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Introduccion

L_os Tensioactivos

Los tensioactivos son
moléculas amfipaticas que se
acumulan en las interfases
provocando un descenso de
la tension superficial. A
concentraciones altas estas
moléculas forman agregados
como las micelas.

Cola hidrofobica (apolar)
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@ Introduccion

Tension superficial

- Las fuerzas intermoleculares de cualquier liquido, hacen que la superficie de este se comporte
como si existiera una membrana de tension que es dificil de romper.

- La cantidad de energia necesaria para romper esta membrana de tension por unidad de area es lo
que se conoce como Tension Superficial. Esta definicion implica que el liquido presenta una
resistencia para aumentar su superficie. Es por esto, que se genera un especie de membrana a
tension en la capa exterior del liquido.

LAS FUERZAS UNEN EN ELSENO DEL LiQUIDD, —F

LAS MOLECULAS DEL AGUA.  CADA MOLECULA ESTA O
RODEADA POR OTRAS Y -
AS FUERZAS SE COMPENSAN.
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Introduccidén

- Tensioactivos
cationicos

- Tensioactivos
anionicos

- Tensioactivos
anfoteros

- Tensioactivos
NOo-10NicoS

Clasificacion de los Tensioactivos
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Q Introduccidén

@ Problemas de la utilizacion de
o los tensioactivos quimicos

Los tensioactivos quimicos presentan una alta resistencia a la
degradacidon por microorganismos y alta toxicidad cuando se acumulan en
el medio ambiente.

Industria Qui

Tensioactivos de origen quimico



@ Introduccidén

@ Problemas de la utilizacion de

r"y -~ los tensioactivos quimicos

Los tensioactivos quimicos presentan una alta resistencia a la
degradacidon por microorganismos y alta toxicidad cuando se acumulan en
el medio ambiente.

Biotensioactivos (BT)
(Origen biologico)



Introduccidén

Biotensioactivos (BT)

Existen microorganismos
(bacterias, hongos vy
levaduras) que son capaces
de sintetizar tensioactivos a
los cuales se les denomina
Biotensioactivos (BT).

Microorganismo

Biotensioactivo

Pseudomonas sp.

Ramnolipidos

Mycobacterium sp.
Corynebacterium sp.

Trealosa lipidos

Bacillus sp.
Mycobacterium sp.
Corynebacterium sp.

Lipopeptidos

Torulopsis sp. Soforolipidos
Candida Sp.
Corynebacterium sp.

5 - | Fosfofolipidos
Micrococcus sp.

Pseudomonas sp.
Micrococcus sp.
Penicillum sp.
Aspergillus sp.
Candida Sp.

Acidos grasos




@ Introduccion

CLASIFICACION
BIOTENSIOACTIVOS

Cola apolar
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Introduccidén

Propiedades de los Biotensioactivos

Propiedades
BT

Estabilidad
a pH,
temperatura y
fuerza idnica

l | | l l

Actividad
superficial
e interfacial

Biodegradables Emulsionantes Baja Toxicidad

72-35mN/m Muchos BT no Al ser compuestos  Emulsiones Los BT son
40-<ImN/m Son afectados producidos por m.o. estables considerados
Por condiciones son fdcilmente Y permanecer productos
ambientales degradables estables poco o ho téxicos

Meses y afios Emulsiones



Introduccidén

Potenciales aplicaciones de los Biotensioactivos




- = Introduccion
Potenciales aplicaciones de los Biotensioactivos

Biorremediacion de aguas y
tratamiento de aguas

Ingredientes en formulaciones Emulsionantes, espumantes,
Emulsionantes formacion de vesiculas y
N — T
Inhibicién de formacion de S agentes humectantes
biofilms ®
“, s :
/®e Q. P \\C
4 = N
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O =5 Ce
o” o uy,
Qj\?f £ Ca
AD)
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Humectantes

Agentes antibacterianos,

DIES antifungicos
Control biolégico:

Adyuvantes de Pesticidas y
herbicidas



b = Introduccion

Potenciales aplicaciones de los Biotensioactivos

Glicolipidos
Ramnolipidos (Ramnolipidos)
Bt aislado desde:
Enterobacter cloaceae ®
4/’%,, & (Q'q:(\"() Lipopeptidos
s, 2 o® (surfactina)
(Iturina)
Glicolipidos
&2 é’ ~ e (Ramnolipidos)
\efg@ 2 ew’co
ov =
o

Lipopeptidos ciclicos
Ramnolipidos (Zonic™)
Acidos grasos poliméricos
Lipopeptidos



Introduccidén

Funcién biologica de los biotensioactivos

- Capacidad para emulsionar y solubilizar nutrientes insolubles (hidrocarburos,
lipidos, aceites) en fases acuosas.

