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RESUMEN

Los surfactantes bioldgicos (SB) son moléculas anfifilicas que se alinean en la interfase
reduciendo la tension superficial. La produccion de surfactantes biol6gicos se desarrolla como
una alternativa a los tensioactivos sintéticos porque son biodegradables, con baja toxicidad y alta
especificidad. El presente estudio propone utilizar un extracto crudo de biosurfactante (BCE)
como parte de productos de limpieza y sanitizacion. La investigacion se basé en estudiar la
produccion de BCE a partir de Bacillus subtilis DS03 utilizando como mejor sustrato a la melaza,
representando una alternativa de fuente de carbono econémica . El producto BCE se caracterizé
por diferentes pruebas fisicas y quimicas bajo un amplio rango de pH, altas temperaturas y
propiedades emulsionantes mostrando resultados exitosos. La tensién superficial del agua de 72
mN/m se redujo a 34 mN/m con BCE, logré una concentracion micelar critica de 24,66 ppm. BCE
también se aplicé a la superficie de poliestireno como pretratamiento para evitar el desarrollo de
biopeliculas microbianas, mostrando inhibicibon en mas del 90 % de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes por encima de 2000 ppm BCE. La prueba
continué usando BCE como post-tratamiento para remover biopeliculas, reportando una
reduccién significativa de 50,10% Escherichia coli, 55,77% Staphylococcus aureus y 59,44%
Listeria monocytogenes en una concentracion superior a 250 ppm BCE. Finalmente, se realizé
un experimento de comparacion entre el lauril éter sulfato de sodio (SLES) y el BCE (incluido en
la formulacion comercial), reportAndose una reduccion eficiente con las mezclas. Los resultados
sugirieron que BCE es un ingrediente prometedor para formulaciones de limpieza con
aplicaciones en aplicaciones industriales de alimentos.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

Los alimentos procesados deben pasar por muchas etapas antes de llegar al consumidor
final. Durante todo este proceso, algunos factores pueden afectar su seguridad alimentaria. Estos
peligros representan un factor que potencialmente puede causar dafio al consumidor, y se
pueden clasificar segun su naturaleza en tres categorias principales: fisicos, bioldgicos vy
guimicos. Los peligros fisicos se refieren a cualquier objeto que pueda o no formar parte del
propio producto pero que no se considere presente en su presentacion final. El peligro quimico
se refiere a la presencia de bajas concentraciones de herbicidas, insecticidas, detergentes,
lubricantes y otros productos quimicos comunmente utilizados en actividades industriales y de
postcosecha que potencialmente pueden dafiar la salud del consumidor.

La industria alimentaria se preocupa principalmente por los peligros biolégicos porque
representa la amenaza inmediata mas importante para la seguridad alimentaria del consumidor.
Este peligro puede provenir de la presencia de bacterias, virus y parasitos patégenos. En las
bacterias, la ingestion de alimentos contaminados puede provocar una infeccion o intoxicacion
(Chatterjee & Abraham, 2018). En cualquier caso, los consumidores pueden presentar sintomas
como fiebre, dolor de estbmago, dolor de cabeza y dependiendo de la bacteria; incluso puede
resultar en hospitalizacion y muerte. Los patégenos mas comunes de la industria alimentaria son
Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Escherichia coli O157: H7, Vibrio
spp., Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum y Bacillus cereus (Tao et al., 2020; Wang et
al., 2019b).

Todo lo mencionado anteriormente representa una amenaza significativa para la salud
humana y la seguridad alimentaria. El mecanismo principal de contaminacién microbiana son las
practicas antihigiénicas entre los manipuladores de alimentos. Ademas, la utilizacién de agua no
potable con varios patégenos puede contaminar los alimentos cuando se usa agua cruda como
agente de limpieza. Finalmente, el contacto directo con equipos sucios puede provocar la
propagacion de microorganismos a lo largo de toda la linea de procesamiento y representar una
amenaza significativa para la seguridad alimentaria (Bintsis, 2017).

Las principales actividades para preservar la seguridad alimentaria en la industria son la
limpieza y desinfeccién de los equipos en contacto directo con los alimentos. Los procesos de
limpieza y sanitizacion tienen como objetivo final controlar los riesgos por patégenos. Luego de
una proceso de limpieza normal en donde se eliminan los primeros factores de riesgo como
amenazas fisicas se aplican productos con capacidad antimicrobiana o sanitizantes para
asegurar la eliminacion de cualquier riesgo microbiolégico debido a residuos sobre la superficies
de contacto utilizadas en la industria (Obe et al., 2020; Potter et al., 2012). Generalmente, para
este proceso se utilizan ciertos compuestos quimicos que deben estar aprobados por una
organizacion internacional para su uso en la industria alimentaria (Donaghy et al., 2019).

Los desinfectantes mas comunes son el cloro, los compuestos de amonio cuaternario
(QAC) y el acido peroxiacético (PAA) (Korany et al., 2018a). A pesar de que logran el objetivo
final y eliminan los patégenos, se han realizado estudios que demostraron que podrian
representar una amenaza para el medio ambiente (Ferk et al., 2007; Jardak et al., 2016; Ying,
2006). Debido a la situacion actual de la pandemia global de COVID 19, estos productos no solo
estan siendo utilizados por la industria sino por el publico para desinfectar superficies que suelen
estar en contacto con las personas y prevenir infecciones (Hora et al., 2020a). Son un ingrediente



esencial en mas de 200 desinfectantes recomendados por la EPA de EE.UU. Durante estos
tiempos (Korany et al., 2018).

1.1Descripcion del problema

El uso de compuestos QACs ha aumentado debido a la situacion de la pandemia. Dentro
de la lista de desinfectantes para uso en contra SARS-CoV-2 avalada por la Envionmental
Protection Agency’s (EPA) de Estados Unidos se encuentran 430 productos de los cuales
aproximadamente la mitad poseen como compuesto principal activo QACs (Hora et al., 2020b) .
Los residuos de estos productos se han encontrado en aguas residuales domeésticas y lodos,
pero lo preocupante es que se han detectado residuos en afluentes de aguas tratadas, aguas
superficiales y sedimentos. Si la concentracion residual de QACs es elevada puede ser
fulminante para los microorganismos presentes. De igual forma, existe una gran preocupacion
por la posibilidad de que esos residuos ayuden a la evolucién de "superbugs" o bacterias
resistentes a diversas drogas (Morrison et al., 2019)

El efecto residual también ha sido analizado en la aparicién de productos secundarios
como las N-Nitrosaminas. Estos compuestos se producen en la etapa final del tratamiento de
agua al estar en contacto residuos de amonio con cloro (Piazzoli et al., 2018). Las N-Nitrosaminas
son cancerigenas y representan un riesgo para la salud publica (Sang et al., 2019). Finalmente,
una de las consecuencias que afectan directamente al medio ambiente es el efecto tdxico de
estos residuos para los sistemas acuaticos y los organismos presentes en el suelo (Cruz et al.,
2021; Mo et al., 2020). La toxicidad de QACs en algas aumenta con el tiempo y la concentracion.
De manera general, existe evidencia de que hay riesgos en cuanto a la presencia de residuos de
QACs y el incremento en el uso de estos compuestos en los productos de consumo diario y
masivo puede tener un gran impacto a largo plazo en el medio ambiente y la salud de los
consumidores (Cruz et al., 2021; Dewey et al., 2021; Hora et al., 2020b)

1.2 Justificacién del problema

La industria trata de innovar en nuevos compuestos de origen biolégico que puedan
reemplazar los compuestos peligrosos mas comunes y proporcionar el mismo efecto deseado:
la actividad antimicrobiana que puede ayudar a eliminar o disminuir cualquier peligro bioldgico
potencial. El uso de compuestos biolégicos como surfactantes biolégicos, acido peroxiacético,
enzimas y aceites esenciales como productos sanitizantes ha sido ampliamente estudiado y se
busca cambiar el impacto en la industria a partir del uso de estos (Al-Rousan et al., 2018; Boucher
et al., 2021; Ribeiro et al., 2020; Tirloni et al., 2021; Wang et al., 2019a).

Dentro de la elaboracion de productos sanitizantes eficaces se hace uso de varios
componentes que cumplen funciones especificas necesarias logrando en conjunto tener una
eficacia bactericida util mientras se logran otras caracteristicas tecnoldgicas requeridas por el
mercado. Entre los compuestos principales se encuentran el cloro o el amonio cuaternario que
cumplen la funcion bactericida del producto (Korany et al., 2018b; Morrison et al., 2019), junto
con estos es comun ver entre los ingredientes surfactantes tales como el lauril éter sulfato sédico
(SLES) que ayudan a la remocion de particulas de suciedad facilitando asi el proceso de limpieza
y sanitizacion (Song et al., 2020). Finalmente, también se adicionan productos como el 6xido de
amina que funciona como estabilizante de la espuma y regulador de la viscosidad al igual que
productos blanqueadores como el hidroxido de sodio que al reaccionar junto al cloro adquiere
esta capacidad (Jahromi et al., 2020).



