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RESUMEN 

Los biosurfactantes son moléculas con propiedades anfifílicas, producidas por 

plantas y microorganismos. Son moléculas complejas con actividad tensoactiva 

que reducen la tensión superficial del agua. Se emplean en procesos 

industriales especializados, en la remediación de ecosistemas contaminados 

por sustancias recalcitrantes ya que mejoran la solubilidad de los compuestos 

hidrofóbicos y facilitan la separación mecánica de los compuestos indeseados 

en cuerpos de agua contaminados. Actualmente, la producción de surfactantes 

sintéticos y su aplicación en ambientes contaminados presentan un alto grado 

de contaminación, debido a que son bioacumulables y de estructura compleja 

por lo que su descomposición por acción microbiana es deficiente. De ahí la 

importancia de diseñar un medio de cultivo mediante técnicas biotecnológicas 

maximice la producción de los biosurfactantes. En este trabajo se realizó el 

análisis de diferentes fuentes de carbono y nitrógeno para determinar cuál fue 

la mejor, con la finalidad de seleccionar una fuente viable para la producción de 

biosurfactantes. Como resultado el aceite de soya y la peptona fueron las 

fuentes de carbono y nitrógeno más viables para la producción. Además, se 

aplicó un diseño experimental Plackett-Burman para identificar las variables 

más influyentes en la producción de biosurfactantes. El aceite de soya, el 

sulfato de magnesio y el cloruro de sodio son las variables estadísticamente 

significativas. Se realizaron tres diseños centrales compuestos y se obtuvieron 

los valores de concentración óptima de cada variable dando como resultado 2,5 

% de aceite de soya, 0,78 g/L de sulfato de magnesio y 0,055 g/L de cloruro de 

sodio. De acuerdo al modelo matemático la producción teórica de 

biosurfactantes fue de 1,22 g/L y se obtuvo una producción real de 1,44 g/L Se 

demostró que las condiciones de cultivo son esenciales para la producción de 

los biosurfactantes y que se requiere una optimización del medio de cultivo 

para la obtención de las concentraciones óptimas de las variables significativas 

en este estudio, para maximizar la producción de los biosurfactantes. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Biosurfactants are molecules with amphiilic properties, produced by plants and 

microorganisms. They are complex molecules with surfactant activity that 

reduce the superficial tension of water. They are used in specialized industrial 

processes in order to repair ecosystems contaminate by recalcitrant substances 

since they improve the solubility of the hydrophobic compounds and facilitate 

the mechanical separation of the unwanted compounds in contaminated water 

bodies. Currently, the production of synthetic surfactants and their application in 

contaminated environments produce a high degree of contamination, because 

they are bioacumulative and complex in structure. Therefore, its decomposition 

by microbial action is deficient. Hence the importance of designing a way of 

cultivating by biotechnology techniques that maximizes the production of 

biosurfactants. An analysis of different carbon and nitrogen sources was carried 

out to determine which was the best, with the purpose of select a viable source 

for biosurfactant production. As a result, soybean oil and peptone were the best. 

In addition, an experimental Plackett-Burman design was used to identify the 

most influential variables in the production of biosurfactants. Soybean oil, 

magnesium sulfate and sodium chloride are the statistically significant variables. 

Surface response designs were performed and the optimum concentrations of 

each variable were obtained, resulting in 2.5% of Soybean oil, 0.78 g/L 

magnesium sulfate and 0.055 g/L sodium chloride. According to the 

mathematical model the theoretical production of Biosurfactant was 1.22 g/L 

and a real production of 1.44g/L was obtained. It was demonstrated that the 

cultivation conditions are important for the production and that an optimization 

of the way used to cultivate is required to obtain the optimum concentrations of 

each of the significant variables in this study. 
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1 Introducción 

1.1 Antecedentes 

 

Uno de los principales problemas de contaminación ambiental hoy en día se 

debe a la presencia de los compuestos recalcitrantes y derrames accidentales 

de las industrias petroleras. Los compuestos derivados del petróleo son tóxicos 

para la mayoría de seres vivos y requieren de agentes externos para su 

eliminación total del ecosistema (Calvo & Fernández, 2016, pp. 1-2). Para la 

remoción de hidrocarburos se emplean técnicas físicas, químicas y térmicas. 

Uno de los principales problemas de estas técnicas es el alto costo del 

proceso. Una alternativa para solucionar este problema es la biorremediación 

(Patel et al., 2015, pp. 1268-1278). 

 

 La biorremediación es un proceso que emplea las propiedades catalíticas de 

los microrganismos para transformar y degradar los contaminantes en el medio 

ambiente (Souza, Vessoni-Penna, & de Souza Oliveira, 2014, pp. 88-94). Sin 

embargo, cuando los contaminantes son recalcitrantes no son biodisponibles 

para el microrganismo y por ende se requiere de agentes que ayuden a mejorar 

la biodisponibilidad del contaminante para su posterior degradación. El empleo 

de surfactantes sintéticos es una de las opciones para incrementar la 

biodisponibilidad (Mao, Jiang, Xiao & Yu, 2015, pp. 419-435).  

 

Los surfactantes son sustancias compuestas de una parte hidrofílica (polar) y 

una parte hidrofóbica (no polar). Estas moléculas tienen la capacidad de reducir 

la tensión superficial entre líquidos, sólidos y gases permitiendo una mejor 

solubilidad del contaminante en el agua (Freitas de Oliveira et al., 2013, pp. 34-

43). Las principales ventajas del uso de surfactantes sintéticos para la 

remediación de hidrocarburos en la industria petrolera son: el aumento de la 

biodisponibilidad, el mejoramiento de la degradación del contaminante y la fácil 
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obtención de los permisos necesarios para su uso (De, Malik, Ghosh, Saha & 

Saha, 2015, pp. 65757-65767). 

 

 Los surfactantes tradicionalmente han sido obtenidos de forma sintética. Sin 

embargo, la alta demanda en el mercado de esta molécula ha generado la 

necesidad de desarrollar nuevas tecnologías que puedan sustituir procesos de 

producción. Una opción es la producción de biosurfactantes a partir de 

bacterias, levaduras y hongos (Aparna, Srinikethan, & Hedge, 2011, pp. 116-

125), debido a su gran campo de producción los biosurfactantes son 

empleados en diversos sectores de la industria como la petrolera, alimenticia, 

cosmética y farmacéutica (Anandaraj & Thivakaran, 2010, pp. 120-126). 

 

Los microorganismos empleados para la producción de Biosurfactantes son 

muy diversos, los géneros más estudiados son Pseudomonas, Bacillus y 

Candida (Accorsini, Mutton, Lemos, & Benincasa, 2012, pp. 116-125). Sin 

embargo, uno de los microorganismos hoy en día catalogado como productor 

de Biosurfactantes es la bacteria Stenotrophomonas maltophilia, bacteria Gram 

negativa, aeróbica, tolerante a temperaturas entre 20-37°C y resistente a 

rangos extremos de pH (4-9) (Hemlata, Selvin, & Tukaram, 2015, pp. 135-143). 

 

La producción de biosurfactantes empleando sistemas biológicos involucra 

varios pasos que incluyen el diseño del medio de cultivo, el escalado del cultivo 

en Biorreactor, la masificación de la bacteria y la purificación del biosurfactante. 

Stenotrophomonas maltophilia ha sido empleada para la remoción de metales 

pesados por medio de la producción de biosurfactantes (Patil, Aglave, Pethkar, 

& Gaikwad, 2012, pp. 5173-5178). En estudios recientes, se ha evaluado la 

influencia de algunos componentes del medio de cultivo para la producción de 

biosurfactantes a partir de Stenotrophomonas maltophilia. Se ha determinado 

que el magnesio, el zinc, el pH y la fuente de carbono (dextrosa) son los 

componentes más significativos e influyentes para que la bacteria produzca el 
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biosurfactante (Hemlata et al., 2015, pp. 135-143). Se conoce además que la 

bacteria tiene la capacidad de metabolizar sustratos de difícil asimilación como 

el glicerol y aceites residuales lo que le confiere valor adicional al empleo de 

esta bacteria al momento de utilizar sustratos como el aceite de soya (Hazra 

et al., 2011, pp. 185-198). 

 

Los productos derivados de la industria vegetal, han sido muy empleados como 

fuente de carbono en la producción de biosurfactantes, entre ellos se destacan 

el aceite de soya, la canola, el maíz, el coco, la palma, la melaza y la oliva 

(Makkar, Cameotra, & Banat, 2011, pp. 5-6). 

 

La biotecnología nos permite emplear diversos organismos vivos como plantas, 

animales y microorganismos potenciales para la producción de biosurfactantes. 

Los microorganismos son los más empleados para la producción de 

biosurfactantes. La optimización del medio de cultivo de la bacteria del género 

Stenotrophomonas es de gran importancia para poder reducir recursos, para 

maximizar la producción de biosurfactantes y estudiar la influencia de los 

componentes del medio de cultivo y su concentración. Se puede elucidar el 

efecto de cada uno de estos componentes en la producción de biosurfactantes 

a partir del género Stenotrophomonas. 

