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Resumen

El uso de biosurfactantes en biorremediacion facilita y acelera la degradacion microbiana de hidrocarburos. EI método del agar
CTAB/MB creado por Siegmund y Wagner para el screening de cepas productoras de ramnolipidos (RL), ha sido ampliamente
utilizado sin sufrir mejoras significativas en mas de 20 afios. Con el fin de optimizar la técnica como método cuantitativo,
se hicieron placas con agar CTAB/MB y se probaron diferentes variables, tales como tiempo de incubacion, refrigeracion,
concentracion de CTAB, presencia de azul de metileno, diametro de los pozos y volumen del inéculo. Adicionalmente, se
desarrollé un nuevo método para detectar el RL de los halos mediante precipitacion con HCI, lo cual permite la observaciéon
de un nuevo patron de halos mas faciles de observar y medir. Esta investigacion reafirma que este método no es del todo
apropiado para un analisis cuantitativo fino, debido a la dificultad de correlacionar de forma precisa la concentracion de RL
y el area de los halos formados. La difusion del RL no parece tener un comportamiento simple y existen numerosos factores
que afectan la velocidad de migracion del RL.

Palabras clave: Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB); azul de metileno; ramnolipidos, biosurfactantes; Pseudomonas.
Abstract

Use of biosurfactants in bioremediation, facilitates and accelerates microbial degradation of hydrocarbons. CTAB/MB agar
method created by Siegmund & Wagner for screening of rhamnolipids (RL) producing strains, has been widely used but has not
improved significantly for more than 20 years. To optimize the technique as a quantitative method, CTAB/MB agar plates were
made and different variables were tested, like incubation time, cooling, CTAB concentration, methylene blue presence, wells
diameter and inocula volume. Furthermore, a new method for RL detection within halos was developed: precipitation of RL with
HCI, allows the formation a new halos pattern, easier to observe and to measure. This research reaffirm that this method is not
totally suitable for a fine quantitative analysis, because of the difficulty to accurately correlate RL concentration and the area
of the halos. RL diffusion does not seem to have a simple behavior and there are a lot of factors that affect RL migration rate.

Keyword: Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB); methylene blue; Pseudomonas; rhamnolipids; biosurfactants.
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Introduccion

La contaminacién con hidrocarburos representa un serio
riesgo para el medioambiente y una amenaza a la salud publica.
Ante este problema la biorremediacién surge como alternativa
de soluci6n. La degradacién biolégica es usualmente mds lenta
que el tratamiento quimico y fisico, y una forma de acelerar este
proceso es el uso de biosurfactantes biodegradables, los cuales
intensifican la emulsificacién de hidrocarburos e incrementan
su biodisponibilidad para la degradacién microbiana.

Siegmund y Wagner (1991) desarrollaron una técnica de
screening para cepas productoras de ramnolipidos (RL). Ellos
utilizaron agar mineral con cetiltrimetilamonio bromuro
(CTAB) y azul de metileno (MB) para detectar la produccién
de RL gracias a la formacién de unos halos de color azul debi-
do a la interaccién entre el ramnolipido, el CTAB y el azul de
metileno; aunque el mecanismo exacto por el cual se forman
es aun desconocido. La técnica resulté ser bastante eficiente y
ventajosa respecto a técnicas anteriores debido a su bajo costo,
simplicidad, versatilidad y especificidad. Desde entonces la
técnica ha sido ampliamente utilizada por diversos autores para
seleccionar cepas productoras de ramnolipidos (Siegmund &
Wagner 1991, Wild, et al. 1997, Yuste, et al. 2000, Christova
et al. 2004, Gunther IV et al. 2005, Perfumo et al. 2006, Zhu
et al. 2007, Pinzon 2009, Jadhav et al. 2011, Liu et al. 2011).

La técnica de Siegmund y Wagner surgié como alternativa
al uso de agar sangre para la deteccién de biosurfactantes, pues
presenta varias ventajas como por ejemplo la no represion ca-
tabdlica de la produccién de biosurfactantes, la no ocurrencia
de falsos positivos debido a presencia de hemolisinas, la mayor
estabilidad del agar, etc. Adicionalmente, es posible aplicar
diferentes condiciones de cultivo directamente sobre el agar
(diferentes sustratos o temperaturas) y es posible evaluar colo-
nias individuales. Sin embargo, aunque Pseudomonas aeruginosa
(Schoeter,1872) puede crecer sin dificultad, el CTAB inhibe el
crecimiento de numerosas bacterias incluso del mismo género
Pseudomonas, lo cual se convierte en una desventaja de la técnica,
motivo por lo cual Siegmund y Wagner (1991) sugirieron el
remplazo del CTAB por otro surfactante catiénico.

Por otro lado, Pinzon y Ju (2009a) llegaron a sugerir una
relacién lineal entre la concentracién de ramnolipidos y la
formacién de halos de acomplejamiento (halos formados por
el complejo RL-CTAB-MB); no obstante, determinaron que el
ratio de acomplejamiento molar entre el ramnolipido y el CTAB
no es constante y que podria responder a una interaccién de
naturaleza compleja. Esto sumado al hecho de que el complejo
formado estd en un estado transicional dependiente del tiempo,
hacen que la técnica no sea apropiada para un andlisis cuantita-
tivo preciso, por lo que sélo lo recomiendan para seleccién de
cepas y otros propdsitos cualitativos (Pinzon & Ju, 2009a). A
pesar de todos estos inconvenientes, defectos y limitaciones, la
técnica de Siegmund y Wagner ha permanecido précticamente
invariable por mds de 20 afios sin mejoras significativas, con
excepcidén de las breves sugerencias dadas por Gunther IV et
al. (2005) y Pinzon y Ju (2009a).