Se ha reportado que las moléculas de surfactantes bioldégicos (SB) muestran una
excepcional actividad surfactante y emulsionante que pueden ser clasificadas por uso,
propiedades y estructura quimica (Hassan et al., 2008). Los surfactantes biolégicos tienen una
concentracion micelar critica (CMC) baja y una alta estabilidad a pH, temperatura,
concentraciones de sal y actividad biolégica extremos (Dey et al., 2015). Del mismo modo, los
SB han mostrado baja toxicidad o irritacién, buena biodegradabilidad e incluso capacidad
antibacteriana (Fei et al., 2020). Por lo tanto, los surfactantes biol6gicos se presentan como una
opcién adecuada para reemplazar los tensioactivos quimicos. Se pueden sintetizar a partir de
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Rhodococcus spp. y Candida spp. Un grupo influyente de
surfactantes biolégicos son los lipopéptidos (LP), producidos principalmente por el género
Bacillus, siendo los mas efectivos y eficientes, con gran interés en la industria terapéutica,
cosmeética y agroalimentaria (Nounou et al., 2017). La cepa productora Bacillus subtilis también
es generalmente reconocida como segura (GRAS) por la FDA, que respalda el uso de sus
subproductos como seguros y permite su uso en contacto directo con los consumidores y los
alimentos (Nounou et al., 2017).

La surfactina LP producida por especies de Bacillus se usa para el control de biopeliculas
porque reduce la adhesion de bacterias patégenas a los alimentos en contacto con polipropileno
(Mohsin et al., 2021; Théatre et al., 2021) . Por ejemplo, (Coronel-Le6n et al., 2016a)demostraron
que la LP producida por Bacillus licheniformis impidi6 la adherencia de microorganismos
patégenos sobre superficies de polipropileno. A pesar de las excelentes ventajas y propiedades
gue ofrece el surfactante bioldgico, su uso comercial en la actualidad se encuentra limitado
principalmente por problemas relacionados con los costos de produccién (Mohanty et al., 2021).
Por lo tanto, se han promovido estrategias que consideran los residuos y subproductos
alimentarios agroindustriales (Balasubramani et al., 2022). Otro aspecto importante esta
relacionado con la pureza del compuesto de base biologica. En este contexto, la industria
farmacéutica exige una pureza de los compuestos superior al 90%, mientras que para
aplicaciones agroalimentarias los rangos pueden variar entre el 50-60% (Valenzuela Ruiz et al.,
2020). Por lo tanto, esta investigacion tiene como obijetivo reportar la produccion de un extracto
crudo biosurfactante (BCE) de Bacillus subtilis DS03, utilizando un medio econémico basado en
un subproducto agroindustrial. Luego, se evaluaran las caracteristicas fisicas y quimicas del BCE
y su estabilidad bajo diferentes condiciones operativas. Ademas, se estudio la actividad biol6gica
frente a Escherichia coli ATCC 11775, Staphylococcus aureus ATCC 12600 y Listeria
monocytogenes ATCC 19115. Finalmente, el BCE fue evaluado como un potencial sanitizante
en sistemas abiertos de limpieza en un laboratorio de procesamiento de carne.



1.3 Objetivos
Objetivo General
Evaluar las caracteristicas de las moléculas de surfactante bioldgico obtenido de Bacillus
subtilis DS03 y su potencial aplicacién como sanitizante en sistemas abiertos de limpieza en un

laboratorio de procesamiento de carne.

Objetivos Especificos

1. Obtener extracto crudo de surfactante biolégico producido por Bacillus subtilis DS03
utilizando como fuente de carbono melaza, suero de leche y almidén de yuca.
2. Evaluar las propiedades fisicoquimicas como estabilidad a diferentes temperaturas y

pH, actividad emulsificante, concentracion micelar critica y capacidad antiadherente
del extracto crudo del surfactante biolégico.

3. Analizar la actividad antimicrobiana del surfactante biolégico frente a E. coli ATCC
11775, S. aureus ATCC 12600 y L. monocytogenes ATCC 1911 y su efectividad en
un sistema de limpieza COP en un laboratorio de procesamiento de carnes.



CAPITULO 2

2.MARCO TEORICO

Es importante tener en cuenta ciertos conceptos que ayuden a visualizar la importancia
de la investigacion e innovacion en productos de limpieza enfocandolos directamente con su uso
directo dentro de la industria de alimentos. Al ser un proceso tan sensible y de vital importancia,
el uso de sanitizantes y desinfectantes no solo representan un costo importante para la industria,
sino que también uno de sus mayores contaminantes. Esta relacién dual es la que permite
enfocar esta investigacion en la importancia de incluir estrategias de sostenibilidad al desarrollo
de este tipo de productos para poder cumplir con las nuevas demandas y objetivos de la industria.

2.1 Actividades de limpieza

2.1.1 Sanitizacién

Dentro de las actividades principales en la industria de alimentos se encuentra el proceso
de sanitizacion, la misma fue creada para asegurar la inocuidad de los alimentos y no representen
un peligro para la salud de los consumidores. La sanitizacion es una ciencia aplicada que busca
el disefio de practicas y procesos que permitan mantener el ambiente de produccion,
procesamiento, preparacién y almacenamiento de alimentos de una manera limpia e inocua
(Marriott et al., 2018a)

Sus objetivos principales son:

1. Proveer alimentos sanos que se almacenen, procesen, transporten, preparen,
comercialicen, y se vende en un medio ambiente limpio.

2. Prevenir la contaminacion por peligros biolégicos, quimicos o fisicos que causan
enfermedades transmitidas por los alimentos.

3. Minimizar la proliferacion del deterioro de los alimentos provocado por
microorganismos. (Marriott et al., 2018b)

Para aplicar un proceso sanitizacion adecuado es necesario tener en cuenta que requiere
de disefio, desarrollo, especificaciones de implementacion que permitan ajustar el procedimiento
a las necesidades especificas del producto que esta siendo procesado dentro de la industria y
gue se encuentra en contacto con las superficies de trabajo.

Es debido a esto que, al momento de la construccién de equipos, localizacion de estos y
demas aspectos relacionados con la produccion del alimento se toman en cuenta varios factores
gue puedan facilitar las actividades de limpieza y sanitizacién. Dependiendo de estos factores
como la naturaleza del material de contacto, las frecuencias de produccion, la naturaleza quimica
del producto elaborado y demas es que se escogen aquellos productos quimicos y los debidos
procedimientos necesarios para asegurar una correcta sanitizacion.

2.1.2 Sostenibilidad aplicada en la sanitizacion:

Debido al avance de las tecnologias y un nuevo escenario mundial donde las necesidades
poblacionales se encuentran en constante cambio es necesario analizar las fallas o desventajas



de los procesos que han sido utilizados durante afios y a partir de las mismas generar nuevas
oportunidades que se encuentren alineadas con nuevas necesidades. A partir de esto la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) establecié la agenda 2030 que se encuentra
compuesta por 17 Objetivos de Desarrollo Sostenibles (ODS) que buscan solucionar problemas
mundiales de una manera cooperativa entre los gobiernos, la industria, la academia y la sociedad
en general. Debido a esto se ha considerado alinear todos los esfuerzos en base a los ODS y su
cumplimiento (Naciones Unidas, 2019)

Dentro de los ODS directamente relacionados con la problematica de estudios se
encuentran: ciudades y comunidades sostenibles (11), produccién y consumo responsable (12)
y vida submarina (14). El enfoque principal de los objetivos es lograr transformar e innovar la
manera en la que los procesos se realizan actualmente por una alternativa que se alinee mas
con el cuidado del medio ambiente y la promocién del desarrollo sostenible. Los residuos de los
agentes de sanitizacion y desinfeccion pueden ser un desafio o problema en varios aspectos.
Inicialmente, las caracteristicas de estos como pH y su densidad pueden acelerar el proceso de
degradacién de los materiales con los que estan hechos los equipos representado problemas
econdmicos para la industria (Zaffora et al., 2021). Las caracteristicas de ciertos materiales que
son especificamente utilizados dentro de la industria alimentaria pueden verse afectadas como
por ejemplo el acero inoxidable que como efecto del aumento de rugosidad debido a la corrosion
puede ayudar a la adhesién de particulas organicas y por ende la formacion de biofilms (Stoica,
2018).

2.2 Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS):

Uno de los mayores riesgos biolégicos que se pueden presentar dentro de las lineas de
produccidon es la presencia de microorganismos patégenos. Estos microorganismos poseen
caracteristicas que pueden ocasionar enfermedades al consumidor. En ese aspecto es
importante saber la diferencia entre una intoxicacion e infeccion, asi como el significado de las
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). De acuerdo con la OMS, las ETAS son "el
conjunto de sintomas originados por la ingestion de agua y/o alimentos que contengan agentes
bioldgicos (por ejemplo: bacterias) o no biolégicos (por ejemplo: metales pesados) en cantidades
tales que afectan la salud del consumidor en forma aguda o crénica, a nivel individual o de grupo
de personas" (OMS, n.d.)

Una ETA especificamente puede ser una infeccidn, una intoxicacién o una infeccion
mediada por toxina. En lo que compete aquellas que se ven relacionadas con la presencia de
organismos vivos se encuentran la infeccion y la intoxicacién mediada por toxinas (Adley & Ryan,
2016). La primera es producida cuando el ser humano consume un alimento contaminado por
microorganismos patdgenos vivos. Este tipo de ETA generalmente presenta sintomas como
dolores de cabeza, fiebre, dolor estomacal, disteria, pero si no se trata a tiempo puede en algunos
casos ocasionar la muerte dependiendo del tipo de microorganismo patdgeno presente y la
intensidad de la enfermedad (Pires et al., 2021)

Es importante tener en cuenta que el consumo de un solo patdgeno no logra incurrir en
la enfermedad, pero mas bien se necesita de una cantidad suficiente para ocasionar la infeccion.
Aparte es necesario que el alimento posea una matriz que soporte la supervivencia y crecimiento
de los microorganismos, en algunos casos esto permite la produccion de toxinas. Entre los 5
gérmenes que mas enfermedades ocasionan transmitidos por alimentos se encuentran:
Salmonella, Escherichia coli, Clostridium perfringes, Campylobacter y Staphylococcus aureus
(CDC, n.d.)



