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Resumen. Los contaminantes emergentes representan un problema a nivel mundial debido al
rapido crecimiento poblacional e industrial, causando efectos negativos en el medio ambiente
y en la salud humana. Los componentes activos de los detergentes, denominados tensoactivos,
forman parte de estos contaminantes, representando un riesgo debido a que se utilizan masi-
vamente en productos de limpieza, ocasionando un efecto negativo sobre los ecosistemas. En
este trabajo de investigacion se evalué el efecto que tienen tres diferentes tensoactivos de uso
comin en la supervivencia de diversas colonias de bacterias extraidas del suelo. Se encontré
que la mayoria de los microorganismos no sobreviven al dodecil sulfato de sodio, mientras que
algunos de ellos aprovechan los tensoactivos no idnicos como fuente de alimento. La metodo-
logia implementada, puede ser usada para evaluar el efecto de diferentes compuestos quimi-
cos en la supervivencia de microorganismos de forma estandarizada.
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1 Descripcion de la problematica prioritaria abordada

El considerable aumento de la poblacién y la rapida industrializacion en los Gltimos afios ha
tenido un impacto negativo en el medio ambiente, particularmente en los ecosistemas terrestres
y acuaticos. El vertido de residuos de diversas industrias contamina en gran medida los cuerpos
de agua y suelo; a este tipo de contaminantes se les conoce como emergentes y se definen como
"cualquier producto sintético o natural, que tenga el potencial de causar efectos adversos en eco-
sistemas y/o a la salud humana" (Martinez-Organiz et al.,, 2023; Behera & Das, 2023).

Dentro de los contaminantes emergentes de mayor preocupacién, se encuentran en detergen-
tes, lavatrastes, jabones de tocador y los champs; estos productos de uso diario estan constitui-
dos por tensoactivos que a concentraciones altas, pueden llegar a ser toxicos y nocivos para los
ecosistemas (UC-Peraza y Delgado-Blas, 2012). Mao et.al. (2015) cita, que la presencia excesiva de
tensoactivos puede tener un efecto negativo debido a su actividad biolégica. Los tensoactivos
anionicos se pueden enlazar a macromoléculas bioactivas como péptidos, enzimas y ADN provo-
cando cambios en las funciones biolégicas de los microorganismos; por otro lado, los tensoactivos
cationicos pueden llegar a afectar la membrana citoplasmica de las bacterias y por su parte los
tensoactivos no idnicos ejercen actividad antimicrobiana al unirse a diversas proteinas y mem-
branas de fosfolipidos (Mao et al., 2015).
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La contaminacién por estos productos representa una amenaza para el medio ambiente y la
salud humana, es por ello se necesita limpiar, remover, eliminar y restaurar el sitio que ha sido
afectado por estos contaminantes. Los procesos biologicos de remediacion aprovechan la capaci-
dad de los microorganismos para degradar o transformar los contaminantes presentes en un sitio
contaminado, promoviendo la restauracion del entorno natural del sitio (Fernandez-Rodriguez et
al, 2014).

La presente investigacion se encuentra alineada a dos de los diecisiete Objetivos de Desarrollo
Sostenible. Objetivo 6 Agua y Saneamiento y Objetivo 15 Vida de Ecosistemas Terrestres; para este
proyecto se tomaron en cuenta las metas de los objetivos que buscan mejorar la calidad del agua
y del suelo buscando reducir la contaminacion, eliminando el vertimiento y minimizando la emi-
sion de productos quimicos en los ecosistemas.

2 Objetivo

Implementar una metodologia experimental por medio de retos microbianos que permita eva-
luar la concentracién a la que ciertas especies bacterianas aisladas de suelos contaminados so-
breviven ante la presencia de tensoactivos.

3  Propuesta tedrico-metodologica

Para evaluar la concentracién a la que los microorganismos sobreviven a la presencia de ten-
soactivos, se realizd lo siguiente:

1. Se prepararon soluciones de 100 ml con 3 diferentes tensoactivos, en la Tabla 1 se en-
cuentra la masa a utilizar, la cual se calcul6 a partir de su concentracidon micelar critica
(CMC).