- Facilitar el transporte de los nutrientes a nivel de membrana.
- Movilidad
- Comunicacion célula-célula y formacion de biofilm

- Actividad antibiotica



Screening de microorganismos
productores de BT

|

Identificacion de microorganismos
productor de BT

'

‘ Produccion y optimizacion de BT

|

Identificacidn y caracterizacion
Quimica del BT

|

Propiedades
Fisico-quimicas del BT

|

Propiedades
Antimicrobianas, toxicidad del BT

|

\ Aplicaciones

\

J

Esquema experimental para
busqueda, identificacion de
nuevos Biotensioactivos de
origen bactriano



Screening de microorganismos
productores de BT

|

:> » Medidas de tension superficial
e interfacial del sobrenadante.

» Técnica del colapso de la gota

 Técnica de Oil Spreading

e Hemolisis

-— — —— — @
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Identificacion de microorganismos

:> » Microbiologia clasica.
productor de BT (Gram, pruebas bioquimicas, API)

‘ * Biologia Molecular
(RNALGS, otros genes de interés)

'

:
|
‘
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‘ Produccion y optimizacion de BT :> X Concentramgnles c(;ptlmas de los
componentes el medilo.

<

e Condiciones ambientales

* Ensayos en matraz y biorreactor

-— — |
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Identificacién y caracterizaciéon
Quimica del BT :> TLC, RMN, IR, HPLC
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~ Propiedades :> « CMC
Fisico-quimicas del BT » Capacidad emulsionante
! + Estabilidad al PH, T°

e Efecto fuerza ionica
e Formacion de cristales

‘ liquidos




 CMI, Hemolisis etc...

Propiedades
Antimicrobianas, toxicidad del BT
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AV — | Alimentacion, cosmética, farmacia,
P :> biorremediacion



Objetivos

OBJETIVOS

BUSQUEDA DE NUEVOS BIOTENSIOACTIVOS

> Aislamientos e identificacion de microorganismos procedentes de
muestras ambientales.

» Estudiar la produccion de biotensioactivos de las cepas aisladas
utilizando diferentes fuentes de carbono (C,,, aceite de oliva, glicerol y
glucosa).

» Determinar las mejores condiciones de cultivo para la produccion del
biotensioactivo.

» Estudiar y caracterizar quimicamente el biotensioactivo.



Capitulo |

Aislamientos, seleccion e
Identificacion de microorganismos
como productores de BT



@ Aislamiento

Aislamientos de bacterias a partir de Suelos volcanicos

\
\ o
Sembrar \ Diluciones 104 105 106
> >
fﬁ'f'-*-ﬁ';‘:s
1 de Suelo 100 mL medio mineral (MM1): 0,1 mL en placas de TSA'y R2A
- 0,5% citrato de sodio
-0,5% Cy, Aislamiento

- 0,5% ext. levadura
(Se incuba a 30°C; agitador orbital
por 7 dias) (3veces)

Cultivo puro

Gram, prueba de la oxidasa, catalasa, movilidad, O/F y crecimiento en McConkey




Q Aislamiento

fesbesl  \PAVERSITAY TIE RARCELONA

Estudio de la Tension Superficial de las cepas seleccionadas

Resultados de los aislamientos / Crecimiento en MM1 Con\

Tipo de Muestra | Cepas aisladas Gram Cy, (2%) (se incuba a 30°C)
- Centrifugar para eliminar
31 (BGN ‘
_ (BEN) 1 células.
Suelos Volcanicos Sobrenadante:
54 7 .
(10 muestras) - Tensién superficial

Valores de Tension Superficial de los mjcroorganismos aislados

Cepas Cepas seleccionadas
v estudiadas (T. sup: <40 mN/m)
(31 (BGN)) 16 (BGN)

l

API 20 NE




@ Seleccion de cepas para el estudio

Seleccion de cepas para el estudio

Cepas seleccionadas 10 cepas del género Pseudomonas

(T. sup: <40 mN/m)
16 (BGN)

6 cepas de distintas al género Pseudomonas

Seleccidon de la F.C. l

Crecimiento en MM con diferentes sustratos:
- Cy, (2%) - Aceite de Oliva (2%)
- Glucosa (2%) - Glicerol (2%)

Seleccion de cepas para el estudio (6.2 S)

Identificacion polifasica : Pruebas bioquimicas, determinacion de acidos grasos
de la pared, Secuenciacion rRNA 16S, Secuenciacion parcial gen cpn60.