Por otro lado, una intoxicacion se da cuando en el alimento hay presencia de toxinas
producidas por mohos o bacterias, las cuales son muy dificiles de eliminar por otros métodos de
conservacion de alimentos y pueden ocasionar enfermedades mucho mas graves pues se ha
demostrado la formacion de toxinas que pueden afectar directamente al cerebro y al sistema
nervioso provocando efectos catastréficos para el ser humano (Maresca, 2013).

2.3 Agentes de limpieza

Para llevar un correcto proceso de sanitizacion es necesario el uso de productos
guimicos, los mismos estan permitidos bajo normativas especificas que establecen los
parametros para su uso. Los productos quimicos sanitizantes mas comunes son los hipocloritos,
el dioxido de cloro, el &cido peroxiacético y los compuestos de amonio cuaternario (QACS)
(Bernardi et al., 2018; Hua et al., 2019; Sethi et al., 2019) Principalmente, estos compuestos
poseen la capacidad de disminuir la carga microbiana presente en superficies vivas como en
superficies inertes.

El Acido Peroxiacetico (PAA) es una mezcla en equilibrio de perdxido de hidrégeno y
acido acético. Fue patentado para tratar superficies de frutas y verduras y reducir el deterioro por
bacterias y hongos (Yu Neo et al, 2013). Afecta las membranas celulares de los
microorganismos al romper sus enlaces quimicos; también libera especies de oxigeno (ROS),
que causan dafios en el ADN y los lipidos (Mills et al., 2018).

Los compuestos de Amonio Cuaternario (QAC) son tensioactivos cationicos efectivos
contra una amplia gama de microbios, especialmente bacterias Gram-positivas, aungue no son
tan efectivos en la fase de esporas. Su accién se basa en la actividad de las células microbianas;
Los QAC desactivan la capacidad de la membrana para absorber nutrientes porque se une a los
fosfolipidos acidos en la pared microbiana (Kang et al., 2019; Korany et al., 2018b). Su aplicacién
varia de 100 ppm a 400 ppm; se utilizan principalmente sobre superficies en contacto con
alimentos. Debido al uso diario de este compuesto, no solo como agente desinfectante algunos
estudios abordan el potencial de la acumulacién de sus residuos como contaminante para el
medio ambiente. Estas altas concentraciones de residuos de QAC en aguas residuales y lodos
pueden potencialmente convertirse en una amenaza para el ecosistema y la salud humana
(Ismail et al., 2010). Varios estudios han demostrado que los QAC exhiben toxicidad para
organismos acuaticos como microorganismos, invertebrados, algas y peces (Zhang et al., 2015)

El hipoclorito de sodio (NaClO) y el cloro (Cl,) son los desinfectantes acuosos mas
comunmente empleado (Zamuner et al., 2020). Las concentraciones mas utilizadas son de 50 a
200 ppm segun el producto que se esté desinfectando y su carga microbiana inicial. Debido a la
interaccion entre NaClO con los componentes organicos de alimentos y productos alimenticios,
su uso se ha restringido debido al riesgo potencial de que estas interacciones puedan resultar en
la formacion de compuestos cancerigenos (Bhilwadikar et al., 2019).

2.4 Compuestos bioldgicos

Biosurfactantes
Los tensioactivos biolégicos son moléculas anfipdticas que constan de restos tanto
hidréfilos como hidréfobos. Son sintetizados por diversos microorganismos. Presentan una
excelente actividad superficial, ayudando a reducir la tension interfacial y teniendo propiedades
detergentes y emulsionantes. Algunos tensioactivos biolégicos también han mostrado actividad
antimicrobiana, lo que puede ayudar a prevenir el deterioro de los alimentos (André et al., 2007).



Tienen algunas ventajas, como biodegradabilidad, baja toxicidad y biocompatibilidad. El
surfactante mas poderoso hasta la fecha es la surfactina, que es producida por B. subtilis (Wu et
al., 2019).

Los tensioactivos biolégicos se pueden usar en productos frescos como un elemento de
recubrimiento natural o como un desinfectante usado para procesos de desinfeccion mientras se
diluyen con agua en un cierto porcentaje. También pueden prevenir la formacion de peliculas de
bacterias patdgenas. En 2016, de Araujo et al. evaluaron el potencial de dos tensioactivos
biolégicos contra la formacién de peliculas por L. monocytogenes y P. fluorescens en diferentes
tipos de superficies como acero inoxidable y poliestireno. El tratamiento con surfactina inhibe la
adhesion de P. fluorescens al acero inoxidable en un 73%, y la formacién de biopeliculas de
Listeria monocytogenes en ambos materiales se redujo significativamente por el tratamiento con
los biosurfactante.

2.5 Métodos de Analisis

Actividad emulsificante: Dentro del estudio de surfactantes biol6gicos esta propiedad
es una de las mas fundamentales (Fenibo et al., 2019). Esta propiedad permite caracterizarlos
de acuerdo con el tamafio de gota después de la homogenizaciéon con otros compuestos. El
tamafio de las gotas dentro de la emulsién permite evaluar la capacidad del surfactante de estar
presente en mezclas con otros compuestos y esto puede representar una ventaja o desventaja
dependiendo del uso final determinado para el compuesto (Reichert et al., 2018). Existen varios
factores que pueden influir en el tamafio de gota dentro de la emulsion entre esas la
concentracion pura del surfactante utilizada en la mezcla. De igual manera, determinar la
concentracion necesaria de surfactante para obtener una buena emulsion es muy importante
porgue permite disminuir costos y ser mas eficientes en el uso de los compuestos (Ozturk et al.,
2014).

Concentracion Micelar Critica (CMC): Los surfactantes poseen la capacidad de tener
una fraccion hidrofilica y una lipofilica. Esto les da la capacidad de mezclarse con diversos tipos
de compuestos y formar emulsiones. En el proceso de formacion de esta nueva mezcla existen
diversos fendmenos, a bajas concentraciones las moléculas de surfactante presentes dentro de
una interfaz aire/agua se adsorben apuntando hacia al agua con la parte hidrofilica (cabeza) y
hacia el aire con la parte lipofilica (cola), esto logra disminuir la tension superficial del agua
superando cierta concentracion las moléculas comienzan a juntarse formando grupo esféricos
donde la cabeza apunta hacia al agua pero la cola hacia al centro formando micelas (Pradhan &
Bhattacharyya, 2018). Precisamente, este pequefio rango de variacion en la concentraciéon del
surfactante que logra formar las micelas se denomina concentraciébn micelar critica (Pérez-
Rodriguez et al., 1998)



CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1 Compuestos activos de estudio.

Los reactivos: dextrosa, extracto de levadura, nitrato de sodio (NaNOs), fosfato disodico
(NazHPO.,), fosfato monopotasico (KH2PO,), sulfato de magnesio (MgSO,4 7H,0), sulfato ferroso
heptahidratado (FeSO4 7H20), cloruro de calcio (CaCl), Miiller El caldo Hinton (MHB), el agar
de soja triptico (TSA), el agua de peptona y el cristal violeta se adquirieron de Merck (Merck,
Alemania). Los solventes de grado analitico: cloroformo (CHCI;), acetato de etilo (C4HsO3),
metanol (CHsOH), &cido acético (33%, CH3COOH) y &cido clorhidrico (37%, HCI) se obtuvieron
de Fisher Chemicals (Fisher Scientific, Estados Unidos). Los componentes utilizados para la
elaboracion del producto de limpieza COP-A fueron hidréxido de sodio (NaOH), gluconato de
sodio (CsH11NaOy), tripolifosfato de sodio (NasP3010), lauril éter sulfato de sodio (SLES) y agua
desmineralizada, todos proporcionados por la empresa Chemicals Clean (Guayaquil, Ecuador).
El aceite de aguacate (68 % de &acido linoleico), el aceite de soja (62 % de &cido oleico) y el aceite
de coco (45 % de acido palmitico) fueron proporcionados por una empresa comercial local, a
saber, Laboratorio Cevallos (Guayaquil, Ecuador), melaza (cafia de azucar), suero de leche y
almidén de yuca fueron donados por industrias locales (Molaza Tababuela, Industria Lactea Rey
Lacteos y La Pradera, respectivamente). Los microorganismos Escherichia coli ATCC,11775,
Staphylococcus aureus ATCC 12600 y Listeria monocytogenes ATCC 19115 fueron adquiridos
de Microbiologics (Minnesota, Estados Unidos).