Es por tal motivo que en el presente trabajo se explora la
técnica desarrollada por Siegmund y Wagner con la finalidad de
mejorar y optimizar algunos aspectos de ella. Asi tambien se in-
vestiga las condiciones en las que pueda ser posible correlacionar

matemdticamente el drea de los halos formados con la concen-
tracién de ramnolipidos, y de esta manera ajustar la técnica para
ser utilizada efectivamente como un método cuantitativo en la
seleccién de cepas superproductoras de ramnolipidos.

Material y métodos

Se emplearon las cepas Pseudomonas aeruginosa PB25 y Pseu-

domonas aeruginosa ATCC 9027.

Extraccién y obtencién del biosurfactante ramnolipidico
patrén.- Debido a la dificultad de obtener en Perti ramnoli-
pido purificado, se procedi6 a producirlo y purificarlo en el
laboratorio a partir de la cepa Pseudomonas aeruginosa PB25.
Se empled un cultivo en lote de 4 dias de incubacién a 35 °C,
agitado a 120 RPM y en el medio minimo mineral de Zhang et
al. (2005) suplementado con glicerol y modificado por Giraldo
(2012) y Abalos et al. (2002): CaCl, 0.02 g/L, KCI 1 g/L, NaCl
1 g/L, K,HPO, 4 g/L, KH,PO, 4 g/L, Glicerol 3%v/v, NaNO,
2.5 g/L, MgSO,-7H,O 0.2 g/L, solucién de elementos traza
2ml/L (H,BO, 0.26 g/L, Na,MoO, 0.6 g/L, CuSO,-5H,0
0.5 g/L, MnSO, 0.5 g/L, ZnSO,-7H,0 0.7 g/L).

Se procedid a una purificacién mediante precipitacién 4cida
y extraccién por solventes apolares (cloroformo y éter etilico),

adaptado de Giraldo (2012).

Evaluacién sobre placas de agar CTAB/MB.- Para evaluar
las diferentes variables se hicieron placas con agar CTAB/MB
segin Siegmund & Wagner (1991), siguiendo las recomenda-
ciones de Gunther IV et al. (2005) y de Pinzon y Ju (2009a).
Para todas las pruebas, los pardmetros utilizados fueron los que
figuran en esta seccién salvo que se indique lo contrario en la
prueba correspondiente.

Se prepard agar mineral Siegmund y Wagner (Agar SW-:
Glicerol 20 g/L, KH,PO, 0.7 g/L, Na,HPO,-2H,0 0.9 g/L,
NaNO, 2 g/L, mgSO,-H,0 0.4 g/L, CaCl,-2H,0 0.1 g/L,
solucién de elementos traza 2 mL/L y agar-agar 17 g/L) suple-
mentado con 0.005 g/L de azul de metileno (MB) y 0.2 g/L de
cetiltrimetilamonio bromuro (CTAB). El agar CTAB/MB fue
esterilizado en autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Para asegurar la uniformidad de las placas, se seleccionaron
placas Petri con las mismas medidas (didmetro interno: ~90 mm)
y se dispensaron 15 ml de agar CTAB/MB en cada una, para
lograr un espesor del agar de 2 mm.

En el agar se hicieron perforaciones con un sacabocados estéril
de 5.5 mm de didmetro y se adicionaron 20 pL de una solucién
de ramnolipidos (RL) en las siguientes concentraciones: 3.125;
6.25; 12.5; 25; 505 75; 100; 1505 200 y 400 g/L. Las placas
fueron incubadas a 35°C por 24 horas y luego refrigeradas a 4
°C por 24 horas adicionales (Gunther IV, et al., 2005).

Posteriormente, los halos de las placas fueron revelados
mediante una nueva técnica y el drea de los halos formados fue
medido mediante el software de procesamiento de imdgenes
Image] 1.49¢ (Rasband, 2013). Cada experimento se realizé
por triplicado y se obtuvo la media del 4rea de los halos de cada
concentracién de RL.

Nuevo método de revelado de las placas.- Se desarroll$ un
nuevo método para detectar el RL de los halos disminuyendo
el pH del agar mediante la adicién de HCI 1N lo que precipita
los ramnolipidos (RL) previamente acomplejados.
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Figura 1. Halos de acomplejamiento (A) halos de precipitacion sin HCl y (B) halos de precipitacion con HCI.
Los ramnolipidos precipitados por el HCI, forman halos concéntricos blancos alrededor de los pocillos y
también en el lugar donde previamente se habian formado los halos de acomplejamiento

Evaluacién del efecto del azul de metileno en el agar.- Para
evaluar si el azul de metileno es indispensable en la técnica se
prepararon placas con agar SW suplementado con CTAB; con
o sin azul de metileno; y se probaron diferentes concentraciones

de RL.

Influencia del didmetro de los pocillos, volumen de
inéculo y concentracién de RL.- Para evaluar si el drea de los
pocillos, el volumen de inéculo y la concentracién de RL tienen
influencia en la difusién del ramnolipido y la formacién de los
halos, se perforaron pocillos de ~3.5 mmy ~5.5 mm de didmetro
y se adicioné dentro de los pocillos volimenes de 10 pL, 20 pL,
30 uL, 40 pL y 50 pL de soluciones de RL en concentraciones
de 50y 100 g/L.