Seleccion de cepas para el estudio

% diferencia <3%

Especies

99

Secuenciacion del RNA 16S pertenecientes al
mismo cluster
6.2ST
Sphingobacterium siyangense SY1T (EU046272) > 99%
L Sphingobacterium multivorum JCM 21156 (AB100738) » 98,6% -
100 Sphingobacterium canadense CR11" (AY787820) » 98,8%
— Sphingobacterium thalpophilum DSM 117237 (AJ438177) » 97%

Sphingobacterium faecium DSM 116907 (AJ438176)
100 | tSphingobacte rium anhuiense CW 186" (EU364817)

98- Sphingobacterium kitahiroshimense 10CT (AB361248)

Sphingobacterium spiritivorum NCTC 11386 (EF090267)
Sphingobacterium bambusae IBFC2009" (GQ339910)
Sphingobacterium composti LMG 234017 (AB244764)
Sphingobacterium daejeonense LMG 234027 (AB249372)

—— Sphingobacterium mizutaii DSM 11724 (AJ438175)

_I— Shingobacterium shayense HS39'" (FJ816788)

100

Shingobacterium wenxiniae LQY-18" (GQ988781)
Pedobacter heparinus DSM 2366 T (AJ438172)

|—Sphingobacterium antarcticum 4BYT (HM448033)

100 ' Pedobacter piscium DSM 117257 (AJ438174)

0.02

Flavobacterium aquatile DSM 11327 (AM230485)



Seleccion de cepas para el estudio

Pruebas bioquimicas

8. multivorum | S. siyangense [ S. thalpophilum ] S.canadense | 6.2 8

cepas
Crecimiento en:
o - . - -
42°C - i - -
Hidrolisis de:

DNA + - + +
Almidén + - + o
Esculina + + G +
Gelatina s +

Ureasa + + + +
Tween 80 - . -
Asimilacion de:
L-Ramnosa + + &
[-Arabinosa + + (d) +
D-Manitol - -} i =
D-Melibiosa + s -
Glicerol + s 5
Piruvato 2 5 -
L-Glutamato = = =
L-Sorbitol o o -
D-ribosa - = -
Glucosa i s +(d) il =
Produccion de acido desde:
L-Ramnosa = = -
[.-Arabinosa + & s 4 -
Sacarosa +(d) + +(d)
D-Glucosa i + + i +
D-Manitol * p &
D-Melibiosa - - +(D) =
Sorbitol - - = =

Diferencias:

<= Crecimiento a 42°C

<+=== Hidrolisis de la gelatina

<+== Asimilacion de glicerol

Produccion de acido desde:
<= |_-arabinosa

<+ D-melibiosa



Seleccion de cepas para el estudio

S==m=wl  UNIVERSITAT DE BARCELONA
Antibiograma
Antibiotico Cepa 6.25 | S.canadense | S.sivangense | S.multivorum | 5.talpophilum

Ampicilina (AM10) R R S R

Aztreonam (ATM30) R R | R

Cefalotina (CF30) R I R S R

Cefoxitina (FOX30) R R R | |

Ceftriaxona (CRO30) 5 S 5 5 |
Ciprofloxacina [(CIP5) | 5 5 5 5
Cloranfenicol (C30) R 5 5 I R

Eritromicina (E15) R R [ | R
Estreptomicina (S10) R R R 5 R

Gentamicina (GM10) R R R I R

Imipenem (IMP10) S 5 R S 5

Tetraciclina (TE30) R R 5 5 |

Ticarcilina (TIC75) | R R 5 R

—) | Diferencias --- 3 5 11 q




Q Seleccion de cepas para el estudio

“Sphingobacterium detergens™




Capitulo 11

Optimizacion de la Produccion
del Nuevo BT



Optimizacion de la produccion del BT

Composicidon medio de cultivo (MCA):

sal Mineral Concentracion
(g/L)
CaCl, 0,01
Urea 0,88
K,HPO, 1,0
KH,PO, 2,0
KCI 1,0
MgSO, 7H,0 0,5
Sol. Oligoelementos 0,05 mL/L
Fe,(SO,),-H20 0,01
Glucosa 20 Fuente de carbono: C,, (1,5%)
Medio Tensioén superficial | Tension interfacial | Biomasa Extracto
MML1 (inicial) 37 mN/m 10 mN/m 0,57 mg/mL 68 mg/L
MCA 36,2 mN/m 5 mN/m 3,8 mg/mL 190 mg/L
MCA (2010) 36,2 mN/m 5 mN/m 3,8 mg/mL | 400 mg/L

optimizacion extraccion | - Concentracion del sobrenadante del medio de cultivo por