2. Se prepararon cuatro soluciones a 1, 2, 3y 4 veces las CMC de cada tensoactivo, con
caldo nutritivo.

3. De cada una de las concentraciones de tensoactivos, se agregaron 9 ml de dilucion en
tres diferentes tubos de ensayo, adicionando 1 ml de cepa problema. Esta operacién se
repitié para cada tensoactivo, asi como para las diferentes cepas problema. Se utiliz6
un blanco, el cual solo contenia caldo nutritivo. Dicho procedimiento se explica de ma-
nera grafica en la Figura 1.

4. Todos los tubos se incubaron a 37 °C a 120 rpm por 24 horas. El método se realiz6 por
triplicado.

Tabla 1. Preparacion de soluciones a partir de la CMC de tensoactivos.

Cantidad
Tensoactivo CMC
[g/ 100 ml]
Tritdn X-100 0.15 0.24 x103M
Tween 80 0.016 1.2x10° M
SDS 2.88 0.01 M
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Elaboracion propia, noviembre 2022.

Para calcular el porcentaje de supervivencia de los microorganismos se emplearon microplacas.
En este procedimiento, se realiz6 lo siguiente:
1. Setomaron 200 pL de cada tubo, colocandolos en los pozos de la microplaca.
2. Secolocaron las concentraciones por triplicado de cada una de las diluciones.
3. Posteriormente se realiza una lectura espectrofotométrica en un lector de placasa 620
nm. Dicha técnica se hizo para cada tensoactivo con cada una de las cepas problema.
Para evaluar la supervivencia de los microorganismos, se realizaron calculos a partir de los re-
sultados de absorbancia en donde se emplearon las siguientes ecuaciones:

F-A=X, m

en donde:

Control de crecimiento: F

Caldo nutritivo: A

Alas soluciones problema, se les resta la absorbancia de las soluciones conteniendo solamente
tensoactivo y caldo nutritivo, resultando X

CMC-B =X, )

en donde:
Solucién problema: CMC
Solucion de las diferentes concentraciones de tensoactivo con caldo nutritivo: B

El porciento de inhibicion, por tanto, se obtiene:

Xi—X

— = % inhibicion, (3)

De la misma forma, el porcentaje de supervivencia se evalla:

% * 100 = % supervivencia. 4)
i

Cabe mencionar que un valor por arriba del 100% de supervivencia, indicaria que se observa
un crecimiento del microorganismo mas alla del crecimiento solamente con caldo nutritivo, por
lo que podria ser un indicativo que éste se encuentra utilizando al tensoactivo como fuente de
nutrientes.

De manera simultanea al llenado de las microplacas se tom6 una asada de cada tubo y se rea-
lizaron resiembras en cajas Petri con agar noble y PDA de cada tensoactivo con cada cepa pro-
blema, utilizando un control positivo (control de crecimiento) y un control negativo (medio sin
inocular). Posterior a las 24 horas de incubacion se observo el crecimiento en el control positivo.
La prueba de viabilidad permite determinar si las mediciones realizadas a partir del método es-

pectrofotométrico corresponden a la biomasa activa y al crecimiento poblacional.
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4 Discusion de resultados

De los tensoactivos analizados, el SDS inhibe el crecimiento de las cuatro cepas estudiadas, asi
como P. aeruginosa ATCC 27853 utilizada como control, en la Figura 2 se observa crecimiento
bacteriano solo por debajo del 40% en presencia de SDS en las cuatro concentraciones.

En la Figura 3, para el caso del Tween 80, las cepas H1y F2 mostraron porcentajes de supervi-
vencia entre 135% y 280% , es decir, hubo un aumento del crecimiento que puede atribuirse al
uso del tensoactivo como nutriente, considerando que este presenta una estructura quimica base
sorbitano, el cual deriva del sorbitol, uno de los principales gliicidos. Por el contrario, la supervi-
vencia de las cepas H6 y P. aeruginosa se ve afectada por este tensoactivo. Este tensoactivo inhibe
el crecimiento bacteriano, afectando directamente la viabilidad y las tasas de crecimiento.