3.2 Produccién del extracto crudo de biosurfactante

La cepa Bacillus subtilis DS03 se aisl6é de cultivos de cacao y produjo el tensioactivo
microbiano (Serrano et al., 2021). El medio utilizado para la produccién de SB fue medio mineral
inicial (MMI) (20 g/L dextrosa, 1 g/L de extracto de levadura, 8,5 g/L NaNOs, 5,7 g/L Na;HPO,4, 4
g/L KH2PQ4, 0,21 g/L MgSO, - 7H;0, 0,01 g/L FeSO4 - 7H,0, y 7 x10° g/L CaCl,). Se evaluaron
tres fuentes alternativas de carbono para la produccion de BCE: melaza, suero de leche y almidén
de yuca a 20 g/L, como concentracion de dextrosa en el medio de cultivo mineral inicial (MMI).
Para la preparacion de los medios de cultivo, las fuentes de carbono, nitrégeno y sales minerales
se esterilizaron en autoclave (JP Selecta 4001759, Barcelona, Espafia) durante 15 minutos a
121°C. Se inocularon matraces (Pyrex N°4980, VWR, USA) con 400 mL del medio de cultivo con
suspension bacteriana al 2 % v/v (turbidez 2 segun estandar de McFarland) y se incubaron con
agitacion a 110 rpm (New Brunswick INNOVA 44R; Alemania, Hamburgo) durante 24 horas a
37°C.

Antes de retirar el BCE, las células bacterianas se retiraron del medio de cultivo mediante
centrifugacion a 8.000 xg durante 15 minutos a 4 °C (centrifuga Avanti TM j-20; Bekman Coulter,
Indiangpolis, EE. UU.). Luego, los sobrenadantes libres de células se sometieron a precipitacion
acida con HCI concentrado hasta alcanzar un pH de 2 y se dejaron durante la noche a 4 °C en
un tubo sellado (Ultracruz, EE. UU.). El BCE se recogio por centrifugacion durante 20 minutos a
4 °C, 11.000 xg, y se lavo dos veces con agua destilada acida a pH 2 para eliminar cualquier
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impureza. EI BCE se sec6 en estufa (Thermo Scientific 6963, USA) a 40°C hasta obtener un peso
constante y luego se cuantificé por gravimetria (g/L) (Serrano et al., 2021).

3.3 Evaluacién de propiedades fisicoquimicas de BCE

Las propiedades de BCE se compararon con la fraccibn de extracto organico
biosurfactante (BOE). El BOE se obtuvo de la extraccion BCE con metanol (1:2 p/v). Las fases
organicas se pasaron sobre sulfato de sodio anhidro, se concentraron en un evaporador rotatorio
al vacio (Bichi, Suiza) y se pesaron. El BOE fue analizado mediante cromatografia en una
columna de gel de silice. La elucién se llevo a cabo con cloroformo/metanol/hidréxido de amonio
(65:35:5A). Las fracciones se recogieron en viales y se controlaron mediante cromatografia en
capa fina (TLC) con el mismo disolvente de elucidon. Luego, las fracciones se revelaron mediante
ninhidrina (Sigma, St. Louis, MO) especifica para el resto de aminoacido. Finalmente, las
muestras que mostraron la presencia de amino&cidos y el mismo factor de retencion (FR) fueron
agrupadas y analizadas por medidas de tensién superficial (Coronel-Leén et al., 2015).

3.4 Estabilidad de SB a diferentes pH y temperatura

Se evalu6 la estabilidad de BCE y BOE frente a diferentes condiciones de pH y
temperatura. Se prepararon soluciones de BOE (620 ppm) y BCE (500 ppm) en 20 mL de agua
destilada. Luego, se midi6 la actividad superficial en un tensiémetro K6 (Kriiss, Hamburgo,
Alemania) sometiendo las suspensiones a temperaturas de 4, 16, 26, 50, 60, 67, 75, 80, 90, 100
y 121 °C durante una hora. Asimismo, la solucién se ajust6 a los valores de pH 2, 3, 5, 7, 10, 11
y 13, utilizando HCIl y NaOH.

Actividad emulsionante: Para BCE y BOE se evalué la actividad emulsionante segun la
metodologia descrita por (Coronel-Ledn et al., 2015). Los aceites evaluados fueron aguacate,
soya y coco. Los tubos se agitaron con un vortex (Vortex-Genie, Bohemia, N.Y, EE. UU.) durante
2 minutos y se dejaron reposar durante 24 horas. El indice de emulsificacion (E24) se calcul6 por
la relacién entre la altura (mm) de la emulsién generada y la altura total (mm) de la mezcla,
multiplicado por 100. Se utilizé agua destilada como control. El ensayo de emulsion se llevo a
cabo utilizando una solucion acuosa de SB de 100 ppm.

Concentracion micelar critica (CMC): La CMC del BCE y BOE se determiné a partir de
una dilucion madre de 620 y 500 ppm de cada compuesto, un tensiometro Kriss K6 (Kruss,
Hamburgo, Alemania), utilizando el método del anillo. Las diferentes concentraciones seriadas
se prepararon en agua destilada a pH 7 en un volumen final de 20 mL. Posteriormente, se midié
la tensién superficial de cada solucion a 25 °C. Finalmente, se representaron graficamente los
datos de tensién superficial frente a las diferentes concentraciones. El punto de interseccion de
la pendiente de las dos porciones distintas del gréfico se utilizé para encontrar la CMC mas alla
de la cual no se observaron cambios en la tension superficial (Romero-Pefia et al., 2020).

3.5 Ensayo antiadherencia sobre superficie de poliestireno

La accién del pretratamiento de BCE se evalué considerando tres modelos de
microorganismos, E. coli ATCC 11775, S. aureus ATCC 12600 y L. monocytogenes ATCC 19115,
gue representan un problema por la formacion de biofilms en las industrias carnicas. En primer
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lugar, se llenaron con 200 pL de varias concentraciones de BCE (2-4000 mg/L) las microplacas
de 96 pocillos (Brand Plates, Wertheim, Alemania). Posteriormente, los microorganismos fueron
inoculados en condiciones para formar biofilms utilizando el método planteado por (Coronel-Le6n
et al., 2016b). Luego, para la cuantificacion de la inhibicion de la adhesién microbiana, los pocillos
se lavaron con agua destilada, se fijaron durante 15 minutos con metanol y se tifieron durante 20
minutos con cristal violeta al 1% en peso. Después de lavar y secar, la mancha de los pocillos se
diluy6é con 200 pl de &cido acético y se determiné la absorbancia a 595 nm. Los porcentajes de
inhibicion de la adhesion microbiana se calcularon utilizando la Ecuacion 1:

Ecuacion 1: Porcentaje de inhibicion de la adhesién microbiana = [1 - (%)] x 100.

Donde Ac representa la absorbancia del micropocillo con BCE a la concentracion (c), y
Ao es la absorbancia del micropocillo control (ausencia de BCE). Para el postratamiento con
BCE, las células microbianas adheridas se pusieron en contacto con 200 pyL de diferentes
concentraciones de BCE (2—4000 mg/L) y se incubaron a 25 °C durante 6 horas. La cuantificacion
se llevd a cabo como en el procedimiento de pretratamiento.

3.6 Actividad antimicrobiana de BCE: curva de letalidad

Se prepararon suspensiones de microorganismos con una densidad celular de
aproximadamente 1x10® UFC/mL en agua de peptona tamponada a partir de un cultivo de
crecimiento de 24 horas de cada cepa: E. coli ATCC 11775, S. aureus ATCC 12600 y L.
monocytogenes ATCC 19115 en TSA a 30 °C. Para evaluar la actividad antimicrobiana de BCE
se afiadi6 a una concentracion final de 800 ppm. El contacto entre BCE y los microorganismos
se controlé durante 60 minutos y los recuentos de células viables calcularon la viabilidad
bacteriana en UFC/mL después de la exposicién. Luego, se diluyd 10 veces en serie la
suspension bacteriana tratada, se esparcieron alicuotas de 0,1 ml en la superficie de la placa
TSA 'y se incubaron a 37 °C durante 24 a 48 horas. Las suspensiones bacterianas de control se
corrieron en paralelo. La viabilidad se calcul6 con la Ecuacion 2, donde N es el nimero promedio
de colonias contadas en tres placas y d es el factor de dilucion (Coronel-Le6n et al., 2017).

Ecuacién 2: Niumero de bacterias = N/d

3.7 Disefio del sistema de limpieza fuera de lugar (COP) utilizando BCE

El potencial de BCE como producto de limpieza se evalué mediante el disefio de un
sistema abierto de limpieza en las instalaciones del laboratorio de procesamiento de carne en la
planta piloto de ESPOL después de la produccion de salchichas finas. La formulacién de la
salchicha se muestra en la Tabla 3.1. En primer lugar, se establecieron los equipos y utensilios
criticos: cuchillos, molino, cortador, embutidor y rebanador. En segundo lugar, en colaboracion
con la empresa Chemical Cleans, se formularon tres productos para ser utilizados como agentes
de limpieza después del proceso de elaboracion de embutidos. El primer producto es un
compuesto de referencia, denominado COP-A, descrito anteriormente. Para el producto COP-B
se sustituy6 el SLES por BCE al 5% v/v, manteniendo constante el resto de los ingredientes
(gluconato de sodio (Ce¢H11NaOy), tripolifosfato de sodio (NasP3;010) Y agua desmineralizada).
Finalmente, el producto COP-C contiene BCE (5%) y agua desmineralizada. Los productos se
evaluaron como parte de un proceso COP al 3 % v/v durante siete minutos recomendado por
Chemicals Clean.
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Tabla 3.1
Formulacién de salchichas producida en el laboratorio de procesamiento de
carne.