LIOFILIZACION
- Tres extracciones con Acetato de etilo-Metanol (8:1)




Optimizacion de la produccion del BT

Curva de crecimiento de la bacteria

45 - — 4,0
= O 35
= 9 iy F S E Q
S O 25 - 2o
g oI 20 EE
2% 20 N =
Q) -
= D 15 2 2
== 15 - .
O g L @)
§ > 10 - 1.0
Z & 5 - s < T 0,5

O T T T T T T ~ 0,0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54
Time (hrs)

—e— Tension Superficial —a— Tension Interfacial pH —e—glucosa —a— Biomasa [urea]



Capitulo 111

Identificacion Quimica del
Nuevo Biotensioactivo por la
bacteria S. detergens.



@ Identificacion de la Estructura Quimica

Crecimiento en medio mineral MM (optimizado) (se incuba a 30°C)

Se centrifuga el medio para
eliminar las células

Sobrenadante:
Extraccion Organica (Acetato de Etilo-Metanol)

Extracto

- Cromatografia de capa fina/ Revelado: reactivo de Molish, atmdsfera de yodo,
reactivo de la ninhidrina, Molibdenum Blue Spray
- Purificacion: columna de silica / TLC preparativa

- Identificacion de los compuestos del BT (HPLC luz dispersa; HPLC-MS-MS,
RMN)




Identificacion de la Estructura Quimica

lebed  ypavERSTINY IE RARCELONA

Resultados de la extraccion de los productos biotransformados y
Cromatografia en capa fina (TLC).

J— 2 3 4
:0.77—— 0O ®
ri:0.70 —4—» O
ri:0.64 —3—*
rfi:0.56 — | ©
rf:047 — > O ©
035 @ ®
- _ _Li;lid 0s Nitrogeno Azicar | Fosfolip.
Purificacion en columna 4
en fase reversa:
Separacion de lipidos apolares Purificacién
de los lipidos polares y conta-
minantes del extracto
f O |07 }
£:0.70 1 st 22.0 mN/m
rf:0.64 |y st 23.6 mN/m
rf:0.56 ——+ Y57t 26.4 mN/m
Fosfolipidos <
| —» Glucosa*
Ysr: 29.5 mN/m «——— O ri:0.50
Yor: 30.0 mN/m «—— O rf:0.37
Ninidrina/Molish J

reactivos

Lipidos polares
AzUcares
Aminoacidos
Sales



lebed  ypavERSTINY IE RARCELONA

Fraccion A
’}"m : 33.0 mN/m <

Identificacion de la Estructura Quimica

Resultados de la extraccion de los productos biotransformados y
Cromatografia en capa fina (TLC).

] ““’-
. 2 3 4
:0.77—— 0O ®
ri:0.70 —f—» O
ri:0.64—4—>
! ——
:::g'fﬁ 1. ® @ Extracto crudo
035 @ ® VYsr:22.0 mN/m
Li;{id 0s Nitrogeno Azicar | Fosfolip.
X ' A A
Purificacion
'8 O 077 )

070 |, Yst: 22.0 mN/m

ri:0.64 o 7st: 23.6 mN/m

rfi:0.56 — Ysp: 26.4 mN/m

Fraccion B
| —» Glucosa® TET; 23.0 mN/m
Ys1t 29.5 mN/m q——O riz0.50
Yor: 30.0 mN/m —— O ri:0.37
\ A B | B
Ninidrina/Molish J

reactivos



Identificacion de la Estructura Quimica

Purificacion en columna en fase reversa

Purificacion en columna
del extracto crudo

lrw:
(Metodo: Sphingolipid Extraction and
Analysis by Thin-layer Chromatography.
By Gerhild Van Echten-Deckert)
1 2 3
A v A
<. < >
3 | —"1 | T ;
2 T3
=== = |d
B C A