Evaluacién del tiempo de incubacién y del efecto del
frio.- Para establecer si existe una dependencia del tiempo de
incubacién en la difusién del ramnolipido y la formacién de los
halos, y si existe algin limite para dicha difusidn, se incubaron
diferentes concentraciones de RL (3.125, 6.25, 12.5, 25, 50,
100 y 200 g/L) por 12, 24, 48, 72 y 96 horas a 35 °C seguido
de 24 horas en refrigeracién. Asi mismo para verificar el efecto
de la temperatura se probaron placas a 24 horas de incubacién
pero sin refrigeracion.

Evaluacién del efecto de la concentracién de CTAB en el
agar.- Para evaluar el efecto del CTAB en la formacién de los
halos, se prepararon placas con las siguientes concentraciones
de CTAB: 0.05, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 g/L. En cada concentracién
de CTAB se probé diferentes concentraciones de RL (3.125,
6.25,12.5, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 400 g/L).

Anilisis estadistico de los datos.- Con los datos se hicieron
las graficas respectivas y las correlaciones estadisticas necesarias
utilizando las medias y las desviaciones estindar de las medicio-
nes de las dreas de los halos. Para establecer la homogeneidad
de la varianzas se aplicé la prueba de Levene; mientras que para
verificar la normalidad de los datos se aplicé el test de Shapiro-
Wilk. Para establecer la correlacién lineal entre dos variables se
aplicé un andlisis de regresion lineal simple. Dependiendo del
caso, se aplicé la prueba ANOVA o la prueba t-Student para

comparar las medias y encontrar diferencias significativas. Se
realizé la prueba post-hoc HSD de Tukey para realizar las com-
paraciones multiples tras el andlisis ANOVA. Se emplearon los

software MS Office Excel 2007, XLSTAT 2009 y SPSS v15.0

para la realizacién de las pruebas estadisticas y los gréficos.

Resultados

Nuevo método de revelado de las placas.- E1 RL precipitado
por el HCI, forma halos concéntricos blancos alrededor de los
pocillos en el lugar donde previamente se habian formado los
halos de acomplejamiento (Fig. 1).

Este método permite la observacién de un nuevo patrén
descrito (Fig. 2). Con la nueva técnica se ha podido visualizar y

Figura 2. Esquematizacion de los diversos halos formados
bajo diferentes condiciones. Halos de acomplejamiento (iz-
quierda: 35 °Cy 35 °C+4 °C) y halos de precipitacion (derecha:
35 °C+HCl y 35 °C+4 °C+HCI). En gris aquellos halos que
so6lo son observables bajo ciertas condiciones.

Rev. peru. biol. 22(2): 247- 258 (October 2015)
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Tabla 1. Descripcion de los halos formados bajo diferentes condiciones de incubacion y revelado.

— g +
= E =
8 < 8
9] g S
B T &
+ + +g
= = = =8
8 & 8 a9
9 O ) O]
in in in i
o LS £ Lyee
Halo transltcido interno (H1) (H1) ((H1)) ((H1)) Halo translacido interno
(H1.5) (H1.5) Halo azul / Halo blanco ([RL]1)
Halo azul translacido ((H2)) (H2) H2 H2 1° Frontera Translicido-Opaco
(H2.5) (H2.5) Halo opaco blanco ([RL]1)
((H2.5,)) ((H25,)  1°Halo intermedio ([RL]?)
((H2.5,)) ((H2.5,)) 2° Halo intermedio (tiempo incub. >48h)
Frontera del Halo azul traslicido ((H3)) H3 (H3) H3 Frontera del Halo opaco
H3.5 H3.5 2° Frontera Transltacido-Opaco
Halo azul oscuro / marrén H4 H4 H4 H4 Frontera del Halo opaco
(H4.5) (H4.5) Inicio del anillo exterior
Anillo exterior blanco H5 H5 H5 H5 Anillo exterior blanco transltcido

1 Descrito por Pinzon & Ju (2009a)

(H#) Dificil de observar o medir, sélo visible bajo condiciones especificas, a veces difuso o no visible.
((H#)) Extremadamente dificil de observar o medir, sélo visible bajo condiciones especificas, usualmente difuso o no visible.

8 H2
—=—H3

7 ——H3.5
==H4

6 —o—H5 (externo)

Area de los halos (cm?2)
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Concentracion de ramnolipido (g/L)

Figura 3. Grafico del area de los halos de precipitacion en
placas de agar CTAB/MB. Barras verticales indican la des-

viacién estandar de cada punto.

Figura 4. Gréfico del area de los halos de precipitacion en
placas de agar CTAB/MB. Detalle de las concentraciones de
RL menores a 100 g/L. Barras verticales indican la desviacion

40 60 80 100

Concentracion de ramnolipido (g/L)

estandar de cada punto.
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Figura 5. Halos de acomplejamiento. (A) Agar CTAB sin MB, (B) Agar CTAB/MB con 24 horas de incubacion a 35°C. (C) Agar
CTAB/MB con 24 horas de incubacion a 35°C, seguido por 24 horas de refrigeracion (post-incubacion a 4°C).