 

1.2 Planteamiento del problema 

 

La contaminación del suelo por hidrocarburos derivados del petróleo, afecta a 

plantas, animales y a los seres humanos. Este problema es muy frecuente en 

países ricos en petróleo donde los derrames son comunes. Las empresas que 

extraen petróleo son las encargadas de remediar estos ambientes por diversas 

tecnologías.  
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El uso de surfactantes sintéticos para la remediación de ecosistemas 

contaminados con hidrocarburos es una alternativa eficiente y menos costosa 

que las técnicas convencionales. Este tipo de tecnología es muy empleada por 

diversas industrias petroleras que requieren de agentes externos para remediar 

ambientes contaminados. Sin embargo, los surfactantes sintéticos presentan 

algunas desventajas, una de ellas es su toxicidad que llega a ser mayor que la 

de los compuestos contaminantes originales. La toxicidad tiene un efecto 

negativo inhibiendo el proceso de biorremediación. La degradación del 

surfactante sintético es otro de los problemas que se origina en el sitio 

contaminado ya que este disminuye la capacidad de degradación del 

contaminante. La biodisponibilidad del contaminante en cuestión se ve afectada 

debido a la toxicidad y la poca solubilidad del surfactante sintético. Una 

alternativa a esto es el uso de biosurfactantes, los cuales tienen la capacidad 

de biodegradarse por completo en ambientes contaminados con hidrocarburos. 

En la actualidad la producción de surfactantes sintéticos es de 17 millones de 

toneladas métricas a nivel mundial, sin embargo no existen biosurfactantes que 

se produzcan y se comercialicen en el Ecuador. 

 

1.3 Justificación del problema 

 

El uso de biosurfactantes como alternativa de los surfactantes sintéticos, nos 

ofrece algunas ventajas: el aumento de la biodegradabilidad de la molécula lo 

que garantiza que no se produzca inhibición del proceso de biorremediación. 

Por otra parte, los biosurfactantes no son tóxicos, y representan una solución 

amigable con el medio ambiente y ayudan a un mejor proceso de degradación 

del contaminante debido a que aumentan la biodisponibilidad y la solubilidad de 

este.  

 

Mediante la optimización del medio de cultivo se puede determinar que fuentes 

de carbono y nitrógeno son las óptimas para la producción de los 

biosurfactantes. De igual manera determinar los respectivos rendimientos de 
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producción ayudan a determinar si el proceso de producción de biosurfactantes 

es viable económicamente. 

 

El uso de una bacteria del género Stenotrophomonas, es importante ya que es 

considerada una bacteria nueva en torno a la producción de biosurfactantes. El 

uso de esta bacteria conjuntamente con fuentes de carbono de origen vegetal 

hace que su crecimiento sea óptimo y la que la producción de biosurfactantes 

aumente. Este microorganismo fue obtenido de zonas con alta influencia 

oleosa, y el aceite de soya es uno de los sustratos que para ser utilizado como 

fuente de carbono necesita ser metabolizado por el microorganismo. 

 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo General:  

 

Optimizar las condiciones de cultivo para la producción del Biosurfactante 

empleando Stenotrophomonas mediante un diseño de superficie de respuesta. 

 

 

1.4.2 Objetivos específicos: 

 

 Determinar las condiciones óptimas de cultivo para la producción del 

Biosurfactante mediante un diseño factorial Plackett-Burman. 

 Obtener Biosurfactantes a partir de una bacteria del género 

Stenotrophomonas.  

 Determinar el rendimiento de los Biosurfactantes en función del crecimiento 

de Stenotrophomonas.  
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2 Marco Teórico  

2.1 Contaminación ambiental 

 

La contaminación ambiental, específicamente en suelo y agua, se ha 

incrementado con el pasar de los años, esto a causa de la explotación y 

refinación del petróleo y sus derivados. La refinación del petróleo consiste en el 

fraccionamiento del petróleo crudo en diferentes grupos de hidrocarburos y 

estos se convierten posteriormente en productos más utilizables mediante un 

proceso denominado cracking, por ejemplo, la gasolina siendo este el derivado 

del petróleo más importante. El petróleo al ser un contaminante recalcitrante 

requiere de tecnologías costosas para su eliminación. El petróleo crudo es una 

mezcla de hidrocarburos, compuestos principalmente por carbono e hidrógeno, 

además está conformado por moléculas de oxígeno, sulfuros, pequeñas 

cantidades de nitrógeno y algunos metales (Ware, 2005, pp. 2-3 & Becerra, 

2013, pp. 102-120). 

  

La mayoría de daños en los ecosistemas se deben a derrames accidentales de 

petróleo. Se ha estimado que el volumen de derrames de petróleo es de 1.5 

toneladas por año en países como México y Colombia. En Ecuador ocurren 

derrames petroleros semanales siendo un problema para la diversidad 

biológica de la Amazonía. Estos países son considerados como zonas 

biológicamente activas debido a la gran cantidad de petróleo en sus franjas 

amazónicas (Castellanos, Isaza, & Torres, 2016, pp. 11-17). 

 

Los compuestos recalcitrantes son aquellos que por su composición compleja 

no pueden ser eliminados de forma natural del ambiente y por ende son 

persistentes en el medio ambiente requiriendo un tratamiento externo para su 

eliminación parcial o total del ecosistema (Ware, 2005, pp. 2-3 & Becerra, 2013, 

pp. 102-120).  
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El petróleo tiene una composición variada y compleja por ende los compuestos 

presentes en un ambiente contaminado son de diversas características en 

donde se pueden encontrar compuestos alifáticos y compuestos policíclicos. 

Los compuestos alifáticos (alcanos, alquenos y alquinos) presentes en un 

ambiente contaminado con productos derivados del petróleo se eliminan con 

facilidad por medio de volatilización y solubilización. Estos son mecanismos de 

carácter abiótico que actúan de forma inicial para la remoción de compuestos 

polares y de bajo peso molecular. Este proceso de remediación inicial consiste 

en degradar estos compuestos en presencia de oxígeno por medio de bacterias 

propias del sitio contaminado (Ware, 2005, pp. 1-4 & McKenna, 2013, pp. 

1246–1256 ). 

 

Los compuestos policíclicos son los de mayor importancia y preocupación al 

momento de remediar un ambiente contaminado con hidrocarburos debido a 

que estos compuestos tienen una solubilidad menor a la del agua, tienen mayor 

peso molecular y una menor densidad, por lo tanto, permanecen en la 

superficie del ambiente contaminado causando un gran impacto tóxico para los 

seres vivos. Los hidrocarburos que se encuentran persistentes en ambientes 

contaminados son el benceno, tolueno, etilbenceno y xileno, los poliaromáticos 

como el naftaleno, fenantreno, antraceno y fluoreno (Słomińska, Konieczka, & 

Namieśnik, 2014, pp. 455-472). 

 

Existen varios métodos de eliminación de estos compuestos recalcitrantes los 

cuales son perjudiciales tanto para los seres humanos como para la flora y 

fauna que habitan en lugares contaminados con derivados de petróleo; estos 

pueden ser tratamientos físicos, químicos, térmicos o biológicos. 

 

2.2 Métodos físicos-químicos, térmicos y biológicos de remediación 

Antes de emplear una técnica de remediación es importante determinar las 

características del contaminante a eliminar. Por ejemplo, la estructura química 



8 
 

del contaminante ya que cada uno posee propiedades únicas las cuales 

aportan, el movimiento y su degradabilidad. Es fundamental el estudio del 

contaminante debido a que la polaridad, la solubilidad y la volatilidad del 

compuesto dependen únicamente de la estructura química y estos son factores 

esenciales al momento de la remediación. La toxicidad es el aspecto más 

importante a tomar en cuenta ya que determina si se debe realizar una 

remediación o no en el lugar. Los compuestos al ser persistentes y altamente 

tóxicos causan inhibición de los microrganismos presentes en la zona 

impidiendo la biodegradación. La concentración del contaminante en una zona 

determinada es clave para definir el tipo de tecnología de remediación a utilizar. 

La concentración del contaminante se relaciona con la toxicidad ya que varios 

compuestos al encontrarse en bajas concentraciones son tolerables para los 

microorganismos, no obstante,  cuando la concentración aumenta la toxicidad 

de igual forma se ve aumentada afectando la remediación del sitio (Su, 2014, 

pp. 1-24). 

 

2.2.1 Métodos físico-químicos 

 

Son aquellas tecnologías que aprovechan las propiedades físicas y químicas 

de los contaminantes para controlar la contaminación. Se basan en el principio 

de destrucción, separación e inmovilización del contaminante. Algunas ventajas 

del empleo de este tipo de tratamientos es que se realizan en tiempos cortos y 

no necesitan de equipos complicados de acceder. No obstante, presentan 

desventajas como el desecho de residuos post remediación causando un 

aumento de costo y el requerimiento de permisos específicos para su 

eliminación (Kurniawan, Lo, & Chan, 2006, pp. 80-100). 

 

La remediación electrocinética es una tecnología en desarrollo que se basa en 

las propiedades eléctricas del suelo para separar compuestos orgánicos e 

inorgánicos de suelos y lodos, en donde los iones con carga positiva migran al 

cátodo y los aniones migran al ánodo. Esta tecnología actúa en condiciones 
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ácidas favoreciendo la liberación de metales pesados. Las principales ventajas 

de esta tecnología son el bajo costo, y la capacidad de actuar en suelos 

altamente permeables (Zhang et al., 2014, pp. 3126-3133). La remediación 

electrocinética es muy empleada para el tratamiento de contaminantes 

orgánicos y metales pesados como el plomo, níquel, mercurio, cobre, zinc y 

cromo. Los costos de esta tecnología oscilan entre los 50 dólares por metro 

cúbico (López, 2013, pp. 18-21). 