Lipidos polares impurezas Fosfolipidos

-

i

Fraccién Fraccion Fraccion
B C A

kS

7 fosfolipidos
/\\ 4
5]
\/
BCA B CA
Ninhidrina Molibdenum

Blue



Identificacion de la Estructura Quimica

Cromatografia Liquida con detector de luz dispersa

m

Extracto completo (mezcla)

A: 1%CH,COOH /H,0
B: 1%CH,COOH /ACN

= = N N w w
b A U A LRI A 4

30%B:70%A por 25 min ) \\

A

Fraccidon A del extracto




Identificacion de la Estructura Quimica

Resultados de la purificacion de los productos mediante
TLC Preparativas

Muestra Sin Purificar

rf:0,70

rf:0,64
rf:0,56

Purificacion por
TLC preparativas

Muestras purificadas

A 4

rf:0,70 A-l
-
A-2
rf:0,64 o
A-3
rf:0,56
1 2 3 it 2 3

Presencia de N

Fosfolipidos




Identificacion de la Estructura Quimica

TLC bidimensional de los compuestos (Fraccion A)

A-1
A-2
A-3
1 2 3
A-1 A-2 A-3
DPG
A-1.1
' PE ™
PG 4
g il A-2.2 A-2.1 A-3.2 A-3.1
=] =i .
- ",/
E / -4 e \
a S «— A3
1 Dimension = — —
A-1 A-2 A-3

12 Dimensidn: Cloroformo/metanol/agua 22 Dimension: Cloroformo/metanol/acido acético /agua
65:25:4 mL 80:12:15:4 mL




Identificacion de la Estructura Quimica

A-1

A-3

FT-IR de los compuestos purificados de la fraccion A)

< COOH
&
(I.l Y -NH; o
st 8 . &
Te) O R N
X T 5
Z ™ -—
-OH l L AN
o 3 8|
: AR Ak
.g 8 (\l" l | l ¥ '-
o ™ X M
2 1 ) |
- U’a'-.?'. 'Ijlaf’h
"Ml I-llf
NL
1
4000 Wavernumber (cm-1) 1000




Identificacion de la Estructura Quimica

A-1

A-2

A-3

Determinacion de los acidos grasos por la técnica CG/MS

- Hidrolisis de los compuestos A-1; A-2; A-3(metanolisis)

- Anélisis por CG/MS

Acidos grasos A-1 A-2 A-3
Acido palmitoleico (Cyg.4) 54.5 % 76.0 % 6.7 %
Acido palmitico (Cy4,) 25.8 % 13.4 % 31.1%

Ac. Pentadecanoico (Cys4) 19.7 % 10.6 % 59.1 %




Identificacion de la Estructura Quimica

Determinacion del peso molecular por la técnica ESI-MS

>
=2

A-l
- A-2
A-2
A-3
1 2 3

NN

_

S S N Ny
‘?_M_-Emoo—ﬁmhovoo’\?mm

-ESI Scan (0.186-0.315 min
339.1891

251.1294

) h‘ \‘H\ ‘ L ‘ |

, 9 scans) Frag=175.0V MSD4665c.d
582.4571)
( 582.4571)
N

583.4571

9135

. 11TF
M‘ L ? ,.508,6350 | ‘m _.1299 9208

200 300 400 500

600 700 800 c?ounts1\(l)é)0’vl‘ga13(s)()[o1éggrélg 191/1400 1500 1600 1700 1800 1900

-ESI Scan (0.238-0.25;1/[4112‘||Z

34

L 250,04

2682

:

), 2 scans) Frag=175.0V MSD4630.d Subtract
ooz ™) Fra

430.3002

5100

669.
Jo | ‘\‘T‘ 753 p131 955.9788

200 300 400

500 600 1100 1200 1300 1400

Counts VS 8’\9Iass to- 89marge an Z)

265.1505

327.1 871
‘ 185 QQTAﬂ L) “\‘ H\ i u‘d ! I

-ESI Scan (0.174-0.2§Tmm

‘M L5ﬂ§-253&14 A388.. ‘\

, 8 sca s) Frag=175.0V MSD4631.d Subtract
29. 29@

430.2999

768.