Materia Prima % Composicion
Cerdo 40
Res 20
Grasa 15
Cuero de cerdo 15
Proteina Aislada de soya 5
Nitritos 1
Condimentos 4

Fuente: Autor

3.7.1 Descripcion del método de limpieza COP

Una vez establecidos los productos y las condiciones de aplicacion, se procedié al
proceso de limpieza, comenzando con el desmontaje de las partes moviles de los equipos y
utensilios antes descritos. Posteriormente, los residuos organicos fueron barridos y se realizé el
enjuague inicial a temperatura ambiente. A continuacién, se aplicé la solucién de limpieza y se
realiz6 un lavado mecéanico con esponjas y cepillos. Finalmente, se aplicé el enjuague final para
eliminar restos de carne y detergente. Posteriormente, se realizé la verificacion microbioldgica.

3.7.2. Verificacion microbioldgica

Las muestras se analizaron microbiolégicamente segun los métodos propuestos por la
normativa regional N° 461-2007/MINSA. Las muestras se tomaron después de la produccion de
salchichas para la carga microbiana inicial y después de los procedimientos de limpieza con los
diferentes productos de limpieza. Después de la limpieza, se tomaron muestras al azar de varios
puntos de las superficies. Cada muestra se tomé hisopando 100 cm?de la parte mas critica del
equipo y utensilios: cuchillos, molino, cortador, embutidor y rebanador. Los hisopos con las
muestras se colocaron en 10 mL de agua peptonada y se mezclaron durante dos minutos para
liberar los microorganismos presentes. Para evaluar la eficiencia del proceso COP, se
cuantificaron los microorganismos aerdbicos mesdfilos viables y las coliformes totales utilizando
métodos de conteo rapido (Compact Dry Nissui). Los resultados se expresaron como logaritmo
de unidades formadoras de colonias (UFC)/cm?. Ademas, la reduccion de la carga microbiana se
calcul6 mediante la Ecuacion 3, donde Ci es el valor promedio de la muestra inicial antes del
tratamiento y Cfm es el valor promedio de la muestra final después del tratamiento, ambos
informados en log UFC/cm?.

Ecuacion 3: Porcentaje de reduccion de carga microbiana = [(Ci — Cfm)/Ci] * 100 (3)
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3.8. Anédlisis Estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software estadistico Statgraphics
(USA, 2009). Se usaron estadisticas descriptivas para observar tendencias en el conjunto de
datos, y todos los resultados se representaron como el promedio de tres experimentos
independientes con su desviacion estandar correspondiente. Se realizé un analisis de varianza
(ANOVA) con un intervalo de confianza del 95% para evaluar la reduccién de la carga microbiana
en las superficies utilizando las diferentes soluciones. Se realizo la prueba de Fisher de la
Diferencia Minima Significativa (LSD) al 95% de confianza para analizar qué grupos podian
presentar diferencias significativas.



CAPITULO 4
4. RESULTADOS

4.1. Produccion de biosurfactante

En trabajos anteriores, se identificé a B. subtillis DS03 de cultivos de cacao para producir
un extracto organico con alta actividad superficial. Una evaluacion preliminar mostré que la
produccion de BCE se vio afectada por la fuente de carbono (p. €j., CeéHi1206), la fuente de
nitrégeno (p. ej., NaNOs) y las sales de fosfato (p. ej., Na,HPO.y KH,POQO,) (Serrano et al., 2021).
Este estudio evaluo tres fuentes alternativas de carbono para la produccion econémica de BCE
(es decir, almidon de yuca, suero y melaza) de acuerdo con un nuevo enfoque sostenible del
proceso biotecnoldgico. Todas las fuentes de carbono alternativas contenian monosacaridos (es
decir, glucosa y fructosa), disacéaridos (p. €j., sacarosa y lactosa) y polisacéridos (p. €j., almidon).

El efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la produccion de BCE, la tension
superficial y la biomasa se muestran en la Figura 4.1. En el medio con almidon de yuca (glucosa
como componente mayoritario), se promovid significativamente el crecimiento de la cepa DS03
(1,1 g/L) en comparacion con otros medios. Sin embargo, la produccién de BCE fue limitada (0,08
g/L) y la tensién superficial fue la mas alta (68 £ 1 mN/m), lo que indica una baja riqueza de SB
en BCE. Bacillus DS03 en el medio con suero de leche (lactosa) mostr6é un crecimiento de 0,66
g/L y la produccién de BCE mas insuficiente (0,045 + 0,1 g/L) de todos los medios, con una
tension superficial de 49 mN/m, que fue menor en comparacion al medio de almidon. La
produccion con melaza (es decir, rica en sacarosa, fructosa y glucosa) mostro la reducciéon mas
significativa en la tension superficial (35 mN/m) que los otros medios, similar a la glucosa (en
promedio 33,5 + 1 mN/m). Ademas, la melaza en el crecimiento bacteriano reporté un aumento
significativo en comparacién con la glucosay el suero, y se observé la mayor produccién de BCE
(0,85 + 0,05 g/L) incluso en comparacién con el control (0,618 + 0,04).

La disminucién de la tensién superficial fue significativa con Bacillus DS03 (35 mN/m) en
comparacion con un surfactante biélogico producido por cepas de Lactobacillus (41,90 mN/m)
también obtenido con melaza (Mouafo et al., 2018). Se informa que los tensioactivos adecuados
disminuyen la tensién superficial a 35 desde 72 mN/m (Santos et al., 2016), lo que indica que
Bacillus DS03 tuvo eficacia en la interfase. En comparacién con la glucosa y otras fuentes de
carbono, el incremento en la produccion de BCE con la melaza se debié al contenido significativo
de azucar, minerales y vitaminas del sustrato. Estos resultados coincidieron con la produccion
eficiente de surfactante biolégico a partir de Bacillus subtillis(Fonseca et al., 2007; Heryani &
Putra, 2017a; Sharma et al., 2020; Valenzuela Ruiz et al., 2020). Por otro lado, la relacion entre
el crecimiento microbiano y la produccién de BCE utilizando un medio que contiene melaza como
fuente de carbono, NaNOs como fuente de nitrégeno y sales de fosfato (Na;HPO.y KH2PO4) se
muestra en la Figura 4.2

La fase de latencia dur6 alrededor de 9 horas, y esto se debe a que la melaza es un
sustrato complejo. Posteriormente, la fase de crecimiento exponencial comenz6 desde la hora 9
hasta la hora 15; simultdneamente, se evidencié una disminucion significativa en la tension
superficial (67-53 mN/m). Después de 27 horas, se alcanz6 la producciéon méaxima de BCE
(0,012-0,152 g/L) mientras que la tension superficial disminuy6 a su punto mas bajo, 28,7 mN/m.
Dado que esta relacion ocurrio dentro de la fase estacionaria, se sugiere que BCE corresponde
a un metabolito secundario. Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que la tendencia de
crecimiento de la cepa vuelve a aumentar después de 27 horas; este patron podria estar asociado
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con la compleja composicion de la melaza. EI comportamiento encontrado aqui es similar al
descrito por (Coronel-Ledn et al., 2016a), donde se observé la produccién de liquenisina a partir
de cepas de B. licheniformis. Durante la fase exponencial (12 a 36 horas), la produccién de
liguenisina aument6 proporcionalmente con el crecimiento microbiano y la reduccion de la tension
superficial.
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Figura 4.1 Produccion de tension superficial, biomasay extracto crudo de
biosurfactante en glucosa, melaza, suero y almidén por crecimiento de Bacillus subtilis
DS03.

Fuente: Autor

Por lo tanto, el uso de residuos o subproductos agroindustriales como materia prima
reducira los costos iniciales. La melaza tiene 40-60% en peso de azlcares y aportan varios
aminoacidos, vitaminas y sales inorganicas. Por esta razon, los resultados de produccion
encontrados con B. subtilis DS023 estan asociados con la composicién de la melaza. Sin
embargo, este resultado de produccién no es una regla general. La utilizacién preferida de la
fuente de carbono puede variar entre diferentes cepas de Bacillus spp., lo que puede atribuirse
a diferencias en los niveles moleculares, segun (Gaur et al., 2022).

Asimismo, la evidencia cientifica sugiere que la disponibilidad de azlcares hexosas y
pentosas, como las mencionadas anteriormente, ayudan a determinar el patrén de crecimiento y
la concentracion de produccion de surfactante por cepas de Bacillus (Sharma et al., 2020).
También se ha demostrado que una alta concentracion inicial de azucar ayuda a minimizar los
costos. En este término, Bacillus puede procesar altas concentraciones de glucosa, de ahi la
posibilidad de utilizar fuentes de carbono con un porcentaje significativo de azlcar en su
composicion (Fonseca et al., 2007; Heryani & Putra, 2017b).
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La melaza es una fuente esencial para la obtencidon de tensioactivos microbianos; sin
embargo, es necesario mencionar que su uso también implica el desarrollo de estrategias
adicionales para la purificacién del producto. Estas técnicas incluyen didlisis, microfiltracion y
adsorcion, que deben investigarse mas a fondo para una mejor separacion de los bioproductos
de los medios de melaza complejos . Sin embargo, el grado de purificacion del surfactante
microbiano (SM) depende de la aplicacion final de estos compuestos. Asi, esta investigacion se
enfoca en BCE y sus propiedades descritas en la siguiente seccion para desarrollar un proceso
econdémico (Miljana Djordjevi¢ et al., 2019)
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Figura 4.2 Evolucién temporal de la produccion de extracto crudo de biosurfactante,
tension superficial, produccién de biomasa en medio de melaza por B. subtilis DS03.