 

A diferencia del otro método, el lavado de suelos es una tecnología la cual 

separa contaminantes orgánicos e inorgánicos mediante líquidos de extracción 

para destruir y remover el contaminante (Ceschia et al., 2014, pp. 4638-4645). 

La técnica consiste en lavados con solventes orgánicos con la finalidad de 

reducir la cantidad de tierra contaminada y lograr la separación de las 

partículas finas y gruesas del suelo. Este método presenta algunas ventajas 

como son su funcionamiento en sistemas cerrados lo que facilita el control de 

factores externos como la temperatura y el pH, es un tratamiento de carácter in 

situ y tiene una amplia tasa de eliminación de contaminantes. Esta tecnología 

es utilizada para la eliminación de metales derivados del petróleo, pesticidas e 

hidrocarburos policíclicos (Lau, Gan, Ng, & Poh, 2014, pp. 640-649). 

 

Por otra parte, la extracción de vapores es una técnica de remoción útil 

únicamente para eliminar compuestos volátiles del suelo mediante la inserción 

de aire. La eficiencia de esta tecnología depende de las propiedades químicas 

del contaminante específicamente la permeabilidad del suelo y la 

homogenización del suelo. Presenta limitaciones: es un proceso deficiente para 

la eliminación de aceites de alto peso molecular, dioxinas y metales pesados, y 

los líquidos residuales después del proceso de extracción de vapor deben ser 

tratados, lo que genera un costo adicional al proceso (Ahmadi et al., 2014, pp. 

16091-16106). 
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La técnica de solidificación y estabilización consiste en la adición de 

componentes externos para la inmovilización del contaminante. La 

solidificación se refiere al encapsulamiento del contaminante con la finalidad de 

limitar su movilidad, mientras que la estabilización limita la solubilidad por 

medio de polímeros, cal y cemento Portand (Tzanakos, Mimilidou, 

Anastasiadou, Stratakis, & Gidarakos, 2014, pp. 1823-1828). Presenta algunas 

desventajas como la profundidad en la que se encuentre el contaminante lo 

que afecta la estabilización, además, el uso futuro del sitio puede verse 

afectado debido al material solidificante ya que puede resultar tóxico (Lara-Díaz 

& Melgoza-Alemán, 2009, pp. 29-38). 

 

Los surfactantes sintéticos son moléculas anfifílicas empleadas para la 

movilización de los contaminantes. En la actualidad son muy utilizados en la 

industria petrolera, específicamente en la remoción de petróleo crudo. Los 

surfactantes sintéticos actúan incrementando la solubilidad de los componentes 

derivados del petróleo. Las principales ventajas de los surfactantes sintéticos 

son la fácil comercialización, la distribución, el bajo costo de producción, la 

degradación del hidrocarburo y el aumento de la solubilidad. Sin embargo, 

presentan limitaciones: estas moléculas sintéticas son altamente tóxicas y los 

residuos suelen ser más tóxicos y peligrosos que el contaminante. Al momento 

que ocurre la eliminación del surfactante este reduce la biodisponibilidad del 

contaminante debido a su estructura química compleja causando dificultad en 

la degradación del contaminante. Por otra parte puede ocurrir la inhibición de la 

bacteria degradadora de estos compuestos en una futura biorremediación (Tian 

et al., 2016, pp. 171-179). 

 

2.2.2 Métodos térmicos de remediación 

 

Son técnicas muy rápidas, pero son sumamente costosas, debido al uso de 

energía que se requiere para alcanzar las temperaturas de eliminación del 

contaminante. Entre las más utilizadas están: la desorción térmica, la 
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incineración, la vitrificación y la pirólisis (Volke Sepúlveda & Velasco Trejo, 

2004, pp. 27-46). 

 

La desorción térmica es un tratamiento que consiste en alcanzar temperaturas 

entre 90 y 545°C en el suelo con la finalidad de vaporizar, descomponer o 

fundir el contaminante (Volke Sepúlveda & Velasco Trejo, 2004, pp. 27-46). El 

calor desprendido por la técnica libera el contaminante en forma gaseosa. El 

mecanismo de acción de esta tecnología es mediante la transmisión de calor al 

suelo mediante la inyección a presión de aire caliente o la inyección de vapor. 

Esta técnica no es muy utilizada en suelos que no son permeables y el costo 

del tratamiento es alto en comparación a otras tecnologías (Falciglia, Giustra, & 

Vagliasindi, 2011, pp. 392-400). 

 

De igual manera, la incineración utiliza el mismo principio que la desorción 

térmica, la temperatura de acción de esta tecnología oscila entre los 870 a 

1200°C, la eficacia de remoción del contaminante alcanza el 99,99% (Volke 

Sepúlveda & Velasco Trejo, 2004, pp. 27-46). La principal desventaja de la 

incineración es que se debe tratar los gases de combustión que son producto 

de las altas temperaturas al reaccionar con el contaminante, ya que estos 

pueden generar contaminantes más volátiles y tóxicos. Esta técnica es muy 

utilizada para la remediación de suelos contaminados con residuos de 

hidrocarburos clorados (Arena, 2012, pp. 625-639). 

 

Por otra parte, la vitrificación es otra técnica de remediación térmica que puede 

actuar tanto in situ como ex situ y tiene como principio la eliminación de 

compuestos orgánicos a temperaturas de 1600 a 2000°C mediante una 

corriente eléctrica. Esta tecnología busca estabilizar los contaminantes 

inorgánicos y destruir los contaminantes orgánicos (Mallampati, Mitoma, 

Okuda, Simion, & Lee, 2015, pp. 118-124). La principal ventaja es que los 

residuos de vidrio son más estables que los residuos cementados debido a la 
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resistencia del vidrio, no obstante, una de las limitaciones de esta técnica de 

remediación  es el daño excesivo que generan estas temperaturas al 

ecosistema (Volke Sepúlveda & Velasco Trejo, 2004, pp. 27-46). 

 

Finalmente, la pirólisis es un tratamiento térmico que permite descomponer los 

contaminantes orgánicos en ausencia de oxígeno a temperaturas mayores a 

430°C, generando gases residuales como el metano, el etano, compuestos 

condensados e hidrocarburos de bajo peso molecular. Estos residuos son muy 

utilizados como fuente de combustible. Es una técnica efectiva para el 

tratamiento de compuestos halogenados, dioxinas, pesticidas y pinturas. El 

principal problema de la pirólisis es que no tiene la capacidad de separar 

compuestos inorgánicos del suelo, y la efectividad del proceso disminuye en 

ambientes con un alto porcentaje de humedad (Volke Sepúlveda & Velasco 

Trejo, 2004, pp. 27-46). 

 

2.2.3 Métodos biológicos de remediación 

 

Son el conjunto de técnicas que utilizan organismos vivos para degradar 

compuestos tóxicos y transformarlos en compuestos amigables con el medio 

ambiente. El microorganismo utiliza al contaminante como fuente de carbono y 

energía para su crecimiento y su posterior actividad catalítica. Existen diversas 

tecnologías para bioremediar ambientes contaminados como la 

bioaumentación, la bioestimulación y el compost (Vila, 2014, pp. 48-57). 

 

La bioaumentación es una tecnología que consiste en adicionar 

microorganismos externos al sitio contaminado debido  que los 

microorganismos nativos presentes en el sitio no son suficientes y por ende no 

tienen la capacidad de degradar los contaminantes (Fotidis et al., 2014, pp. 

7669-7676). Un factor que se debe tomar en cuenta es la concentración de 

células que se va adicionar al lugar ya que estas células dependen del tamaño 
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del sitio contaminado y la velocidad específica de crecimiento de los 

microorganismos. Este método ha sido utilizado para el tratamiento de 

ambientes contaminados con herbicidas como el 2,4-D, insecticidas y 

compuestos clorados. Para que la técnica de bioaumentación sea eficaz es 

necesario realizar pruebas de adaptación al medio ambiente, donde las 

condiciones sean similares al sitio contaminando tomando en cuenta el 

aislamiento de las bacterias y las pruebas de consumo de sustrato (Gómez, 

Gaviria, & Cardona, 2009, pp. 83-93). 

 

La bioestimulación es un método que necesita las condiciones adecuadas al 

medio contaminado mediante la adición de nutrientes y el aumento de la 

humedad para acelerar la degradación de compuestos orgánicos e inmovilizar 

los compuestos inorgánicos. Los problemas de esta tecnología son el largo 

tiempo de remediación, el aumento de la movilidad del contaminante y que el 

suelo no sea apto para el crecimiento microbiano, además, la transferencia de 

oxígeno puede verse afectada con la inyección de estas soluciones acuosas 

ricas en nutrientes (Suja et al., 2014, pp. 115-122). 