describir hasta 11 zonas de halos no reportados antes del presente
trabajo (Tabla 1). Los limites de alguna de las zonas de los halos
de precipitacion se corresponden con las zonas de los halos de
acomplejamiento descritas por Pinzon y Ju (2009a); pero entre
ellos se aprecia la aparicién de otros halos intermedios que no
se visualizan con la técnica convencional. A los limites de cada
zona (H: halo) principal que se corresponde con un halo descrito
por Pinzon y Ju (2009a) se le ha asignado un niimero entero
(HX), dichos halos son en general los mds constantes, visibles
y distinguibles. Entre ellos pueden aparecer halos opacos (RL
precipitado) o zonas translicidas (separacién entre halos); a sus
limites se les ha asignado un niimero racional intermedio a los
halos que los flanquean (HX.5). Ocasionalmente, puede apa-
recer mds de un halo o zona transliicida intermedia, por lo que
a cada una se le ha asignado un subindice correlativo (HX.5,).
Dependiendo de ciertas condiciones como concentracién o

tiempo de incubacién, algunas de estas regiones son mds o menos
visibles, se separan mds y se distinguen mejor las unas de las otras;
aunque por lo general algunas no son visibles del todo o se ven
superpuestas por lo que aparecen como una sola banda gruesa.

Relacidn entre concentracion de RL y 4rea de los halos.-
La medici6n inicial de las 4reas de los halos y la gréfica de sus
promedios mostr6 una curva claramente no-lineal con un punto
de quiebre alrededor de 75 a 100 g/L de concentracién de RL
(Figs. 3 y 4). Debajo de este punto, la curva pareciera ser poli-
némica o logistica; mientras que por encima, la curva pareciera
ser lineal sin un punto de saturacién aparente.

Evaluacién del efecto del azul de metileno en el agar.- En
la técnica convencional el azul de metileno (MB) otorga la colo-
racion azul caracteristica de los halos de acomplejamiento, dicho
color se intensifica cuando las placas son refrigeradas (Fig. 5).

Figura 6. Halos de precipitacion en
placas de agar CTAB sin MB. De
izquierda a derecha: 200, 150, 100,
50y 25 g/L de RL.

Rev. peru. biol. 22(2): 247- 258 (October 2015)
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Figura 7. Comparacion de las area de los halos formados en
los diferentes diametros de pocillo con diferentes concentra-
ciones de RL. Barras verticales indican la desviacion estandar
de cada punto.

Con la nueva técnica de revelado, se ha podido observar que
dependiendo de la concentracién de RL, los halos de precipi-
tacién que se forman en las placas sin MB se muestran difusos
y/o poco definidos, llegando al punto que a veces ni siquiera se
distinguen ni se diferencian los halos internos (Fig. 6).

Influencia del didmetro de los pocillos y el volumen de
indculo.- Se encontrd que el volumen médximo que los pocillos
de 5.5 mm de didmetro podian contener 40 pL sin que el riesgo
de derrames accidentales, mientras que el volumen mdximo de

los de 3.5 mm de didmetro fue de 10 pL.

Se aplicaron dos pruebas estadisticas: la prueba de Levene para
igualdad de varianzas y la prueba T-Student para diferencia de
medias. En todos los casos la prueba de Levene mostré que las
varianzas eran iguales (0,’= 0,%) ya que el valor de significacién
de la prueba era mayor que el nivel de significacién establecido
a=0.05.

Con relacién a la media del 4rea, los halos tienden a ser
ligeramente mayores cuando el pocillo es de mayor tamano y
las concentraciones son mayores, sobre todo a 100 g/L donde la
desviacién se vuelve evidente; no obstante, la prueba t-Student
para igualdad de medias, muestra que no existen diferencias
realmente significativas en el drea de los halos (u,=p,) en relacién
al tamafio de los pocillos para un mismo volumen de indculo
(10pL). En todos los casos el valor de significacion bilateral
de la prueba es mayor que el nivel de significacién establecido
a/2=0.025. Gréficamente los puntos de ambos casos (5.5 mm
y 3.5 mm) se observan superpuestos sobre todo en las concen-
traciones menores (Fig. 7).

Por su parte, la prueba de regresion lineal del drea de los halos
respecto al volumen del indculo muestra un R? por encima de
0.96 lo que indica una aparente relacién lineal. No obstante, a

4 -
A
3.5 1
& 34
& A $
E 2.5 A
g ¢
P s
g 2
2 3
o o3
T 1.5 ® oS 1
<
IS ¢ i °
g (@]
°
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H2 H3 H3.5 H4 H5

A2mg:20 uyL x 100 g/L 1 mg: 10 uL x 100 g/L @0.5 mg: 10 pL x 50 g/L

A2mg: 40 yL x50 g/l ©1mg: 20 uL x 50 g/l © 0.5 mg: 20 pL x 25g/L
=1 mg: 40 pL x 25 g/L

Figura 8. Grafico de las medias del area de los halos forma-
dos por los inéculos con el mismo contenido de RL. Barras
verticales indican la desviacién estandar de cada punto.

concentraciones mayores y volimenes mayores, se hace evidente
una pequefa distorsion en las curvas.

En relacién a la equivalencia de cantidad de ramnolipido
inoculado con respecto al volumen, se encontré diferencias
significativas (sig. < a/2= 0.025) entre las medias de las dreas
de los halos H3, H3.5, H4 y H5 de diferentes inéculos cuyo
contenido de ramnolipido (concentracién x volumen) era
supuestamente el mismo. En la Figura 8 claramente se puede
observar que los puntos no coinciden a pesar de tener conte-
nidos similares de RL.