Fuente: Autor

4.2. Propiedades fisicoquimicas y biolégicas del BCE

El extracto organico biosurfactante (BOE) se obtuvo utilizando metanol, obteniendo una
recuperacion de 0,052 g/L. La purificacion de BOE también se realiz6 mediante la técnica de
cromatografia en columna a partir del extracto organico, a partir del cual se obtuvieron tres
fracciones purificadas (BOE1, BOE2 y BOE3) y se agruparon en funcién de su polaridad. Las
fracciones purificadas presentan valores de RfBOE1 = 0,89, RfBOE2 = 0,38 y Rf BOE3 = 0,12.
En cuanto a la disminucién de la tension superficial de control (70 mN/m), BOE1 y BOE3
provocan una disminucion de 45 mN/m y 53 mN/m, respectivamente. Por otro lado, la fraccion
BOE2 disminuyd la tension superficial de 70 a 29 mN/m. Por lo tanto, la fraccion que redujo la
tension superficial a mas de 20 mN/m fue BOE2, y esta fraccion se utilizd para comparar la
estabilidad y las propiedades fisicoquimicas con el producto BCE.
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4.2.1. Efecto del pHy latemperatura en la accion de BCE

Propiedades como la reduccién de la tensién superficial son esenciales para la aplicacion
de BCE en sistemas de limpieza; por lo tanto, se evalué a varios pH y temperaturas. La
disminucion del valor de la tensién superficial para BCE y BOE2 fue de 34 mN/my 30 mN/m,
respectivamente. Como se ve en la Figura 4.3, la tension superficial de BCE y BOE2 se mantuvo
constante en el rango de temperatura evaluado (4-121 °C). Permanecié estable hasta una
temperatura de esterilizacion (121 °C). Por otro lado, la Figura 4.4 muestra que a medida que el
pH aumentd de 6 a 14, la tension superficial de BCE y BOE2 se mantuvo estable. En el caso de
BCE, se observo un aumento significativo de la tensién superficial (59 mN/m) en condiciones
acidas (por debajo de pH 4). Corrobora la resistencia de los surfactantes bioldgicos al mantener
su efectividad en condiciones extremas (Karlapudi et al., 2018).

Por ejemplo, el lipopéptido producido por Nesterenkonia sp. MSA31 es termoestable en
rangos de temperatura entre 4y 121 °C y a un pH de 6,0 a 9,0. Estas propiedades son adecuadas
para las industrias de helados y cosméticos (Kiran et al., 2017). Ademas, el lipopéptido
microbiano aislado de Pontibacter korlensis SBK-47 mostré estabilidad en un amplio rango de
pH (4-10) y temperaturas de hasta 100 °C (Balan et al., 2016). Al mismo tiempo, (Hentati et al.,
2019) inform6 que SM de Bacillus stratosphericus FLU5 mantuvo una tension superficial
constante (en promedio 35,5 mN/m) en un amplio rango de pH (2,1-12) y cubrié un amplio rango
de temperatura (4-121 °C). Se sabe que el SB obtenido de B. paralicheniformis presenta
estabilidad incluso después de esterilizarlo en autoclave a 121°C durante 20 min y mantenerse
en almacenamiento durante 6 meses a -18 °C, mostrando una actividad superficial estable a pH
entre 5y 11 (Ahire et al., 2020).
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El amplio rango de pH observado y la temperatura frente a la estabilidad de la tension
superficial de BCE y BOE2 sugieren una buena compatibilidad en diversas aplicaciones
industriales. Especificamente, productos de limpieza utilizados en los hogares y las industrias
generalmente estan sujetos a 25-60 °C y pH 7,0-11,0. Por lo tanto, esto sugiere que BOE2 y
BCE son ingredientes prometedores termoestables y tolerantes al pH para formulaciones de
limpieza (Fei et al., 2020). De manera similar, (Schultz & Rosado, 2020) describieron que la
estabilidad del producto mas limpio es esencial para los procesos industriales asociados con
condiciones extremas de pH, temperatura y fuerza iénica.

70

60

50

1
a

40 o

!
Oe1
O e
Om
Om
Oe
Oe
(m J
De
Oe

30

20

Tensidn Superficial (MN/m)

10 -

O BCE e BOE
Figura 4.4 Tension superficial vs. pH
Fuente: Autor

4.2.2. Actividad emulsionante

Cuando una solucién que contenia BCE y BOE2 (por separado) estuvo en contacto con
diferentes aceites, se encontr6 que ambos compuestos podian formar emulsiones estables con
aceites de aguacate (68 % de acido linoleico), soja (62 % de acido oleico) y coco ( 45% de acido
palmitico). El indice de emulsificacion (E24) con BCE fue superior al 80%, con todos los aceites
estudiados. Mientras que, para BOE2, el indice de emulsificacién con los aceites de aguacate,
soya y coco fue de 98%, 95% y 81%, respectivamente. El indice de emulsificacion designa la
fuerza del tensioactivo para evitar la separacion de fases (Suryanti et al., 2017). El BCE y el
BOE2 actuaron sobre la mezcla de liquidos inmiscibles (es decir, medio acuoso/aceite vegetal),
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formando una emulsion en ambas fases. La emulsién formada mostré un aspecto completo y
homogéneo con la concentracién analizada. Las tasas de emulsificacion con BCE y BOE2 fueron
superiores al 80% para los tres aceites ensayados, lo que mostré la mayor capacidad de ambos
compuestos para estabilizar emulsiones con aceites vegetales durante 24 horas.

Con BCE y BOE2, los aceites de aguacate y soya formaron fuertes emulsiones
aceite/agua, mientras que la mezcla con aceite de coco presentd una emulsion suave en su fase
acuosa. Podria atribuirse a los acidos grasos predominantes en estos aceites. El acido palmitico
es saturado y tiene una cadena mas corta (C16:0) en comparacion con los acidos grasos
insaturados como el oleico (C18:1 cis-9) y &cido linoleico (C18:2, cis-9,12), predominantes en los
aceites de aguacate y soja, respectivamente (Essien et al., 2013). Ciertos estudios describen a
los SB como compuestos de bajo peso molecular formados principalmente por glicolipidos y
cadenas cortas de lipopéptidos, a diferencia de los bioemulsionantes (BE) de alto peso molecular
(Caulier et al., 2019). Se sugiere que los lipopéptidos producidos por la especie B. subtilis con
bajo peso molecular reducen la tension superficial mas que los emulsionantes (Koim-Puchowska
et al.,, 2019). Sin embargo, el SB producido por la cepa DS03 demostré tener excelentes
propiedades en la formacién de emulsiones. La capacidad emulsionante va de la mano con el
valor HLB (es decir, equilibrio hidrofilico-lipofilico), que denota la capacidad de un surfactante
para formar emulsiones de aceite en agua (O/W) o agua en aceite (W/O) . En este caso, la
capacidad del SB tuvo éxito en la formacion de emulsiones O/W.

4.2.3. Determinacion de la Concentracion Micelar Critica (CMC)

La CMC es la concentracion a la que comienzan a formarse las micelas. Mas alla de la
CMC, no se notan cambios en las propiedades interfaciales (Rosen & Kunjappu, 2012). Las
cepas deseadas producen SB con los valores de CMC mas bajos y una alta reduccion de la
tension superficial. En este estudio (Fig. 4.5y 4.6), se puede observar una disminucion progresiva
de la tensién superficial a mayores concentraciones de BCE, alcanzando un valor minimo de 33
mN/m y una CMC de 24,66 ppm. BOE también disminuyd la tensién superficial a 30 mN/my tuvo
una CMC de 19,16 ppm. La eficacia y la eficiencia pueden describir al SB. Por lo tanto, los
resultados de CMC sugieren que BCE y BOE son eficientes debido a la baja concentraciéon
requerida para lograr la maxima reduccion de la tension superficial. Los valores de CMC también
estuvieron cerca de los surfactantes bioldgicos lipopeptidicos de diferentes especies de Bacillus
(Slivinski et al., 2012; Zhao et al., 2012). Segun la literatura cientifica, una caracteristica que hace
gue el SM sea superior a los tensioactivos sintéticos son los bajos valores de CMC (Fenibo et
al., 2019b; Slivinski et al., 2012). Por ejemplo, LAS y SLES son compuestos aniénicos
ampliamente utilizados en operaciones de limpieza y tienen una CMC de 100 ppm y 1100 ppm
(Sulek et al., 2010), respectivamente. Con ambos compuestos, las concentraciones estan por
encima de BCE y BOE reportadas en este estudio.

Segun los resultados, el BOE y el BCE tienen propiedades fisicoquimicas estables
comparables a los surfactantes biol6gicos reportados por varios investigadores. Ademas, obtener
un BCE requiere menos tiempo y recursos que un BOE. Por lo tanto, nuestra investigacion
demuestra la viabilidad de usar BCE para reemplazar BOE. Futuras secciones deben enfocarse
en las propiedades biol6gicas de BCE y su potencial para ser parte del sistema de limpieza en
el procesamiento de alimentos.
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4.3. Ensayo de antiadherencia sobre superficie de poliestireno

El BCE presentd actividad antiadherente contra E. coli ATCC 11775, S. aureus ATCC
12600 y L. monocytogenes ATCC 19115. Cuando se pretraté una superficie de poliestireno con
BCE, se observo una disminucion aparente en la adhesion de bacterias (Fig. 4.7). El efecto
antiadherente de BCE dependia de la concentracion. A las concentraciones estudiadas hasta
1000 ppm, el mayor efecto antiadherente contra E. coli alcanzé el 91,64%. En cambio, se obtuvo
una inhibicion menor para S. aureus (56 %) y L. monocytogenes (71 %) a la misma concentracion.

