.333 0.866 0333 1

Nota. SDS: duodecilsulfato sédico, B: A. terreus, K: A. sydowii, F: P. miczynskii , P:

Penicillium sp, p: significancia estadistica, p:coeficiente de correlacion, T: temperatura.

Para el aceite de soya, el SDS mostr6 una alta compensacion en si mismo en todas las
condiciones (p = 0.866 o p = 0.5), como era de esperarse. En comparacion, el aislado 4.
terreus (B) presentd correlaciones moderadas en varias condiciones, especialmente a pH 4 (p
= 1), lo que sugiere un comportamiento similar al SDS en esta condicion especifica. El
aislado A. sydowii (K) mostré valores de valoracion nula o negativos en la mayoria de las
condiciones, con la excepcion del pH 8 (p = 0.866), lo que indicaria una afinidad mas
marcada hacia el SDS unicamente bajo esa condicion. El aislado P. miczynskii (F) tuvo una

valoraciébn negativa general (p = —0.5), evidenciando un patrén diferente al SDS. En
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contraste, Penicillium sp. (P) presentd una compresion negativa alta (p =—0.866y p=-1)a

30 °C y pH 8, indicando un comportamiento opuesto al SDS en estas condiciones.

Con respecto al hexadecano, el SDS solo tuvo una alta graduacion a pH 8 (p = 1). El aislado
Penicillium sp. (P) fue el tnico que mostr6 una graduacion perfecta (p= 1) a pH 8, lo cual
sugiere una emulsificacion muy similar a la del SDS en estas condiciones. En contraste, los
aislados 4. sydowii (K) y P. miczynskii (F) presentaron correlaciones negativas fuertes (p =—
0.866) a pH 8, lo que evidencia una emulsificacion muy distinta a la del SDS bajo esas
condiciones. El aislado A. ferreus (B), por su parte, tuvo una clasificacion perfecta (p = 1)
unicamente a pH 8, indicando una afinidad con el comportamiento del SDS en ambientes

ligeramente alcalinos.




9. DISCUSION

En los ensayos con agar azul de metileno el cambio de color, de azul a verde en el medio
sugiere la interaccion de los biosurfactantes con azul de metileno y cloruro de calcio. Esto
confirma la presencia de biosurfactantes de naturaleza anidnica, capaces de interactuar con

iones catidonicos como el calcio.

Todos los aislados estudiados demostraron la capacidad de producir biosurfactantes en
presencia de hexadecano, aceite de soya y glicerol, siendo el hexadecano el sustrato que
promovi6 la mayor actividad biosurfactante, en la mayoria de los casos. En particular, A.
terreus mostrod la mayor actividad biosurfactante entre todos los aislados, con cobertura total
de halo (+++) en las tres fuentes de carbono. Este comportamiento es consistente con estudios
previos. Por ejemplo, A. terreus ha mostrado una alta eficiencia de emulsificacion (IE) del
83% utilizando Dectol como sustrato (Pitocchi et al., 2020). Ademads, investigaciones han
demostrado que A. terreus puede degradar eficazmente el azul de metileno, lo que respalda

su capacidad para interactuar con compuestos anionicos (Parshetti et al., 2006).

En comparacion, el hongo control Penicillium sp. también presentd una alta actividad
biosurfactante, especialmente en hexadecano y glicerol, pero su desempefio fue levemente
inferior al de A. ferreus en medio de soya. Esto sugiere que, aunque Penicillium sp. es un
productor eficiente, ciertos aislados como A. terreus pueden superar su rendimiento bajo
condiciones especificas, lo que destaca su potencial en aplicaciones biotecnoldgicas como la

biorremediacion.

Esta tendencia también se reflejo en los resultados del Indice de Emulsién, el cual vario
significativamente segln el pH y la temperatura. Por ejemplo, A. terreus presentd un 52.47%
de emulsion en aceite de soya a 30 °C y pH 8, frente al 48.59% a pH 4, mientras que P,
miczynskii, en hexadecano a 22°C y pH 4 mostré un Indice de Emulsion de 53.62'y a pH 8
del 60.47%, superando al aislado de referencia (Penicillium sp.) que tuvo una emulsion del
53% apH 4 y del 50.72% a pH 8. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Pitocchi et
al. (2020), quienes identifican en A. ferreus la produccién de ceratoplataninas con alta
eficiencia emulsionante, y con lo observado por Maamar et al. (2020) en 4. sydowii, que

mostrd alta actividad biosurfactante a una temperatura de 28 °C.
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Ademas, los aislados presentaron un indice de Emulsién superior en hexadecano respecto al
aceite de soya en todas las condiciones evaluadas, lo que sugiere una mayor afinidad de los
biosurfactantes por compuestos hidrocarbonados apolares y una mejor capacidad de
emulsificacion bajo diferentes condiciones ambientales. Este comportamiento podria
atribuirse a que la estructura del biosurfactante producido estd mejor adaptada para
interactuar con moléculas apolares como el hexadecano, cuya emulsion estable resulta
particularmente 1Util en aplicaciones industriales, incluyendo la biorremediacion y la

extraccion mejorada de petrdleo.