El Tween 80 por arriba de una concentracion critica, seria perjudicial para la célula, sin em-
bargo, por debajo de la concentracion critica podria tener un efecto de promocion del creci-
miento, ya que la célula se puede estresar y posiblemente esto permite una mayor absorcion nu-
tricional de los medios (Nielsen et al., 2016). De acuerdo con nuestro caso como las bacterias se
encuentran adaptadas a un ambiente contaminado pueden tener mayor resistencia a estos com-
puestos.

En presencia del tensoactivo Tritdn X-100, la Cepa F1, en la Figura 4 se presentan los porcentajes
de supervivencia entre el 200% y cercanas al 400% en las cuatro concentraciones. En contraste,
la cepa H6y P. aeruginosa muestran el porcentaje de supervivencia mas bajos de las cinco especies
probadas con este tensoactivo.

Se sabe que el Tritdon X-100, a muy bajas concentraciones, es capaz de unirse a las membranas
plasmaticas, sin embargo, en las bicapas lipidicas y proteinas produce modificaciones, provocando
cambios en las propiedades de las membranas. A altas concentraciones, el tensoactivo puede pro-
vocar una lisis (Garcia-Gurtubay Garcia, 2015).

1
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Los tensoactivos anidnicos son la base principal de los detergentes; usualmente estos tensoac-
tivos son utilizados por la eficacia de sus ingredientes activos en formulaciones farmacéuticas,
agricolas, cosméticos, compuestos biotecnoldgicos y procesos industriales (Lichtfouse, 2009; Mi-
yake & Yamashita, 2017). Los tensoactivos catiénicos son utilizados en suavizantes y desinfectan-
tes, debido a que la mayoria de las superficies de los productos tienen carga anibnica. Este tipo
de tensoactivos pueden llegar a tener accién bactericida y son esenciales en productos antibac-
terianos y de higiene. (Lopez-Mahia et al., 2005; Miyake & Yamashita, 2017). Los tensoactivos no
iobnicos son utilizados como detergentes, emulsionantes y dispersantes, y se utilizan con frecuen-
cia para controlar las propiedades de dispersion y espesamiento en la industria del cuidado per-
sonal (Alfaro-Portuguez, 2019; Miyake & Yamashita, 2017).

Los resultados anteriores se corroboraron de forma cualitativa con pruebas de viabilidad, en
las cuales se analiz6 el crecimiento poblacional de forma visual y se comparé con el control. En la
Figura 5 se muestra como ejemplo, el comportamiento de la Cepa H1.

5  Conclusiones y perspectivas futuras

La metodologia experimental permiti6 evaluar de manera cualitativa y cuantitativa el compor-
tamiento de los microrganismos de interés frente a diferentes tensoactivos utilizados en produc-
tos de limpieza. Esta metodologia podria aplicarse para determinar el comportamiento de otros
microorganismos frente a diferentes contaminantes.

Las cepas F1y F2 aprovechan tanto el Tween 80 como el Triton X-100 como fuente de nutrien-
tes, sin embargo, se puede concluir que, aunque ambas sean del mismo género, la cepa F1 cuenta
con mejor adaptacion para el aprovechamiento de tensoactivos.

La cepa H1 mostrd el mejor desempefio de las 4 cepas analizadas. Esto puede deberse a la gran
variedad de sustratos que el género Arthrobacter es capaz de utilizar como fuente de carbonoy
de energia.

La cepa H6 muestra la menor supervivencia de las 4 cepas analizadas, pero mejor comporta-
miento que la cepa control, por lo que, al igual que las otras, cuenta con adaptacion a medios
contaminados.

El presente trabajo permitié mostrar las caracteristicas, propiedades y el comportamiento de
microorganismos y su proceso de supervivencia ante distintos tensoactivos. A partir de este estu-
dio no solamente se demuestra el efecto negativo de ciertos tensoactivos en la microbiota, sino
también permite proponer procesos de biorremediacidén que sean efectivos para determinados
contaminantes.
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Figura 1. Preparacion de concentraciones de tensoactivos con cepa problema. Elaboracién propia, no-
viembre 2022.
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Figura 2. Supervivencia de microorganismos en soluciones de SDS. Elaboracién propia, noviembre 2022.
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Figura 3. Supervivencia de microorganismos en soluciones de Tween 80.
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Figura 4. Supervivencia de microorganismos en soluciones de Triton X-100.
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Figura 5. Pruebas de viabilidad para la cepa H1.