Es importante sefialar que la inhibicibn maxima para cada microorganismo probado
ocurrié en una concentracion superior a 2000 ppm. Por el contrario, otro enfoque es romper la
biopelicula formada por microorganismos. La Figura 4.7 muestra los datos obtenidos para el
postratamiento con BCE, y estos valores de antiadherencia fueron inferiores a los reportados en
el pretratamiento en todos los microorganismos probados. La disrupcién maxima producida por
BCE fue de 50,10% para E. coli, 55,77% para S. aureus y 59,44% para L. monocytogenes en
una concentracion superior a 250 ppm. Asi, la accién de BCE fue mas efectiva en el
pretratamiento contra los tres microorganismos ensayados. Sin embargo, en términos de
concentracion de BCE, se utilizé una cantidad baja después del tratamiento para lograr la maxima
inhibicion. La capacidad de los microorganismos para producir un biofilm como proteccién contra
las técnicas de desinfeccion podria desarrollar patégenos alimentarios resistentes a los
antimicrobianos.

100 ~
90 - & ; féf_' Tt :‘::.é
e

Inhibicién de Adherencia (%)

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Concentration (ppm)

(e) Escherichia coli. (X) Staphylococcus aureus. (o) Listeria monocytogenes.

Figura 4.7 Respuesta de inhibicion de la adherencia utilizando BCE en el pretratamiento.

Fuente: Autor
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Las industrias alimentarias eliminan los biofilms con diversos métodos, incluidas técnicas
biolégicas (p. €j., bacteriéfagos, enzimas antibiofilms, bacteriocinas de bacterias del acido lactico)
(Yuan et al., 2019) y tensioactivos microbianos (p. €j., surfactina y ramnolipidos) (Nitschke &
Silva, 2017). Varios investigadores han informado que la accién del SB en la prevencién de
formacion de biofilms podria resultar de las fuerzas de repulsion entre las cargas negativas de la
superficie microbiana y la carga negativa de la superficie recubierta con moléculas de SM
(Coronel-Le6n et al., 2016a). Asimismo, el efecto de disrupcion resulta de la penetracion y
absorcion de SM en la interfaz entre la superficie sélida y las bacterias formadoras de biopeliculas
adheridas, lo que reduce la tensién interfacial y facilita la eliminacién de biopeliculas (Nitschke &
Silva, 2017). Los resultados obtenidos aqui también fueron informados por (Singh & Sharma,
2020a), que describieron que el lipopéptido (6 g/L) producido por Bacillus tequilensis inhibia méas
del 99% de los microorganismos en el acero inoxidable. Ademas, la pontifactina purificada mostré
una actividad antiadherente maxima del 99 % contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi y Vibrio cholerae a 2 mg/L (Balan et al., 2016).

Del mismo modo, (de Araujo et al., 2016) evaluaron el potencial de dos tensioactivos
bioldgicos contra la formacion de biofilms por parte de L. monocytogenes y Pseudomonas
fluorescens en superficies como el acero inoxidable y el poliestireno. Informaron que los
ramnolipidos y la surfactina exhibieron una actividad antiadherente sobre el poliestireno en un 79
% y un 54 %, respectivamente. Por el contrario, la formacion de biopeliculas en las superficies
de acero inoxidable se redujo al 83 % y al 73 %, respectivamente. Estas observaciones sugieren
gue el BCE encuentra perspectivas prometedoras para muchas aplicaciones de limpieza.
Ademas, (Smith et al., 2020) también indicé que el uso de productos que contienen surfactantes
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biol6gicos junto con o como una alternativa a los limpiadores fuertemente quimicos puede ser
mas efectivo en la desinfeccion.
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4.4. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se eligieron tres microorganismos, particularmente problematicos para analizar la
actividad antimicrobiana del BCE dentro la industria alimentaria. Cuando las células bacterianas
se trataron a 800 ppm de BCE, se encontré una reduccion efectiva de la viabilidad después de
15 min de tratamiento, logrando una reduccién maxima (7 log UFC/mL) después de 60 min (Fig.
4.11). La disminucién microbiana de E. coli y L. monocytogenes sigue un patron similar. En los
primeros 15 min de contacto con el BCE, aproximadamente una disminuciéon de 8 a 4 log
UFC/mL. El comportamiento de ambos microorganismos (Fig. 4.11.A y 4.11.C) mostr6 una
reduccion similar a lo largo de los 60 minutos, donde la disminucion fue de 7 log UFC/mL.

De manera similar, S. aureus (Fig. 4.11.B) logré la misma tasa de reduccion microbiana
a los 60 minutos de contacto. Sin embargo, no mostré una disminucion tan drastica en los
primeros 15 minutos, pero disminuy6é en 6 log UFC/mL a los 30 minutos. Al comparar los
resultados con el control, se puede determinar que una reduccién microbiana alcanzé
aproximadamente el 90% a los 60 min de contacto independientemente del microorganismo en
estudio. La Unica variacion es la velocidad de accién, que puede depender de las caracteristicas
especificas de cada microorganismo y de como interactan con el BCE.

Sin embargo, el efecto fue similar para E. coli y L. monocytogenes, independientemente
de su naturaleza Gram-negativa o Gram-positiva. Mostraron el mismo patrén de comportamiento
demostrando que el compuesto BCE tiene un importante efecto inhibitorio que permite eliminar
hasta el 90% de los microorganismos en contacto directo con él en aproximadamente 60 min.
Varios factores pueden afectar la eficacia antimicrobiana de los biocidas, pero el tiempo de
contacto es probablemente el factor mas critico. Se inform6 una reduccién similar (mas del 90%)
después de 1 hora de crecimiento en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tratadas con
biosurfactante lipopeptidico (6000 ppm) producido por Bacillus tequilensis cepa SDS21 (Singh &
Sharma, 2020b). (Coronel-Le6n et al., 2016a)también informaron una reduccion en la viabilidad
de 6 unidades logaritmicas cuando se us6 liquenisina/catiénico (es decir, mezcla de tensioactivos
de aminoacidos) contra E. coli O157:H7 y L. monocytogenes. En consecuencia, el patrén
obtenido aqui es consistente con la accién de los lipopéptidos convencionales. El efecto
antimicrobiano mejoré a medida que aumento el tiempo de contacto, lo que sugiere que el tiempo
podria ser esencial para eliminar la poblacion microbiana.
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4.5. Evaluacién de BCE en un proceso de limpieza fuera de lugar (COP)

Del andlisis cualitativo del proceso de embutidos, se determinaron las etapas de
molienda, corte y embutido como puntos criticos debido al mayor tiempo de contacto entre la
carne cruda y los equipos y utensilios utilizados. Por esta razon, la evaluacion de los productos
de limpieza se centrd en estas etapas, que representan un mayor riesgo microbiano para el
producto y el consumidor. Las cuchillas, el molino, el cortador, la embutidora y la rebanadora
utilizadas en la produccion de salchichas presentaron un recuento inicial de microorganismos
aerobios mesdfilos (Fig. 4.12) en un rango de 4,2 a 4,8 log UFC/cm?. Asimismo, el rango inicial
de recuento de coliformes totales (Fig. 4.13) fue de 3,5 a 4,6 log UFC/cm?. La reduccién de
microorganismos en cuchillos, molino, cortador, embutidor y rebanador utilizados en el proceso
de salchichas tratadas con los tres productos, COP-A, COP-B y COP-C, se muestran en la Figura
4.12. para aerobios mesofilos y 4.13 para coliformes totales.

En cuanto a los microorganismos aerobios mesdfilos, tras la operacién de limpieza con
un producto convencional COP-A (Fig. 4.12), los recuentos se redujeron significativamente,
reportando un rango de 0,15-1,25 log UFC/cm?. De manera similar, el producto COP-B (Fig. 4.12)
desencadend una reduccidn en el recuento de estos microorganismos a un rango de 0,89 a 1,10
log UFC/cm?. Tampoco se detectaron microorganismos aerobios meséfilos en la cortadora. Es
importante mencionar que la reduccion microbiana en cuchillos (de 4,62 a 2,64 log), molino (de
4,42 a 2,30 log), cortadora (de 4,35 a 2,31 log), embutidora (de 4,84 a 2,17 log) y rebanadora (de
4,28 a 1,83 log) usando COP-C (Fig. 4.12) como producto sanitizante fueron mas bajos que los
encontrados para el tratamiento convencional COP-A y el producto COP-B.