 

El compost es un proceso biológico que sucede de manera ex situ. Consiste en 

la mezcla de compuestos contaminados con materiales orgánicos como 

estiércol para la obtención de un balance de nutrientes donde se asegura la 

difusión correcta de oxígeno y la temperatura adecuada para el proceso 

(Larreátegui, 2013, pp. 22-27). Esta técnica es muy útil ya que mejora la 

movilización de nutrientes, reduce el uso de fertilizantes y mejora las 

propiedades hídricas del suelo en condiciones aerobias. Sin embargo, hay 

limitaciones como  el espacio que se necesita para la creación de sistemas 

abiertos y sistemas cerrados y la incapacidad de la técnica para el tratamiento 

de metales pesados (Sadef, Poulsen, & Bester, 2014, pp. 306-312). 
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Todas estas tecnologías son eficientes teniendo en cuenta el tipo de 

contaminante que se va a bioremediar. Sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, existen contaminantes los cuales inhiben la acción de los 

microorganismos debido a que son recalcitrantes en el medio ambiente y su 

porcentaje de toxicidad es bastante alto, por ende, se requiere de agentes 

externos que actúen conjuntamente con estas tecnologías y ayuden a reducir la 

toxicidad de estos compuestos o a su vez  aumentar la solubilidad para que el 

contaminante sea más accesible para su posterior degradación, una alternativa 

eficaz a este problema es el uso de biosurfactantes.  

 

2.3 Biosurfactantes 

 

Los biosurfactantes son moléculas de propiedades anfifílicas y de estructura 

distinta entre los diferentes tipos de biosurfactantes producidas por 

microorganismos utilizando una amplia variedad de sustratos como azúcares, 

aceites, alcanos y residuos de la industria. Estas moléculas han tomado interés 

comercial en la industria por sus ventajas competitivas frente a los surfactantes 

sintéticos. Entre las ventajas más importantes tenemos que los biosurfactantes 

son biodegradables lo que permite su eliminación con facilidad, su 

biocompatibilidad y la alta especificidad con el contaminante. Además, son 

moléculas menos toxicas que los surfactantes sintéticos ya que poseen 

estructuras ya definidas de acuerdo al tipo de biosurfactante. Entre sus 

limitaciones se puede mencionar la dificultad de escalar el proceso y el alto 

costo de producción (Sen, 2010, pp. 262-263). 

 

Estas moléculas son de naturaleza anfifílica esto quiere decir que presentan 

dominios hidrofílicos (carbohidrato, aminoácido, péptido, fosfato, ácido 

carboxílico o alcohol) e hidrofóbicos (cadena larga de ácidos grasos) los cuales 

tienen la función de permanecer en la interfase polar y no polar. Debido a esta 

propiedad los biosurfactantes tienden acumularse en la interfase sólido-aire y 

sólido-líquido, así como en la superficie aire-agua y aceite-agua. Esta 
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acumulación permite al biosurfactante reducir las fuerzas repulsivas y lograr 

que las dos fases se mezclen e interactúen de mejor forma (Banat et al., 2010, 

pp. 427-444). 

 

La biodisponibilidad es un parámetro fundamental cuando se habla de 

biorremediación. Los contaminantes hidrófobos no son biodisponibles debido a 

su baja solubilidad en agua lo que causa una reducción en el tiempo de 

degradación del biosurfactante. La biodisponibilidad depende de un conjunto de 

interacciones entre el suelo, el microorganismo, el contaminante y el 

biosurfactante. El biosurfactante actúa entre el suelo y el contaminante 

mediante la estimulación del transporte de masa del contaminante desde el 

suelo hasta la fase acuosa, ahí es donde se aumenta la biodisponibilidad 

mediante las interacciones microorganismo-contaminante y superficie-

contaminante reduciendo la tensión superficial y la tensión interfacial (Shi, 

Chen, & Yin, 2013, pp. 694-701). 

 

Otra propiedad que tienen los biosurfactantes es la reducción de la tensión 

superficial, siendo uno de los factores que indica la eficiencia de esta molécula. 

La tensión superficial se define como la medida de la energía libre de la 

superficie por unidad de área requerida para llevar una molécula del fondo 

hacia la superficie. Las principales características fisicoquímicas de los 

biosurfactantes son la capacidad de aumentar la solubilidad de compuestos 

hidrófobos en agua y de esta forma poder formar emulsiones hidrocarburos-

agua.  

 

Los biosurfactantes son moléculas producidas por organismos vivos como 

plantas, animales y bacterias, siendo las bacterias los organismos más 

empleados en la actualidad para la producción de estas moléculas. Los 

biosurfactantes presentan importantes actividades biológicas, antibióticas, 
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antifúngicas, antivirales, antitumorales e inmunomoduladoras (Henkel et al., 

2012, pp. 1207-1219).  

 

Los biosurfactantes han sido estudiados desde hace varios años atrás y con el 

avance de la ciencia y mediante la investigación, la producción de estas 

moléculas por medio de microorganismos ha tomado relevancia por varios 

investigadores y empresas. Existen bacterias las cuales tienen la capacidad de 

producir biosurfactantes con sustratos accesibles. La producción de esta 

molécula no es económicamente viable debido a la complejidad al momento de 

escalar un proceso, por lo tanto, lo que se busca en un futuro es lograr que la 

producción de biosurfactantes sea menos compleja al momento de escalar un 

proceso. 

 

En la tabla 1 se puede observar las principales bacterias productoras de 

biosurfactantes, además, el tipo de biosurfactante que produce cada bacteria 

de acuerdo a la estructura química de esta molécula. 
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Tabla 1. 

 Principales tipos de biosurfactantes producidos por bacterias 

 

Tomada de (Sen, 2010). 

La bacteria más estudiada es Pseudomonas aeruginosa y se ha definido que 

tiene una alta capacidad para producir ramnolípidos en diferentes tipos de 

sustratos, ya sean convencionales como los azúcares simples (Henkel et al., 

2012, pp. 1207-1219) o sustratos complejos como aceites, contaminantes o 

residuos de la industria alimenticia (Sharma et al., 2015, pp. 17636-17643).  

 

 Este tipo de biosurfactante es el único que es comercializado en el mundo ya 

que cuenta con los permisos necesarios para su aplicación en diversos 

sectores de la industria como la farmacéutica, la cosmética y la petrolera. 

Pseudomonas aeruginosa tiene la capacidad de oxidar productos derivados del 

petróleo y por ende es un microrganismo altamente productor de 

biosurfactantes (Aparna, Srinikethan, & Hedge, 2011, pp. 71–75). Se ha 

determinado que las cepas que son aisladas de ambientes contaminados 
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tienen un mayor rendimiento de producción de biosurfactantes (Pacwa-

Płociniczak, Płaza, Poliwoda, & Piotrowska-Seget, 2014, pp. 9385-9395). 

 

Otra bacteria que tiene una gran importancia en la industria de los 

biosurfactantes es Bacillus subtilis la cual produce surfactina, un tipo de 

biosurfactante catalogado como un lipopéptido. Según estudios de Ben Ayed 

Bacillus subtilis tiene la capacidad de crecer en diferentes fuentes de carbono 

como hidrocarburos (Ben Ayed et al., 2015, pp. 8-14), además, puede utilizar 

sustratos de difícil asimilación como el licor de maíz, sustrato que fue utilizado 

por Gudiña empleando esta cepa (Gudiña, Fernandes, Rodrigues, Teixeira, & 

Rodrigues, 2015, pp. 1-7). 

 

En estudios recientes Hemlata y Patil utilizaron bacterias del género 

Stenotrophomonas para la producción de biosurfactantes. Esta bacteria ha sido 

poco estudiada como microorganismo productor de biosurfactantes, no 

obstante, esta bacteria gracias a su orígen y su similitud con Pseudomonas han 

llegado a la conclusión que este género tiene la capacidad de producir 

glicoproteínas (Patil et al., 2012a, pp. 5173-5178), (Hemlata et al., 2015, pp. 

135-143). 

 

2.3.1 Stenotrophomonas maltophilia 

 

Inicialmente la bacteria Pseudomonas maltophilia fue estudiada 

morfológicamente y a partir de esto la bacteria fue reclasificada en 

Xanthomonas maltophilia y posteriormente en Stenotrophomonas maltophilia. 

Su taxonomía consiste en células pequeñas curvas en forma de bacilos, no 

esporuladoras, son bacterias Gram negativas con una longitud de 0,5 a 1,5µm, 

son bacterias móviles por medios de flagelos y las colonias son de color 

blanco. Entre las condiciones de crecimiento de la bacteria se puede mencionar 

que es aerobia estricta, el crecimiento no ocurre a temperaturas inferiores a los 



19 
 

5°C o superiores a 40°C, la temperatura óptima de crecimiento es 35°C; 

algunos aminoácidos resultan ser necesarios para el crecimiento como la 

metionina o la cisteína (Denton & Kerr, 1998, pp. 57-63). 

 

La bacteria tiene la capacidad de metabolizar una amplia gama de sustratos 

que van desde los más convencionales hasta los más difíciles de asimilar como 

contaminantes, antibióticos y aceites. Diversas pruebas bioquímicas han sido 

descritas para la identificación morfológica de la bacteria, así como la 

identificación de las posibles fuentes de carbono que esta bacteria puede 

metabolizar. El género Stenotrophomonas inicialmente fue reconocido como 

bacterias nosocomiales, no obstante, ha sido descubierto en los últimos años 

como productor de biosurfactantes. Stenotrophomonas maltophilia es 

considerada una bacteria prometedora en un futuro y con gran aplicación 

biotecnológica. Patil en el año 2012 realizó un estudió en donde utilizó 

Stenotrophomonas koreensis, en donde se estudió la tolerancia de metales 

pesados en esta bacteria y la optimización de la fuente de carbono (glucosa) y 

la fuente de nitrógeno (nitrato de potasio) (Patil et al., 2012, pp. 5173-5178). 