Evaluacién del tiempo de incubacién y del efecto del
frio.- Las graficas (Figs. 9 y 10) muestran que el tamano de los
halos es dependiente del tiempo de incubacién: a mayor tiempo
de incubacién mayor tamafio alcanzan los halos. En las gréficas
se puede apreciar que el RL de las concentraciones mds bajas
(3.125, 6.25 y 12.5 g/L) aparentemente logran quedar inmovi-
lizados dentro de las 12 horas de incubacién a 35 °C 'y 24 horas
a4 °C (12h+R), alcanzando una aparente relacién lineal entre
la concentracién del RL y el 4rea de los halos formados no obs-
tante, las concentraciones mayores a 25 g/L no logran siquiera
acercarse a dicho punto en el tiempo mdximo programado en

el experimento (96h+R: 96 ha 35 °Cy 24 ha 4 °C).

La prueba ANOVA indica que no existen diferencias signi-
ficativas (a=0.05) en las 4reas de los halos (variable respuesta)
de las concentraciones més bajas (3.125, 6.25 y 12.5 g/L) en
relacién a todos los tiempos de incubacién (tratamiento); grafi-
camente se puede observar que dichas concentraciones forman
lineas horizontales (Fig. 11) lo que indica que el 4rea es la misma
independientemente del tiempo de incubacién.

En las concentraciones mds altas, ademds de encontrar dife-
rencias significativas cuando se comparan pares de tiempos suce-
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Figura 9. Grafico del area de los halos H5 en placas de agar
CTAB/MB incubadas a diferentes tiempos. Placas con 24
horas de post-incubacion a 4 °C (refrigeracion) se indican
con “+R”. Barras verticales indican la desviacion estandar
de cada punto.
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Figura 10. Grafico del area de los halos H5 en placas de
agar CTAB/MB incubadas a diferentes tiempos. Detalle de
las conconcentraciones de RL menores a 50 g/L. Placas con
24 horas de post-incubacion a 4 °C (refrigeracion) se indican
con “+R”. Barras ververticales indican la desviacion estandar
de cada punto.
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Figura 12. Grafico comparativo entre el area de los halos de
las las placas con 24 horas en frio (12h+R y 24h+R) y las no
refrigeradas (24h). Barras verticales indican la desviacion
estandar de cada punto.
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Figura 13. Halo de acomplejamiento sin refrigeracion (A) y
luego de 24 horas de incubacién a 4°C (B). Noétese el incre-
mento en el tamario del halo y la intensificacion del color azul.

sivos, se observa que conforme se incrementa la concentracién de
RL, las diferencias se hacen mds significativas entre los tiempos
de incubacidn; grificamente se puede apreciar como las rectas
se vuelven mds empinadas conforme aumenta la concentracién
de RL (Figs. 11y 12).

Al calcular el ratio RL:CTAB en los puntos de “equilibrio” se
encontré que no parecia guardar una relacién equimolar (1:1)
ni tampoco un ratio molar constante, sino mds bien un ratio
variable dependiente de la concentracién (Tabla 2).

En relacién con el efecto de la incubacién en frio (+R) la
prueba ANOVA y la prueba post-hoc HSD de Tukey mostraron
que no existfan diferencias significativas entre los tiempos 24 h
(24 horas a 35 °C sin refrigeracion) respecto a 12h+R (12 horas
a 35 °C seguidas de 24 horas de refrigeracién), pero s respecto
al mismo periodo pero con refrigeracion (24h+R).

Tabla 2. Calculo del ratio molar RL:CTAB en los halos forma-
dos con las diferentes concentraciones de RL. Asumiendo el
P.M. promedio del RL como 650.795 g/mol y del CTAB como
364.45 g/mol.

Concentracion Area de Ratio
de RL (g/L) H5 (cm?) RL:CTAB:
3.125 0.635° 1.34
6.25 1.185° 1.44
12.5 2.014° 1.69
25 3.601° 1.89
50 5.796° 2.35
100 7.407* 3.68
200 9.4212 5.78

(a) : Promedio de Tas areas de los halos obtenidos a las 48h+R.
(b) : Promedio de las areas de los halos de todos los tiempos al
alcanzar el equilibrio.

Figura 14. Halos de precipitaciéon obtenidos antes de la re-
frigeracion (izquierda) y luego de la refrigeracion (derecha).
Notese la mejor separacion de los halos y la formacién de
nuevos margenes.

Entre los halos de las placas de 24 horas con refrigeraciéon
(24h+R) se observa un incremento en el 4rea de entre 24.1% y
27.1% dependiendo de la concentracién de RL respecto a los
halos de las placas de 24 horas sin refrigeracién (24h).

En términos cualitativos, el frio ocasiona que el color azul
de los halos de acomplejamiento se intensifique (Fig. 13); as
mismo, la desaceleracién de la difusién del RL permite que los
halos de precipitacién se separen y definan mejor, haciéndose
distinguibles algunos halos intermedios (HX.5) (Fig. 14).

Evaluacién del efecto de la concentracién de CTAB en el
agar.- En general cuanto mayor es la concentracién de CTAB,
menor es el tamafio de los halos (Fig 15); no obstante, los
halos que se forman se aprecian mds definidos y nitidos. Por el
contrario, concentraciones més bajas de CTAB generan halos
mids grandes pero tienden a ser mds difusos y tenues; en el caso
de las placas con 0.05 g/L de CTAB, los halos se observan de-
masiado difusos para poder siquiera ser medidos con precisién.
En todas las concentraciones el comportamiento de la curva
parece ser la misma descrita anteriormente; pero cuanto mayor
es la concentracién de CTAB en el medio, el punto de quiebre
pareciera desplazarse ligeramente hacia la derecha (hacia una
mayor concentracién de RL).