Basado en la American Public Health Association (APHA) (Association et al., 1995), el
limite establecido para los microorganismos aerobios meséfilos fue de 2,00 log UFC/cm?. Por
encima de este limite indica condiciones higiénico-sanitarias insatisfactorias. Por lo tanto,
nuestros resultados reportan que los conteos de placas aerébicas de los productos COP-A 'y
COP-B fueron inferiores al limite para la superficie evaluada. Mientras que el conteo de placas
del proceso COP-C en todos los equipos y utensilios no logré condiciones higiénicas. La prueba
ANOVA mostré diferencias significativas entre los tres productos (p < 0.05), pero la prueba LSD
Fisher demostré que COP-A y COP B no tuvieron diferencias significativas, al contrario de COP-
C, que si tuvo diferencias con cada producto mencionado antes. Estos resultados respaldan el
analisis cuantitativo donde COP-C mostr6 menos eficacia en la reduccién de microorganismos
aerobios mesdfilos en las superficies probadas. Finalmente, se ha demostrado que COP-A y
COP-B tienen un efecto similar sobre este tipo de microorganismos y pueden utilizarse como
agentes de limpieza de superficies en la industria alimentaria.

Por otro lado, con los coliformes totales después de la operaciéon de limpieza con un
producto convencional COP-A (Fig. 4.13), los recuentos se redujeron mucho en un rango de 0,39
a 1,41 log UFC/cm?, sin deteccion en embutidora y rebanadora. Asimismo, el producto COP-B
(Fig. 4.13) desencadend una reduccion en el recuento de estos microorganismos en un rango de
1,15 a 1,29 log UFC/cm? y no se detectdé en cuchillos, molinos, cortadores, embutidores y
rebanadores. Con respecto al producto COP-C (Fig. 4.13), los conteos disminuyeron en promedio
2,55 log UFC/cm? para todos los equipos y utensilios. COP-C como producto mas limpio fue
menos efectivo que los productos COP-A y COP-B.

Con base en las recomendaciones de (Sneed et al., 2004), el limite establecido para
coliformes totales es de 1,00 log UFC/cm?; por lo tanto, COP-A logr6é condiciones higiénicas
satisfactorias para el molino, embutidora y rebanadora. En comparacion, cuchillos y cortadores
presentaron conteos superiores al limite recomendado. De lo contrario, con COP-B, el estandar
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de limpieza se cumplié solo en la rebanadora. A pesar de la disminucion del recuento de
coliformes con COP-C, la reduccion no fue satisfactoria. La prueba de ANOVA y LSD Fisher
demostré que COP-A y COP-B no tuvieron diferencias significativas, a diferencia de COP-C, que
tuvo diferencias con cada producto mencionado anteriormente, en relacion con los resultados de
los microorganismos aerobios mesdfilos.

Como se menciond, los productos COP-A y COP-B disminuyeron de manera eficiente los
microorganismos aerobios mesdfilos en todos los equipos y utensilios probados. Sin embargo, la
accion de estos compuestos frente a coliformes totales depende de la superficie evaluada. Por
ejemplo, COP-C no alcanz6 ambos limites microbiolégicos. Los resultados de la carga de
reduccion microbiana mostraron una disminucién aparente de la carga microbiana inicial con
todos los productos en todos los equipos y utensilios utilizados. Con COP-A, la reduccién
microbiana promedio fue de 83.14% y 85.66% para microorganismos aerobios mesofilos y
coliformes totales, respectivamente. En la misma linea, COP-B provocé una disminucion del
82,24% y 75,59% en microorganismos aerobios mesdfilos y coliformes totales, respectivamente.
Finalmente, los promedios de reduccién microbiana con COP-C estuvieron en torno al 50,07%
(microorganismos aerobios mesdfilos) y al 35,58% (coliformes totales).

La reducciéon microbiana general sugiere que la accion de COP-A, COP-B y COP-C
podria mejorarse mediante la aplicacion de estrategias de prevencién para reducir la carga
microbiana inicial. Un enfoque preventivo podria ser la aplicacion correcta y estricta de buenas
practicas de fabricacion (GMP) para disminuir el riesgo de contaminacion microbiana. La
combinacién con procedimientos de desinfeccién también puede ayudar, por ejemplo, al uso de
operaciones fisicas (p. €j., ultrasonido, tecnologia de plasma, luz ultravioleta) o productos
bioldgicos (p. €j., acidos organicos, aceites esenciales, enzimas).

La disminucién del recuento de microorganismos en los equipos y utensilios utilizados
durante la produccién de salchichas podria deberse a un mecanismo similar al detergente
producido por el BCE (COP-B y COP-C) relacionado con la actividad de la superficie. Los SB
penetran en las membranas biolégicas y alteran su estructura y funcion, lo que puede deberse a
la permeabilizacion o a la solubilizacién de la membrana (Aranda et al., 2005; Coronel et al.,
2017). El efecto COP-B es comparable con (Brasil et al., 2017) en el que se encontr6 una
disminucién significativa (2 log UFC/cm?) en el nimero de microorganismos patdégenos en
cuchillos aplicando ultrasonido con agua potable clorada.
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Figura 4.12 Perfil aerobio mesofilico de cuchillos, molino, cortador, embutidor y rebanador
utilizados durante la produccién de salchichas. El limite establecido se muestra en una linea
roja

Fuente: Autor



Log CFU/cm?

29

6 - Carga Inicial 6 r COP-A
5 t [ 5 |
4 L I I l I 4 L
3 F 3 L
2 F 2 |
1 r 1 — — . — . — B o — — —_
0 0 I
§ 0\~Q cb,bo obe ‘)bo v’\\\o ﬂ\oo b@“) b@“b b@“)
QQ @ S N> ‘bﬂ\ oc‘ @Q X > QA
Q @é@ & @) CP’( éoé ‘Q‘bo
¢ &
6 -
6 .
s COP-B COP-C
5 |
4 L
4 L
3 r 3 L I I
-1
) | . 1
) S T A A BB _BR_HB_B
0 0
S & & & & S & & & &
<Y S & N > o d & & >
P é@ éo‘) ¢o é@ éo‘b'
@ RS
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

1. Se logro obtener BCE utilizando como fuente de carbono suero de leche, almidén de
yucay melaza, sin embargo, se logré determinar que utilizando un enfoque de economia
circular con melaza se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a la eficacia del
compuesto obtenido. Este compuesto report6 la mejor actividad superficial al reducir la
tension interfacial y mostrar baja concentracion para saturar el medio.

2. Los efectos de condiciones extremas como temperatura y pH en los compuestos crudo
y organico obtenidos se comportaron de maneras distintas. Para el caso de ambos
compuestos mantuvieron su capacidad de reduccion de la tensién superficial a
temperaturas entre 4 a 121°C. En el caso del pH, se determin6 que sometidos a pH
bajos la tension superficial aumentaba significativamente. Sin embargo, las condiciones
de limpieza en los hogares o industrias para la potencial aplicacion del producto
generalmente se encuentran en temperatura de 25 a 60°C y pH 7.0 — 11.0, por lo que
los resultados obtenidos indican que su potencial aplicacion de manera comercial bajo
estas condiciones es posible.

3. Ambos compuestos obtenidos mostraron una buena capacidad para formar emulsiones
estables con los aceites estudiados de aguacate, soja y coco. La formacion de una
buena emulsién es una de las caracteristicas mas importantes al estudiar estos
compuestos ya que nos indica que tiene un buen equilibrio hidrofilico-lipofilico lo que le
permite a los SB penetrar en emulsiones para facilitar el proceso de limpieza. De igual
forma, da la posibilidad de gue se use en mezcla con otros compuestos biolégicos para
la formulacién de soluciones sanitizantes y de limpieza con mas caracteristicas que
afiada a su propuesta de valor.

4. El extracto biosurfactante crudo demostr6 capacidad antiadherente frente a E. coli ATCC
11775, S. aureus ATCC 12600 y L. monocytogenes ATCC 19115 sobre superficies de
poliestireno. El mejor resultado se obtuvd con un tratamiento de 250 ppm sobre la
superficie de contacto con el compuesto BCE. Esta caracteristica permite indicar que su
utilizacién potencialmente ayuda a la proteccion de las superficies de poliestireno frente
a la formacién de biofilms.

5. La limpieza de cuchillos, molinos, cortadores, embutidoras y rebanadoras utilizando
COP-B (BCE 5% v/v) promovié una disminuciéon significativa en el nimero de
microorganismos aerobios mesdfilos y coliformes totales. Por lo tanto, esta investigacion
propone utilizar SB semipurificado como una excelente oportunidad para desarrollar un
proceso econémico para diversas aplicaciones. Ademas, la formulacion de una
estrategia de productos bioldgicos/quimicos podria reducir los impactos ambientales.
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5.2 Recomendaciones

1. El andlisis del comportamiento de los compuestos BCE y BOE luego de algin tiempo
de almacenamiento deberia ser analizado a mayor profundidad para determinar si el
tiempo afecta la eficacia de los compuestos frente a las propiedades estudiadas en
este trabajo.

2. El uso de estos compuestos dentro de la industria puede darse en mezcla con otros
compuestos organicos que le afiadan otras caracteristicas que se consideren
importante dentro del mercado. Para una correcta transicién desde el laboratorio a la
comercializacién es necesario determinar que otras propiedades busca el consumidor
dentro de este tipo de productos.

3. La capacidad antimicrobiana de los compuestos debe ser analizada frente a diversos
tipos de microorganismos que tengan importancia para la industria alimentaria. Seria
importante analizar su efecto frente a mohos y levaduras en un futuro trabajo.

4. El uso de los compuestos con otro fin comercial deberia ser analizado, como su
potencial aplicacién sobre frutos y verduras como un sanitizante directo de bajo
impacto ambiental que podria evitar la presencia de residuos quimicos en productos
minimamente procesados.
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