 

Otro estudio reciente en el año 2015 determina la capacidad de la bacteria de 

crecer en sustratos de difícil asimilación como el aceite de soya y el glicerol en 

donde se emplea la bacteria Stenotrophomonas maltophilia para la producción 

de biosurfactantes, en donde se estudió el efecto del hierro y como este se 

quela durante la producción de biosurfactantes, de igual manera se estudió la 

dextrosa como fuente de carbono y se determinó que la bacteria 

Stenotrophomonas maltophilia tiene la capacidad de producir ramnolípidos 

(Hemlata et al., 2015, pp. 135-143). 
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2.3.2 Sustratos para la producción de biosurfactantes 

 

Para que un proceso tenga ventajas competitivas el tipo de sustrato es 

fundamental ya que el éxito depende del uso de materias primas de bajo costo, 

en donde alrededor del 10 al 30% del producto tiene que ver con la fuente de 

carbono empleada. Los productos agroindustriales son una alternativa debido a 

la fácil adquisición de estos residuos, sin embargo, esto depende del tipo de 

microorganismo que se vaya a utilizar ya que no todas las bacterias tienen la 

capacidad de metabolizar todos los sustratos. Establecer las condiciones 

óptimas de producción va a depender directamente del tipo de sustrato y el tipo 

de microorganismo que se vaya a emplear en el proceso (Sen, 2010, pp. 197-

198). 

 

Los subproductos de la industria vegetal como por ejemplo los aceites 

vegetales son una buena alternativa para la producción de Biosurfactantes, son 

una fuente lipídica compuesta por ácidos grasos. La producción mundial de 

aceites vegetales oscila entre los 2,5 - 3 millones de toneladas, los aceites sin 

refinar son un problema en la industria al momento de desechar debido a esto 

es una buena opción el uso de estos aceites como fuente de carbono (Makkar, 

Cameotra, & Banat, 2011, pp. 1-5). 

 

Los principales aceites utilizados son de soya, canola, maíz, girasol, cártamo, 

aceituna, colza, semilla de uva, palma, coco y pescado. La mayoría de estos 

aceites están compuestos por: Ácidos mono-, di- y triacilglicéridos, pigmentos, 

esteroles, tocoferoles, glicerina, vitaminas, fragmentos de proteína y 

Glicolípidos (Makkar et al., 2011, pp. 1-5). 

 

Los subproductos de la industria agrícola son muy utilizados para la producción 

de Biosurfactantes en donde existen algunos tipos de sustratos como residuos 

de la papa, la cual tiene altos contenidos de carbohidratos, proteínas y almidón 
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y es utilizado como fuente de carbono para la producción de Biosurfactantes. 

La melaza, es un residuo de la industria azucarera que sirve para la 

elaboración de varios metabolitos como aminoácidos, ácido cítrico y acetona. 

El empleo de melaza como fuente de energía ha tenido buenos resultados en 

la producción de Biosurfactantes, debido a que es un sustrato de bajo costo y 

altamente nutritivo, su composición generalmente está compuesta por un 50% 

de azúcares disponibles los cuales son metabolizados por la bacteria 

(Cameotra, 2002, pp. 428-434). 

 

Los materiales de lignocelulosa son una fuente de carbono orgánico, la 

lignocelulosa consta de tres tipos de polímeros: celulosa, hemicelulosa y 

lignina. Estos polímeros se encuentran unidos por fuerzas covalentes y por 

ende las bacterias necesitan de enzimas hidrolíticas para degradar estas 

macromoléculas. Existen algunos estudios en los cuales utilizan lignocelulosa 

para la producción de Biosurfactantes a partir de Lactobacillus en un medio 

sintético. El empleo de sustratos hemicelulósicos son una buena alternativa 

para competir económicamente en la producción de Biosurfactantes (Makkar 

et al., 2011, pp. 1-5). 

 

2.3.3 Tipos de Biosurfactantes 

 

Los biosurfactantes se clasifican de acuerdo a su composición química y  tipo 

de microrganismo productor y se encuentran divididos en 5 grupos generales 

(Figura 1): glicolípidos, lipopéptidos o lipoproteínas, fosfolípidos, hidroxilados o 

ácidos grasos y surfactantes poliméricos (Sen, 2010, pp. 268-269). 
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Figura 1. Estructura de los principales tipos de biosurfactantes.  

Tomado de (Soberón-Chávez, 2011). 

 

2.3.3.1 Glicolípidos 

 

Los Glicolípidos son carbohidratos de tipo mono-, di-, tri- y tetrasacáridos los 

cuales incluyen glucosa, manosa, galactosa, ramnosa, ácido glucurónico los 

cuales se encuentran unidos a cadenas largas de ácidos alifáticos o 

hidroxialifáticos. Entre los más conocidos están los ramnolípidos, los 

soforolípidos y los trehalolípidos (Sen, 2010, pp. 268-269). Los ramnolípidos 

son catalogados como el tipo de biosurfactante más común en la industria, el 

cual contiene una o dos moléculas de ramnosa unidas a una o dos moléculas 

de B- ácido hidroxidecanóico, son los más estudiados hasta la actualidad, 

donde se han descubierto 4 tipos de ramnolípidos los cuales varían en la 

cantidad de ramnosa (Figura 2). Este tipo de biosurfactantes ha sido 

considerado como el mejor en la remoción de compuestos hidrofóbicos en 

suelos contaminados debido a su alta actividad emulsificante y su afinidad a 

compuestos hidrofóbicos (Soberón-Chávez, 2011, pp. 13-56). 

 

En los ramnolípidos su estructura está conformada por una parte hidrofóbica  

compuesta por un grupo hidroxilo o un grupo B-hidroxilo ácido graso de 



23 
 

diferente cantidad de carbono, mientras que la parte hidrofílica consta de 

manosileritriol como su parte polar (Soberón-Chávez, 2011, pp. 13-56). 

 

Figura 2. Estructura química de los 4 tipos de ramnolípidos existentes en la 
industria.  

Tomado de (Soberón-Chávez, 2011). 

 

La bacteria Stenotrophomonas maltophilia es considerado uno de los 

microorganismos nuevos en torno a la producción de biosurfactantes, por lo 

tanto, no hay investigaciones las cuales determinen la biosíntesis a partir de la 

bacteria. La ruta biosintética para la producción de biosurfactantes a partir de 

Stenotrophomonas maltophilia no está definida, sin embargo, gracias a su 

pasado filogenético con Pseudomonas aeruginosa se puede determinar el tipo 

de biosurfactante que produce. La bacteria Stenotrophomonas tiene la 

capacidad de producir Glicolípidos, específicamente ramnolípidos. 

 

Stenotrophomonas y Pseudomonas tienen la opción de producir dos tipos de 

ramnolípidos: mono-ramnolípidos y di-ramnolípidos mediante dos rutas 

biosintéticas en donde participan una serie de enzimas (AlgC) y genes (rml) 

para transformar D-glucosa 6 fosfato en L-ramnosa. La ruta biosintética a partir 

de ácidos grasos utiliza otras enzimas (RhlG) para transformar el ácido graso 
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en B-hidroxydecanoil CoA para finalmente producir los dos tipos de 

ramnolípidos (Dobler, Vilela, Almeida, & Neves, 2016, pp. 123-135) (Figura 3). 

 

Figura 3. Ruta biosintética de ramnolípidos a partir de glucosa y ácidos grasos 
donde intervienen enzimas y genes importantes para la producción de 
biosurfactantes.  

Tomado de (Sen, 2010). 

 

Los soforolípidos son otro tipo de biosurfactantes los cuales tienen en su 

estructura una azúcar dimérica, en este caso la soforosa y un hidroxiácido 

graso. Estos compuestos se encuentran unidos mediante un enlace B-

glicosídico. Algunas características de estas moléculas son la excelente 

compatibilidad que poseen, siendo importante para la industria cosmética, 

además, de presentar actividad emulsificante y antimicrobiana (Van Bogaert 

et al., 2007, pp. 23-34). Este tipo de biosurfactantes al contrario de los 

ramnolípidos es sintetizado principalmente por levaduras. Se han descubierto 

dos tipos de soforolípidos, los acídicos y los lactónicos, estos últimos presentan 

mayor interés económico e investigativo que los soforolípidos acídicos (Sen, 

2010, pp. 268-269). Finalmente, los trehalolípidos son aquellos biosurfactantes 

que tienen en su estructura trehalosa unidos al ácido micólico, estos 
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biosurfactantes son generados a partir de diversos microorganismos 

especialmente Rhodococcus sp. (White, Hird, & Ali, 2013, pp. 744-755). Estos 

biosurfactantes son compuestos altamente emulsificantes y muy empleados en 

la recuperación de aceites, una particularidad de este tipo de biosurfactantes es 

que son producidos mediante el metabolismo de sustratos hidrofóbicos en su 

mayoría. Los tipos de trehalolípidos pueden ser monomicolato, dimicolato y 

trimicolato estos causan cambios en la estructura y tamaño del ácido micólico 

(Rahman & Gakpe, 2008, pp. 360-370). 

 

2.3.3.2 Lipoproteínas y Lipopéptidos 

 

La surfactina es un tipo de biosurfactante producido por el género Bacillus, el 

cual en su estructura contiene 7 aminoácidos unidos a grupos carboxilos e 

hidroxilos con una longitud de 14 carbonos. Estos tipos de biosurfactantes son 

moléculas consideradas con mayor actividad de superficie sobre el 

contaminante (Liu, Lin, Wang, Huang, & Li, 2015, pp. 31-37). Los tipos de 

surfactina varían de acuerdo a la longitud de las cadenas de los grupos 

carboxilos e hidroxilos. Una de las principales características de la surfactina es 

la habilidad que posee para lisar eritrocitos de mamíferos para formar 

esferoplastos, siendo útil para la identificación de esta molécula por medio de 

hemólisis en agar sangre (Sen, 2010, pp. 268-269). 