Un hallazgo importante respecto al tamafio de los halos, es
que la variacién en las dreas no es proporcional al cambio en el
contenido de CTAB del medio: el incremento entre 4rea de los
halos de las placas de 0.3 g/L. CTAB y respecto a las de 0.4 g/L,
varfa entre 7.85 y 54.02% dependiendo de la concentracién de
RL; entre las de 0.2 g/L respecto a las 0.3 g/L, la variacién estd
entre 17.20 y 30.80%; y entre las 0.1 g/L respecto a las 0.2 g/L,
el incremento oscila entre 23.58 y 68.02%.

Discusion
Nuevo método de revelado de las placas.- Con el método
convencional, la produccién de ramnolipidos se verifica me-
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Figura 15. Grafico del area de los halos H5 en placas de agar
CTAB/MB con diferentes concentraciones de CTAB. Detalle
de las concentraciones de RL menores a 100 g/L. Barras
verticales indican la desviacién estandar de cada punto.

diante la formacién de halos azules alrededor de las colonias/
pocillos. La formacidn de estos halos posiblemente se deba a la
interaccién iénica y acomplejamiento entre RL, CTAB y MB, y
a una posible interaccién redox con el MB (lo que le da el color
azul caracteristico); no obstante, el mecanismo exacto atin no

ha sido dilucidado.

Los RL son de alguna manera moléculas complejas, por lo
que la formacién del complejo CTAB/MB-RL no lo inmoviliza
totalmente y el RL puede seguir difundiendo, por lo tanto el
tamafio de los halos dependerd del momento exacto en el cual son
medidos, por eso el halo aparenta estar en un estado transicional
tiempo-dependiente (Pinzon & Ju, 2009a). Con el método
original, muchas veces es dificil distinguir los bordes o los halos
en si; el nuevo método hace que los halos sean més ficiles de
observar y de medir. El pKa de los RL estd entre 4.28 — 5.50
dependiendo de su estructura predominante y su concentracién

(Lebrén-Paler et al. 2006). A pH bajo, los RL pierden su carga
negativa y se rompen las interacciones electrostdticas del CTAB/
MB-RL. A pH menor de dos, el exceso de H+ parece también
alterar la interaccién RL-agua, por lo que el RL pierde afinidad
por el agua y precipita formando halos blancos (Fig. 16).

La precipitacién del RL presenta algunas ventajas: En primer
lugar, al precipitar los RL se hacen insolubles y se inmovilizan de
forma efectiva, por lo que es posible controlar con mayor pre-
cisién el tiempo de migracién del complejo. En segundo lugar,
con la técnica convencional, muchas veces es dificil distinguir
los halos dado que ocasionalmente se muestran transparentes o
difusos, y en ocasiones la produccién de los pigmentos difusibles
propios de Pseudomonas dificulta atin més la observacién de los
halos (Pinzén & Ju 2009a). El nuevo método hace que los halos
sean mds fAciles de observar y de medir; ademds, la disminucién
del pH hace que el agar sea mds transparente debido a la reduc-
cién del azul de metileno.

Usando la técnica convencional, hasta el momento se han
descrito tan sélo 5 zonas en los halos (Pinzon & Ju, 2009a);
mientras que con la nueva técnica se ha podido visualizar y
describir hasta 11 halos. Este patrén particular de halos podria
corresponder a diferentes grados de interaccién entre el CTAB y
los diferentes tipos de RL; no obstante, son necesarios mayores
estudios para poder determinarlo con seguridad. De hecho,
el drea de las capas internas (H2, H3) y las capas intermedias
(HX.5) tienden a variar dependiendo de la cepa y de las condicio-
nes del proceso de produccién y purificacién del RL, por lo que
se podria suponer que la formacién y tamano de dichas capas estd
relacionado a las estructuras predominantes que componen la
mezcla de RL inoculado. Estructuras diferentes presentan pesos
moleculares diferentes y dominios de interaccién hidrofébica/
hidrofilica diferente, por lo que es de suponer que presenten
comportamientos migratorios diferentes.

En términos précticos, la medicién de los halos internos no es
totalmente conveniente debido a la variabilidad que presentan,
por ello es preferible la medicién del halo externo (H5) ya que
es el tnico del que se tiene certeza de su presencia y tamafio.

Relacién entre concentraciéon de RL y 4rea de los halos.-
La medicién inicial de las dreas de los halos y la gréfica de sus
promedios mostré una curva claramente no-lineal con un punto
de quiebre alrededor de 75 a 100 g/L de concentracién de RL.
Este resultado refuta la aparente linealidad entre la concentra-
cién de RL y las dreas de los halos propuesta inicialmente por
Siegmund & Wagner (1991) y luego por Pinzon y Ju (2009a),

Figura 16. Secuencia fotografica de la formacion de los halos de precipitacion luego de afiadir HCI 1N.(A)
Antes de afiadir HCI, después de: (B) 30 segundos, (C) un minuto, (D) 15 minutos.
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Figura 17. Grafico del area de los halos de precipitacién en placas de agar CTAB/MB. Ubicacion
aproximada de los puntos de quiebre (BP) y formulas de regresiéon de cada segmento. Barras ver-
ticales indican la desviacion estandar de cada punto.

aunque estos ultimos posteriormente se rectificaron al manifes-
tar dificultades para correlacionar cuantitativamente de forma
precisa ambas variables.