7 5091
{l...880.571982.9971

141248 1608

200 300 400

500 1200 1300 1400

600 Cou ({s VS. 8f\%ass-tog-)gﬂarge1 anpz) 1100




Identificacion de la Estructura Quimica

Resultados de la purificacion de los productos mediante
TLC Preparativas

Fraccion B completa Compuestos purificados
(O 8e
B4
B3 —»
+ —+— Glucosa*
: ; 82 B2
B2 — |
o o s ()
L y T @
—7i—t7+777 :‘ =41 : y 1
B1B oL E—
Ninhidrina lodo Molish

Ninhidrina/Molish



L = Identificacion de la Estructura Quimica

FT-IR de los compuestos purificados correspondiente a la fraccion B

Absorbance

M2 ET18 f [

M3 ETID

I
o

4000 2000 400

Wavenumber (cm-1)



Capitulo 1V

Propiedades Fisico Quimicas BT



Propiedades fisico Quimicas del BT

@)
o

TENSION ( mN/m)
o

N W
Ol

Concentracion Micelar Critica (CMC)

Ty [ ed b | sebsdetdd
: l ¢- 2
() (I )

0 0.01 0.1 1 10 %
CONCENTRACION (% surfactante en agua)



Propiedades fisico Quimicas del BT

Concentracion Micelar Critica (CMC) del BT

a) b, Extracto crudo b) . Fraccion B

y/mNm
|
-
y/ImNm
S
l
|

0 AL R | Tkl | R 0 BELILRE. " | LY PO ARl LR
0.1 1 10 0.1 1 10
g/L g/L
©) Fraccion A
80 =
60 42 CMC:0,18g/L
£ 404 \
= =888 s uu8-
-E. 20 =
-~
0 I I |




Propiedades fisico Quimicas del BT

Interaccion entre Proteina-Surfactante

a) - Extracto crudo b) L Fraccién B
- - n
60 - - 80+
- 7 = ’
- \I\.\h CMC S 08 \ CMC
= - < _'_\; _g . < >
= g &= 20 -
= o CAC J CAC
[] 1 T T u__l_l'l'l'l'lﬂ_l_l_l'l'l'l'l'l-" I'l
0.1 1 10 0.1 1 10
g/L g/L
(7) 4

Tension Superficial

(C;S.C)

[ ]

- Macroscopic Modeling of the Suerface Tension of Polimer-Surfactant Systems. (Bell et al, 2007)
- A theorical analysis of the surface tension profiles of strongly interacting polymer-surfactant system ( Bell et al, 2010)



Propiedades fisico Quimicas del BT

Interaccion entre Proteina-Surfactante
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Propiedades fisico Quimicas del BT

Interaccion entre Proteina-Surfactante
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Propiedades fisico Quimicas del BT
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Determinacion del pka del BT
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Capitulo 1V

Capacidad Emulsionante del
Bitensioactivo
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Propiedades fisicoquimicas del sobrenadante del cultivo
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Capitulo V

Propiedades antimicrobianas y
Toxicidad del BT



Propiedades antimicrobianas del BT

Concentracion minima inhibitoria (CMI) para bacterias

50ul de medio Mueller-Himton con la concentracion
correspondiente de Biotensioactivo (ug/ml)

AT TN

50ul Inoculo 1024 | 512 | 256 | 128 | 64 | 32 14 8 4

Escherichia coli T»

Salmonella enteritidis T» Q

Candida albicans — Q

Enterococcus faecalis F—» Q

Serratia marcescens —G> Q

OC000 0000

Q0000000
00000000
O000O00O0
00000000

00000000

Mycobacterium phlei T» Q

Control

<

50 pl muestra (BT en Mueller-Himton)
50 pl inoculo



Propiedades antimicrobianas del BT

Concentracion minima inhibitoria (CMI) para bacterias

No presenta Actividad
Antimicrobiana para estas
bacterias



Propiedades antimicrobianas del BT

Concentracion minima inhibitoria (CMI) para hongos

50 ul de medio Sabouraud con la concentracion
correspondiente de biotensioactivo

N R AR

1024 | 512 | 256 | 128 | 64 2 14

w

Trichophyton mentagophytes :

Aspergillus brasiliensis ——

Penecillum crysogenum ——

O000O0EDB|

O0000EDD|-—

OC000O0OBDB|-—

00000 @ e
00000 ®a\®
Q0000 ®®&®
0000 0®P®
0000 0®P®
00000®®@
0000 0PP@

Control

2

(+): crecimiento
(-) : sin crecimiento



Hemolisis del BT sobre agar sangre

S

completo A F E

Extracto Crudo Fraccion A Fraccion B

R

Beta-hemolitico alfa-hemolitico
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