 

Además, existen otros tipos de lipoproteínas como los ácidos grasos y los 

fosfolípidos, sin embargo, no son muy empleados en la industria debido a sus 

propiedades emulsificantes las cuales no son óptimas para un proceso de 

remediación. Estos tipos de biosurfactantes son conocidos por formar 

componentes de la membrana microbiana, por lo general su producción se ve 

aumentada cuando los microorganismos crecen en sustratos difíciles como 

alcanos, por ejemplo, el hexadecano (Sen, 2010, pp. 268-269). 
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2.3.3.3 Biosurfactantes poliméricos 

 

Estos tipos de biosurfactantes son polímeros de alto peso molecular los cuales 

presentan características como: la alta viscosidad, la resistencia a la tracción y 

la resistencia al corte. Se dividen en dos tipos: emulsano y liposano (Rahman & 

Gakpe, 2008, pp. 360-370). El emulsano es un bioemulsificante producido a 

partir de la bacteria Acinetobacter calcoaceticus, un polianiónico 

heteropolisacárido, el cual es efectivo como emulsificante en hidrocarburos 

presentes en agua siendo uno de los estabilizadores emulsificantes más 

potentes en la industria. Además,  tiene gran importancia debido a sus 

propiedades de limpieza ya que tiene la capacidad de formar emulsiones 

estables entre hidrocarburos y agua (Amani & Kariminezhad, 2016, pp. 216-

222). El liposano es un bioemulsificante extracelular el cual es soluble en agua 

a partir del microorganismo Candida liplytica, está compuesto por 83% de 

carbohidratos (glucosa, galactosa y ácido galacturónico) y 17% de proteínas 

(Rahman & Gakpe, 2008, pp. 360-370). 

 

2.3.4 Aplicaciones  

 

Los biosurfactantes en la actualidad tienen una gran importancia biotecnológica 

en diversos sectores industriales, esto debido a sus propiedades las cuales 

pueden ser aprovechadas en las industrias, entre los más importantes se 

encuentran los sectores farmacéuticos, alimenticios, petroleros, agroquímicos y 

cosméticos (Sen, 2010, pp. 54-60). 

 

Los biosurfactantes en la industria petroquímica es utilizado en diversas 

aplicaciones, una de ellas es para la limpieza de petróleo en los tanques de 

almacenamiento, esto debido a las propiedades emulsificantes del 

biosurfactante, obteniendo una recuperación del 91% del petróleo crudo total 

(Sen, 2010, pp. 54-60). Además, son muy utilizados en la recuperación de 

petróleo mediante diversas técnicas, una de ellas es la adición de 
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microrganismos productores de biosurfactantes para que actúen en los pozos 

de yacimiento de petróleo, otra alternativa es la adición de nutrientes que 

favorezcan el crecimiento y la producción de biosurfactantes por los 

microrganismos presentes en el sitio, finalmente, la última alternativa es la 

producción de biosurfactantes de forma ex situ en biorreactores para luego 

adicionar estos compuestos en el sitio contaminado. El uso de esta molécula 

resulta una fuente económicamente viable y amigable con el medio ambiente 

(Silva et al., 2014, pp. 12523-12542). 

 

Los biosurfactantes en la industria alimenticia han tomado importancia en la 

actualidad mediante diferentes aplicaciones como el control de aglomerados de 

grasa, estabilización de los sistemas de aireación, el mejoramiento de la 

textura, la modificación de las propiedades reológicas de la masa del trigo y la 

vida útil del producto (Nitschke & Silva, 2016, pp. 2-35).  En la industria 

alimenticia se adicionan biosurfactantes como emulsionantes en el 

procesamiento de materias primas. Por otra parte, se adicionan estas 

moléculas para modificar las propiedades reológicas. Se ha identificado que la 

bacteria Enterobacter cloacae tiene la capacidad de producir biosurfactantes 

capaces de ser utilizados en la industria alimenticia como un agente 

estimulador de la viscosidad (Campos et al., 2013, pp. 1097-1108). 

 

Los biosurfactantes también poseen aplicaciones dentro de la industria agrícola 

por medio de la buena humectación del suelo esto mediante la unión de los 

emulsionantes con el agua. La aplicación más importante de los 

biosurfactantes dentro de la industria agrícola es sin duda la eliminación de 

compuestos clorados y pesticidas ya que los biosurfactantes eliminan este 

contaminante en un 40%. Las propiedades antimicrobianas que poseen los 

biosurfactantes en especial los ramnolípidos ayudan en el control biológico de 

las enfermedades de las plantas (Ramarathnam et al., 2007, pp. 901-911). En 

la industria farmacéutica los biosurfactantes también son considerados 

moléculas importantes, específicamente los ramnolípidos y algunos 
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lipopéptidos debido a las actividades antimicrobianas que poseen (Shoeb, 

Akhlaq, Badar, Akhter, & Imtiaz, 2013, pp. 243-252). La surfactina sin duda es 

el tipo de biosurfactante más utilizado en la industria farmacéutica debido a las 

propiedades de hemólisis que posee inhibiendo la formación de coágulos y en 

el desarrollo de medicamentos contra el virus de inmunodeficiencia humana  

(Fathabad, 2010, pp. 1-11). La iturina, un análogo de la surfactina ha sido 

aplicado en el desarrollo de fármacos ya que entre sus propiedades tiene la 

capacidad de inhibir el virus del herpes y la ulcera gástrica. 

3 Diseño del plan experimental 

3.1 Diseños experimentales 

 

Diagrama de flujo del proceso de producción de biosurfactantes a partir de una 

bacteria del género Stenotrophomonas. 
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En el presente estudio las variables independientes son: la fuente de carbono, 

la fuente de nitrógeno, el sulfato de magnesio, el sulfato de manganeso, el 

sulfato de hierro, el cloruro de sodio y el cloruro de calcio; la variable 

dependiente es la producción de Biosurfactantes.  

 

El control de los experimentos se realizó manteniendo estable la temperatura, 

el pH y la agitación; se realizaron tres repeticiones por cada uno de los 

tratamientos del diseño experimental. Se evaluaron dos fuentes de carbono: 

melaza y aceite de soya. Las fuentes de nitrógeno estudiadas son: sulfato de 

amonio, peptona y nitrato de potasio.  

 

Se analizaron dos fuentes de carbono (melaza y aceite de soya) y tres fuentes 

de nitrógeno (sulfato de amonio, nitrato de potasio y peptona) con el empleo de 

un diseño factorial completamente al azar. Se utilizaron distintas 

concentraciones de cada fuente de carbono y nitrógeno para la evaluación de 

la producción de biosurfactantes (Ver anexo 1). 

 

Con la mejor fuente de carbono y la mejor fuente de nitrógeno se aplicó un 

diseño factorial Plackett-Burman para determinar las variables significativas 

para la mayor producción de Biosurfactantes. Con las variables significativas se 

realizaron los diferentes diseños de superficies de respuesta para la 

optimización de las condiciones de cultivo. 

 

El diseño de Plackett-Burman consistió en 12 tratamientos variando las 

concentraciones de las 11 variables estudiadas; cada tratamiento se realizó por 

triplicado para garantizar la reproducibilidad del diseño experimental (Tabla 2 y 

3) 
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Tabla 2.  

Variables para el diseño de Plackett-Burman 

Variables Valor máximo Valor mínimo 

X1: Aceite de soya 3,50% 1,50% 

X2: Peptona 2,5 g/L 1 g/L 

X3: NaCl 0,8 g/L 0,1 g/L 

X4: MgSO4 0,8 g/L 0,07 g/L 

X5: MnSO4 0,0060 g/L 0,0030 g/L 

X6: FeSO4 0,02 g/L 0,008 g/L 

X7: CaCl2 0,1 g/L 0,03 g/L 

X8: ZnSO4 0,3 g/L 0,05 g/L 

X9: Temperatura 37°C 28°C 

X10: Agitación 160 rpm 100 rpm 

X11: pH 7 4 

 

 

Tabla 3.  

Matriz del diseño experimental de Plackett-Burman. 

 

 

Con las variables más significativas que se obtuvieron en el diseño 

experimental Plackett-Burman se procedió a realizar tres diseños centrales 

compuestos con sus respectivos gráficos de superficie de respuesta con la 

finalidad de obtener las concentraciones óptimas de cada una de las variables 

estadísticamente significativas. Estos diseños consistieron de dos variables: 

aceite de soya y sulfato de magnesio (Ver anexo 2.1), aceite de soya y cloruro 

Corridas/Factores X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11

T1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1

T2 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1

T3 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1

T4 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1 -1

T5 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1 -1

T6 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1 1

T7 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1 1

T8 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1 1

T9 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1 -1

T10 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1

T11 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 1

T12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

Tabla de experimentos. Diseño de Plackett-Burman
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de sodio (Ver anexo 2.2) y sulfato de magnesio y cloruro de sodio (Ver anexo 

2.3). 