La difusién del RL parece ser dependiente de su concen-
tracién: difunde a través del agar hasta que la formacién del
complejo CTAB/MB-RL ralentiza su migracién. Cuando la
concentracién de RL se incrementa y sobrepasa la concentracién
“critica” (punto de quiebre), la difusién del RL (o del complejo
CTAB/MB-RL) se desacelera todavia més. Este resultado podria
explicarse por la naturaleza compleja de la interaccién entre el
RL, el CTAB y el MB, pues ya no sélo se tratarfa de una inte-
raccién del tipo par-idénico. Mds atin, la interaccién hidrofébica
CTAB-RL y RL-RL tendria que ser tomada en cuenta también:
en concentraciones altas de RL, es probable que la interaccién
hidrofébica domine sobre las interacciones hidrofilicas (con el
agua) e idnicas (con el CTAB/MB); como resultado, las mo-
léculas presentan comportamientos diferentes y por lo tanto
velocidades de migracién diferentes.

Dado que la curva no se ajusta a ningln sistema de re-
gresién simple, matemdticamente seria necesario aplicar una
técnica de regresion segmentada con varios puntos de quiebre
y un sistema de ecuaciones de al menos 3 o 4 elementos (Fig.
17). Pero, en términos pricticos, el hecho de presentar un
comportamiento variable y un patrén de migracién de dicha
naturaleza, dificulta una correlacién precisa entre las 4reas de
los halos y la concentracién de RL. Esto obliga a requerir de
otra técnica de cuantificacién para un andlisis cuantitativo
miés fino. No obstante, dado que la curva siempre tiene una
tendencia ascendente, atin es Gtil como método de screening
semi-cuantitativo, ya que si bien no es posible determinar de
manera precisa cudnto RL se ha producido, atn es posible
comparar y distinguir cepas con productividad significativa-
mente diferentes bajo condiciones similares.

Evaluacién del efecto del azul de metileno en el agar.- El
azul de metileno (MB) es un componente catiénico clave en

la técnica convencional ya que la produccién de RL se verifica
mediante de la formacién de los halos azules caracteristicos. El
sutil cambio del color azul en el agar posiblemente se deba a la
ligera variacién de la absorvancia del azul de metileno luego de
la formacién el complejo CTAB/MB-RL (Pinzon & Ju, 2009a)
0 a un cambio redox del MB.

Con la nueva técnica de revelado, estrictamente no se
visualizan los halos de color azul, porque con el uso de HCI
el color azul finalmente se pierden o se ocultan tras los halos
de precipitacién opacos. Esto no signfifica que el uso del MB
podria ser innecesario, porque se puede observar que los halos
de precipitacién que se forman en las placas sin MB se muestran
difusos, llegando al punto que a veces ni siquiera se distinguen
ni se diferencian los halos internos (ver Fig. 6). Entonces, la
importancia del MB no solamente radica en la formacién
de color sino también en la formacién del propio complejo
CTAB/MB-RL, el cual ralentiza la migracién del CTAB, lo
que verifica la importancia del uso del MB en la técnica, tanto
la convencional como la modificada.

Influencia del didmetro de los pocillos y el volumen de
inéculo.- Dado que no se encontraron diferencias significativas
en el drea de los halos en relacién al tamafio de los pocillos para
un mismo volumen de inéculo (10 pL), se llegé a la conclusién
que es mds conveniente el trabajo con un didmetro de 5.5 mm,
ya que es mds sencillo trabajar con pocillos de mayor tamafio,
tanto al momento de hacer las perforaciones como al momen-
to de la inoculacién. Se establecié como volumen ideal 20 pL
para los pocillos de 5.5 mm de didmetro ya que es un volumen
significativo para trabajar y reduce ligeramente la distorsién que
podria ser causada por el aumento de la cantidad de RL.

En relacién a la equivalencia de cantidad de RL inoculado con
respecto al volumen, el hecho de encontrar diferencias significa-
tivas entre las medias de las 4rea de los halos H3, H3.5, H4 y H5
de diferentes indculos cuyo contenido de RL (concentracién x
volumen) era supuestamente el mismo, indica que la migracién
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delos RL estd mds en funcién de su concentracién a determinado
volumen y no a su cantidad neta (masa o moles) y que el tamano
del halo estd més influenciado por la concentracién de RL que
por el volumen inoculado.

Evaluacién del tiempo de incubacién y del efecto del
frio.- El tiempo de incubacién de las placas es determinante en
el tamafio de los halos. Las graficas (Figs. 13 y 14) muestran que
a mayor tiempo de incubacién los halos alcanzan mayor tamano;
sin embargo, los resultados de esta prueba también muestran que
existe la posibilidad que haya un “4rea de méxima migracién”
donde la inmovilizacién de los ramnolipidos es total.

La difusién del RL parece ser proporcional al tiempo de incu-
bacién pero dependiente de la concentracién de RL (Fig. 15) ya
que las concentraciones mds altas tienden a migrar més rdpido
en un tiempo determinado. Luego, la velocidad de difusién
pareciera experimentar una ligera desaceleracién en el momento
que el drea del halo se acerca a su “méximo”, momento en que
finalmente la difusién aparentemente se detiene.