Hasta donde se ha documentado, no existen informes previos que evalien el indice de
emulsificacion en A. sydowii, A. terreus o P. miczynskii utilizando hexadecano y aceite de
soya como fases oleosas, por lo que estos resultados podrian representar una primera
aproximacion al estudio de su actividad biosurfactante en estas condiciones. En el caso de
Penicillium sp., si bien se ha reportado previamente su capacidad para emulsionar
hexadecano (Zhao et al., 2024), la informacion disponible sobre su comportamiento con
aceite de soya es escasa. Estos hallazgos amplian el conocimiento sobre la versatilidad de
estos hongos marinos en la produccién de biosurfactantes y su potencial uso en procesos que

requieren emulsificacion de compuestos apolares.

En cuanto ala capacidad de dispersion, se observo que P. miczynskii mostrd la mayor eficacia
apH 8y 30 °C. Este resultado es coherente con lo reportado por Luepongpattana etal. (2017),
quienes documentaron una elevada actividad tensoactiva en Aureobasidium pullulans bajo
condiciones alcalinas. La capacidad de los biosurfactantes para reducir la tension superficial
y dispersar aceites es clave para su aplicacion en ambientes contaminados con hidrocarburos.
En este sentido, P. miczynskii se perfila como un candidato prometedor para el tratamiento
de suelos o cuerpos de agua contaminados con compuestos hidrofobicos, especialmente en

condiciones ligeramente alcalinas, donde su desempefio es mas eficaz.

Por otro lado, el andlisis estadistico basado en la prueba de correlacion de Spearman reveld
que tanto la temperatura como el pH influyen significativamente en la produccion de
biosurfactantes, aunque el grado de correlacion depende del tipo de aceite y del aislado en

cuestion. Las correlaciones mads fuertes se observaron con hexadecano, lo cual podria reflejar




una mayor afinidad de los biosurfactantes por hidrocarburos altamente hidrofobicos,
resultando en una emulsificacion mas eficiente bajo condiciones controladas. En contraste,
las correlaciones fueron mas débiles en medios con aceite de soya, lo que podria deberse a
una menor eficiencia de los biosurfactantes bajo estas condiciones. Esto indica que la eficacia
de los biosurfactantes no solo estd determinada por las variables fisico-quimicas, sino
también por la compatibilidad estructural entre el biosurfactante y el compuesto hidrofobico,
subrayando la importancia de elegir tanto el microorganismo como las condiciones Optimas

segun la aplicacion deseada.

Finalmente, los valores de p asociados a los coeficientes de Spearman, presentados en la
Tabla 10, mostraron que las correlaciones fueron estadisticamente significativas (p < 0.05)
en los casos extremos, lo que confirma que los efectos observados no fueron aleatorios y que
las variables experimentales influyeron efectivamente en el Indice de Emulsion. En aquellos
casos con correlaciones débiles, los valores de p no mostraron significancia estadistica (p >
0.05), lo que refuerza la idea de que el impacto de la temperatura y el pH puede variar

dependiendo del tipo de aceite y del hongo evaluado.




10. CONCLUSIONES

Los aislados A. terreus, A. sydowii y P. miczynskii produjeron biosurfactantes con actividad
emulsificante, siendo optima su eficiencia a pH 8 y 30 °C. Asimismo, se demostr6 que la
eficiencia de estos biosurfactantes varia dependiendo del sustrato utilizado y las condiciones

experimentales de temperatura y pH.

Los biosurfactantes producidos mostraron una alta capacidad emulsificante, destacandose

por su afinidad hacia compuestos hidrofébicos como el hexadecano, con el cual formaron

emulsiones estables

Las condiciones experimentales de pH y temperatura afectan directamente la produccion y
actividad de los biosurfactantes, sugiriendo que su aplicacion debe adaptarse a entornos
especificos para maximizar su rendimiento, especialmente en procesos industriales o de

biorremediacion.
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12. ANEXOS
RESULTADOS MEDIO AZUL DE METILENO

+ Crecimiento y Halo
++ Crecimiento y abundancia de halos

+++ Crecimiento, totalidad de halo en el plato Petri

- No crea Halo
Aislado Rep HEXADECANO SOYA GLICEROL
1 - -
H20
2 - -
1 + +
SDS
2 + +
+
Penicillium ++
1 + +
sp. .
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