 

3.2 Procedimientos  

3.2.1 Muestra 

 

En este trabajo se empleó una bacteria del género Stenotrophomonas obtenida 

del stock de cepas del laboratorio de Biotecnología industrial de la Universidad 

de las Américas, Quito. Para la obtención de la muestra se utilizó el 

sobrenadante de los medios de cultivo a las cuarenta y ocho horas de 

incubación. 

 

3.2.2 Materiales y métodos para la obtención de los datos  

 

En el desarrollo del trabajo los equipos principales empleados fueron: 

incubadora (Biobase, Alemania), balanza analítica (Radwag, Polonia), 

centrífuga refrigerada (Sigma, E.E.U.U), espectrofotómetro (Thermo Scientific, 

E.E.U.U) liofilizador (SP Scientific, Inglaterra) y cabina de flujo laminar 

(Biobase, Alemania). Como fuente de carbono se utilizó aceite de soya 

(comercial) y melaza (Agrocalidad).  

 

Los materiales que se utilizaron en este trabajo experimental fueron: agar 

nutriente (Becton y Dickinson, Francia), caldo nutritivo (Becton y Dickinson, 

Francia), glucosa (Panreac y AppliChem, España y Alemania), nitrato de 

potasio (Loba Chemie, India), sulfato de amonio (Fisher Scientific, E.E.U.U), 

peptona (Merck, Alemania), sulfato de manganeso pentahidratado (Loba 

Chemie, India), sulfato de magnesio heptahidratado (Panreac and AppliChem, 

España y Alemania), cloruro de sodio (Fisher Scientific, E.E.U.U), cloruro de 

calcio, sulfato de hierro heptahidratado (Loba Chemie, India), fosfato mono 

básico de potasio (Fisher Scientific, E.E.U.U), fosfato di básico de potasio 

(Fisher Scientific, E.E.U.U), ácido clorhídrico, cloroformo (Casa del Químico, 

Ecuador) y metanol (Fisher Scientific, Chile). 



32 
 

 

Pruebas bioquímicas 

 

Se realizaron diferentes pruebas bioquímicas para la confirmación de la 

bacteria del género Stenotrophomonas. Las principales pruebas fueron: 

catalasa, oxidasa, prueba de citrato, prueba de almidón, prueba de indol, 

prueba de rojo metilo, prueba del ácido sulfhídrico y una tinción Gram para 

observar la morfología de la bacteria. Estas pruebas se realizaron en un 

volumen de 15 mL en tubos de ensayo. 

 

Obtención de colonias puras de Stenotrophomonas  

 

Se realizaron los cultivos de Stenotrophomonas en agar nutriente mediante 

diluciones seriadas en agua autoclavada (1/10, 1/100, 1/1000 y 1/10000) para 

obtener colonias puras. Además, se reprodujo la bacteria en diferentes cajas 

Petri mediante un estriado para su uso posterior a lo largo del trabajo.   

 

 

Curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas maltophilia 

 

Se preparó un medio de cultivo (100 mL) en un matraz de 250mL y un medio 

estándar (250 mL) en un matraz de 500mL y se inoculó el 10% de células en el 

medio estándar a partir del medio inicial. Se midió la absorbancia a cada hora 

para obtener una curva de crecimiento y poder obtener los parámetros 

cinéticos en matraz. Estos datos se transformaron a concentración mediante 

una curva de calibrado. 

 

Formulación del medio de cultivo 

 

El medio de cultivo para el experimento fue elaborado en base a  (Hemlata 

et al., 2015, pp. 135-143), (Patil et al., 2012, pp. 5173-5178) & (Belcher, Huynh, 

Hoang, & Crowley, 2012, pp. 3261-3267). Se realizaron pequeñas 

modificaciones a la concentración de algunos reactivos. Este medio de cultivo 
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fue constante para la evaluación de las diferentes fuentes de carbono y 

nitrógeno, y se modificó en los diseños experimentales en los que se evaluó la 

influencia de los nutrientes suplementados al medio de cultivo; los compuestos 

utilizados fueron los siguientes: K2HPO4 1 g/L, KH2PO4 0,5 g/L, MgSO4. 7H2O 

0,5 g/L, NaCl 0,1 g/L, CaCl2 0,1 g/L, ZnSO4 0,05 g/L, Peptona 1g/L, FeSO4. 

7H2O 0,008 g/L y MnSO4 0,0030 g/L. 

 

Preparación del inóculo inicial  

 

Se prepararon 300 mL de un medio de cultivo en matraz de 500 mL el cual 

contenía los nutrientes mencionados anteriormente, la bacteria creció en 

condiciones estables de temperatura (35°C), pH (7) y agitación (160 rpm). Es 

importante destacar que este medio de cultivo se modificó de acuerdo al diseño 

experimental mencionado previamente; este medio se incubó por 72 horas, 

tiempo en el cual el microorganismo debe producir gran cantidad de biomasa. 

Se prepararon los medios de acuerdo a los diferentes tratamientos del diseño 

de forma aleatoria y con sus respectivas réplicas. Se colocó el 10% de inóculo 

bacteriano en el medio de cultivo para su posterior fermentación. 

 

Precipitación de los Biosurfactantes. 

 

 

Se tomaron 60 mL del medio de cultivo de Stenotrophomonas después de las 

48 horas de crecimiento y se centrifugó a 10000 rpm por 20 minutos y 4°C. Una 

vez que se obtuvo el sobrenadante se procedió a bajar el pH a 2 con la adición 

de ácido clorhídrico al 37%, y se guardaron las muestras en refrigeración a 4°C 

por 24 horas. Después de este tiempo se realizó otra centrifugación con los 

mismos parámetros y se recuperaron los Biosurfactantes. Los Biosurfactantes 

se resuspendieron en 3 mL de agua destilada. Este tratamiento se empleó para 

todos los tratamientos de los diseños experimentales con sus respectivas 

réplicas. 
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Obtención de los Biosurfactantes 

 

Se tomó la muestra resuspendida en agua destilada y se procedió a congelar 

dicha muestra en un ultra congelador a -80°C. Posteriormente se liofilizó con la 

finalidad de eliminar el agua. A continuación, se pesó la cantidad de 

Biosurfactantes obtenida a partir de este proceso y se realizó la extracción 

cruda de los Biosurfactantes mediante la adición de solventes orgánicos como 

metanol y cloroformo en una relación 2:1 dependiendo del volumen final 

obtenido. 

 

Prueba de desplazamiento del contaminante 

 

Para demostrar la presencia del Biosurfactante a partir del género 

Stenotrophomonas, se prepararon placas Petri a las cuales se adicionaron 20 

mL de agua destilada y 100 µL de petróleo. Se agregó a las placas la muestra 

de Biosurfactantes correspondiente a cada tratamiento en una cantidad de 10 

µL para medir el halo de limpieza. 

 

Evaluación del rendimiento del Biosurfactante en función del crecimiento 

 

Se preparó un inóculo inicial optimizado para evaluar el crecimiento de la 

bacteria mediante espectrofotometría a 600nm. Para esto fue necesario la 

elaboración de una curva de calibrado, mediante diluciones del medio de 

cultivo y el inóculo preparado, esto con la finalidad de transformar los datos de 

absorbancia a concentración. Se efectuó el mismo proceso de precipitación de 

los Biosurfactantes a cada hora para llegar a la obtención de la curva de 

crecimiento en función del producto. 

 

Escalado del medio optimizado 

 

Una vez obtenido el medio de cultivo optimizado a partir del diseño de 

superficie de respuesta, el siguiente paso fue escalar el tratamiento optimizado 

a un Biorreactor de 7 litros en condiciones de cultivo tipo batch; en donde se 

controló de forma específica la aireación, la temperatura (35°C) y el pH (7). Se 
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realizó una curva de crecimiento y una curva de producto durante 48 horas 

para comparar con los parámetros cinéticos obtenidos en matraz. 

 

 

3.2.3 Evaluación estadística de los resultados 

 

En el análisis inicial de las fuentes de carbono y de nitrógeno se realizaron 

gráficos de barras y mediante un ANOVA se identificó cual fue la mejor fuente 

de carbono y de nitrógeno para posteriormente proceder a la corrida del diseño 

experimental Plackett-Burman. En el diseño factorial de Plackett-Burman se 

realizaron los respectivos tratamientos de acuerdo a la matriz experimental y se 

procedió a realizar un diagrama de Paretto para identificar qué variables son 

significativas e influyentes en la producción de los Biosurfactantes. 

 

 

Se realizaron diseños de superficie de respuesta, utilizando las variables más 

significativas del experimento tomando en cuenta el diseño de Plackett-Burman 

y se realizó una regresión multivariable para obtener el mejor tratamiento y un 

medio optimizado de acuerdo a las variables planteadas. 

 

Todos estos análisis estadísticos se realizarán con la ayuda de software 

estadísticos como SigmaPlot (https://sigmaplot.softonic.com/) y Minitab 17 

(http://www.minitab.com/es-mx/products/minitab/). 

 

4 Resultados y Discusión  

4.1 Confirmación del género Stenotrophomonas 

 

Para la confirmación del género se realizaron un total de 7 pruebas 

bioquímicas, las cuales son pruebas necesarias para identificar un género 

bacteriano. Se aplicó la prueba del indol, ensayo bioquímico que se realiza con 

bacterias para determinar la capacidad de la bacteria en producir la enzima 

http://www.minitab.com/es-mx/products/minitab/


36 
 

triptofanasa. Esta enzima rompe el anillo de indol del aminoácido triptófano 

mediante una hidrólisis dando como resultado alanina e indol (McFaddin, 2013, 

pp. 206-217). Como resultado la prueba fue negativa para la bacteria empleada 

ya que no hubo coloración rojiza en el medio de cultivo (Figura 4a). 