Los RL de las concentraciones mds bajas aparentemente lo-
gran quedar inmovilizados dentro de las 12 horas de incubacién
a 35 °Cy 24 horas a 4 °C (12h+R), alcanzando una supuesta
relacién lineal entre la concentracién del RL y el 4rea de los halos
formados; a diferencia de los RL de las concentraciones mayores
a25 g/Llos cuales no logran acercarse al punto de inmovilizacién
en el tiempo mdximo programado en el experimento (96h+R:
96 h a35°Cy 24 ha4°C)es por ello que se sospecha que
las concentraciones mds altas requerirfan progresivamente de
muchisimo mayor tiempo para alcanzar sus respectivas “dreas de
méxima migracién”. Por otra parte, es probable que las aparentes
“4reas de mdxima migracion” estén relacionadas al contenido de
CTAB en las placas; no obstante, al calcular el ratio RL:CTAB
de dichos puntos se encontré un ratio variable dependiente de la
concentracién de RL. Este resultado concuerda con lo obtenido
por Pinzon y Ju (2009a) al calcular los ratios de acomplejamien-
to molar RL:CTAB+MB de los halos obtenidos a 48 horas de
incubacién, lo que una vez més representa una dificultad para
poder correlacionar cuantitativamente el 4rea de los halos y la
concentracién de RL.

En términos pricticos, el tiempo de incubacién ideal serfa de
48 horas ya que es el minimo tiempo necesario para que por lo
menos las concentraciones menores a 25 g/L alcancen su “4reas
de méxima migracién” o estén muy cercanos a éste; lo que nos
asegura que los halos formados en dichas concentraciones de RL
hayan alcanzado su tamafo méximo aparente y de esa forma poder
reducir un poco la variacién causada por el tiempo de incubacién
variable y contrarrestar de alguna manera el estado transicional
tiempo-dependiente del RL a concentraciones menores a 25 g/L.
En términos cualitativos, la post-incubacién a 4°C presenta tam-
bién ventajas adicionales, ya que no sélo intensifica el color azul
de los halos de acomplejamiento (Gunther IV etal., 2005; Pinzon
& Ju2009a); sino que ayuda a separar y definir mejor los halos de
precipitacién, permitiendo diferenciar algunos halos intermedios.

Evaluacién del efecto de la concentracién de CTAB en el
agar.- Respecto a la variacién de la concentracién de CTAB en
el agar, se obtuvieron resultados semejantes a los obtenidos por
Pinzon y Ju (2009a); aunque a diferencia de ellos, con la nueva
técnica de revelado si fue posible detectar RL con concentracio-
nes menores a 50 g/L para placas con CTABa 0.4 g/Ly 0.3 g/L.

En general, cuanto mayor es la concentracién de CTAB,
menor es el tamafio de los halos y la capacidad de discriminacién
entre concentraciones de RL cercanas disminuye; no obstante,
los halos que se forman se aprecian més definidos y nitidos. Por
el contrario, concentraciones més bajas de CTAB permiten mejor
discriminacién para concentraciones de RL mds pequefias, pero
los halos tienden a ser mds difusos y tenues, sobre todo para las
concentraciones mds altas de RL.

El aparente desplazamiento hacia la derecha del punto de
quiebre (hacia una mayor concentracién de RL) conforme
aumenta la concentracién de CTAB en el medio, podria ser
un posible indicio de la existencia de un punto de saturacién
con el CTAB y que el cambio en el comportamiento de la
velocidad de difusién del RL estaria relacionado con la inte-
raccién RL-CTAB.

Un hallazgo importante respecto al tamafo de los halos, es
que la variacién en las dreas no es proporcional al cambio en el
contenido de CTAB del medio, este resultado concordarfa con el
hecho que el ratio RL:CTAB no es constante. Este hecho evidencia
que la concentracion del CTAB es una variable importante a tener
en cuenta ya que afecta directamente la difusién del RL. Dado que
el nimero de moléculas de cada especie que interviene en el com-
plejo y el niimero de interacciones que se dan es dificil de estimar
en un momento dado, se vuelve muy complicado establecer una
correlacién exacta entre contenido de CTAB en el agar y tamafio
de los halos formados a determinada concentracién de RL; por
lo que se recomienda establecer la concentracién de CTAB en un
valor constante y ajustar los demds pardmetros.

Para efectos de la aplicacién de la técnica se vio conveniente la
utilizacién de CTAB a una concentracién de 0.2 g/L, coinciden-
temente la misma concentracién que originalmente emplearon
Siegmund y Wagner (1991), ya que logra un equilibrio entre
capacidad de discriminacién a concentraciones mds bajas de RL,
ademds de la nitidez y definicién de halos formados.

Pardmetros ideales de trabajo con el método del agar
CTAB MB.- Debido a la dificultad de correlacionar de forma
precisa la concentracién de RL y el 4rea de los halos formados
podria decirse que el método de agar CTAB/MB no es muy
apropiado para un andlisis cuantitativo fino de la produccién
de RL. La difusién del RL no parece tener un comportamiento
simple y existen numerosos factores que afectan la velocidad de
migracién de los RL y el 4rea final de los halos, tales como la
concentracién del CTAB, concentracién del RL que difunde, la
cantidad de moléculas involucradas en el complejo CTAB/MB-
RL, el espesor del agar, el tiempo de incubacién, la temperatura
de incubacién, etc.

Dadas las caracteristicas de la técnica, fijando algunos pa-
rdmetros como: 20 pL de indculo, 0.2 g/L de CTAB en las
placas, 48 horas de incubacién a 35 °C seguido de 24 horas a
4°C y un revelado con HCl durante 15 minutos, en un rango
de concentraciones de RL <25 g/L la técnica podria ser aplicada
como un método cuantitativo de forma efectiva.
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