 

 La prueba de citrato, tiene como fundamento identificar si la bacteria utiliza el 

citrato como fuente de carbono y sales amónicas como fuente de nitrógeno, lo 

que provoca la alcalinización del medio. Las bacterias metabolizan el citrato y 

liberan iones amonio generando un cambio en la coloración del medio de 

cultivo de verde a un tono azul (McFaddin, 2013, pp. 92-98).  En este trabajo la 

bacteria empleada si metabolizó el citrato y por lo tanto si existió un cambio de 

coloración en el medio empleado (Figura 4b).  

 

La prueba de rojo metilo es una prueba bioquímica utilizada para la 

identificación de enterobacterias. Esta prueba detecta la fermentación acida, 

por lo general ácidos de carácter fuerte. El pH del medio de cultivo se reduce a 

4 y se necesita de un indicador para observar el resultado de la prueba de rojo 

metilo (McFaddin, 2013, pp. 301-306). La interpretación del resultado se da 

mediante la coloración del medio de cultivo al momento de añadir un agente 

externo como el reactivo de Kovacks. La bacteria en el medio de cultivo no 

presento cambio de coloración al colocar el reactivo de Kovacks por lo tanto el 

resultado de esta prueba fue negativo (Figura 4c). 

 

Se buscó comprobar si la bacteria tiene la capacidad de producir ácido 

sulfhídrico mediante el uso de tiosulfato de sodio como fuente de carbono. Las 

bacterias tienen la capacidad de producir enzimas como la desulfhidrasa y el 

tiosulfato reductasa, enzimas responsables de la producción de ácido 

sulfhídrico (McFaddin, 2013, pp. 192-206). El resultado de esta prueba se 

observa mediante la coloración de un anillo de color negro siendo positivo e 

indicando la presencia de estas enzimas. Se observó el crecimiento de la 
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bacteria y se presenció una coloración negra en el medio de cultivo indicando 

que es positivo para la prueba de ácido sulfhídrico (Figura 4d). 

 

 El almidón es un carbohidrato el cual es degradado por medio de enzimas, 

específicamente las amilasas. Se realizó la prueba del almidón con la finalidad 

de presenciar la capacidad de la bacteria para hidrolizar el almidón mediante la 

producción de amilasas (McFaddin, 2013, pp. 385-397). En la bacteria 

estudiada se observó un resultado negativo ya que no hubo formación de halos 

por lo tanto el medio de cultivo se tornó de color verde. Al no existir halos en el 

medio de cultivo se determinó que la bacteria no posee las enzimas necesarias 

para descomponer el almidón (Figura 5a). 

 

Además, se realizaron pruebas más generales para la identificación de la 

bacteria como son las pruebas de catalasa, oxidasa y una tinción Gram. La 

catalasa es una enzima que generalmente poseen las bacterias de carácter 

aeróbicas. En la prueba de catalasa el resultado se interpreta por medio de la 

formación de burbujas al colocar peróxido de hidrógeno, esto indica que la 

bacteria produce catalasa internamente (McFaddin, 2013, pp. 72-94). La 

bacteria empleada dio como resultado positivo ya que se pudo presenciar 

burbujas al momento de colocar peróxido de hidrógeno. La presencia de esta 

enzima cataliza la reacción enzimática de la descomposición del peróxido de 

hidrógeno en agua y oxígeno (Figura 5b).  

 

La prueba de oxidasa tiene como finalidad identificar la presencia de enzimas 

de tipo oxidasas en bacterias. La enzima citocromo C cuando se encuentra en 

presencia de oxígeno oxida el agente externo que se añade, el cual es el 

oxalato de dimetil-para-fenilendiamina formando un compuesto coloreado 

denominado indofenol (McFaddin, 2013, pp. 72-94). La bacteria empleada no 

tiene la capacidad de oxidar este compuesto ya que no hubo cambio de 
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coloración, indicando que la bacteria no produce citocromo C oxidasa (Figura 

5c).  

 

Se realizó una tinción Gram de la bacteria, es una técnica que permite la 

identificación morfológica de la bacteria empleada mediante un cambio de 

coloración.  Se considera bacterias Gram negativas a bacterias que presenten 

coloración rosada mientras que se toma como bacterias Gram positivas las que 

presenten una coloración morada. Se añaden compuestos específicos para 

esta coloración, el cristal violeta se añade al frotis bacteriano con la finalidad de 

colorear las células bacterianas, el lugol ayuda a que el cristal violeta se fije en 

la muestra de células y formar un complejo soluble entre iodo y el colorante, el 

alcohol cetona decolora las bacterias Gram negativas no obstante esto no 

ocurre con las células Gram positivas. Finalmente se añade safranina para 

colorear las células ya sean de color rosado o morado. La bacteria objeto de 

estudio fue Gram negativa y se pudo observar la morfología de la bacteria 

dando como resultado bacilos pequeños (Rodríguez, Gamboa, Hernández & 

García, 1994, pp. 55-63) (Figura 5d). 
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Figura 4. Pruebas bioquímicas para la identificación de una bacteria productora 
de Biosurfactantes. 

a) Prueba del indol: Anillo rojo (+); anillo amarillo o incoloro (-) 
b) Prueba de citrato Simmon´s: Azul (+); Verde (-) 
c) Prueba rojo de metilo: Rojo (+); Amarillo (-) 
d) Prueba de producción de H2S: Coloración negra (+); Incoloro (-) 

 
 
 
 

Coloración 

azúl (+) 

Coloración 

amarilla (-) 

Coloración 

negra (+) 

Anillo 

amarillo (-) 

d c 

b a 
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Figura 5. Pruebas bioquímicas y tinción Gram de la bacteria productora de 
Biosurfactantes. 

a) Prueba de almidón: Coloración verdosa (-), Presencia de halos (+) 
b) Prueba de catalasa: Formación de burbujas (+) 
c) Prueba de oxidasa: Coloración morada (+); incoloro (-) 
d) Tinción Gram (100X) 

 
 

De acuerdo a las pruebas bioquímicas realizadas se pudo determinar que la 

bacteria empleada corresponde al género Stenotrophomonas. Se pudo 

corroborar estos resultados con otros estudios que han realizado diversas 

pruebas bioquímicas para la identificación de la bacteria Stenotrophomonas, en 

donde se demuestra la similitud en todas las pruebas bioquímicas aplicadas en 

este trabajo (Tabla 4). 

 

 

 

 

 

Presencia de 

burbujas (+) 

Tinción Gram 

negativa  

Incoloro (-) 

Coloración 

verdosa (-) 

Morfología: 

Bacillus 

a 

d c 

b 
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Tabla 4. 

 Pruebas bioquímicas y tipos de fuentes de carbono para la bacteria 
Stenotrophomonas maltophilia. 

 

Tomado de (Hemlata, 2015). 

 

4.2 Selección de la mejor fuente de carbono 

 

La fuente de carbono es uno de los elementos esenciales en torno a la 

producción de Biosurfactantes. Es importante determinar que fuente de 

carbono es la ideal para que la producción de Biosurfactantes se maximice. Se 

realizó un análisis de las dos fuentes de carbono para la producción de 

Biosurfactantes: melaza y aceite de soya.  

 

En el medio de cultivo donde se usó melaza se observó que el tratamiento 2, 

correspondiente a una concentración de 0,5% (v/v) tuvo la mayor producción 

de Biosurfactantes con un total de 0,0563 g/mL y se obtuvo una probabilidad de 

9,43E-06 entre los diversos experimentos. Se utilizó un intervalo de confianza 

del 95% por lo tanto al ser el valor p un valor menor a 0,05 se acepta la 

hipótesis alternativa y se rechaza la hipótesis nula. Si existió una diferencia 

significativa entre tratamientos (Figura 6a). 
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En el medio de cultivo donde se evaluó el aceite de soya como fuente de 

carbono se determinó que el tratamiento 3 correspondiente a 3,5% (v/v) de 

aceite de soya fue el mejor para la producción de los Biosurfactantes, con un 

valor de 0,0679 g/mL y se obtuvo una probabilidad de 3,73E-05 entre 

tratamientos. Se utilizó un intervalo de confianza del 95% por lo tanto al ser el 

valor p un valor menor a 0,05 se acepta la hipótesis alternativa y se rechaza la 

hipótesis nula. Si existió una diferencia significativa entre los diversos 

tratamientos (Figura 6b). 

 

Se determinó que la mejor fuente de carbono para la producción de los 

Biosurfactantes es el aceite de soya. 

 

 

Figura 6. Evaluación de melaza y aceite de soya como fuentes de carbono en 
el crecimiento de Stenotrophomonas para la producción de Biosurfactantes.  

a) Melaza: concentraciones de melaza al 0,3 %, 0,5%, 0,7%, 0,9% y 1,1 % del volumen total 
del medio de cultivo. Probabilidad: 9,43E-06 

b) Aceite de soya: concentraciones de aceite de soya al 1,5%, 2,5%, 3,5%, 4,5% y 5,5% del 
volumen total del medio de cultivo. Probabilidad: 3,73E-05 

 

Se colocó una muestra de 100 µL de los Biosurfactantes para cada tratamiento 

y se obtuvo la medida del halo de dispersión para la evaluación de la melaza 

como fuente de carbono. El tratamiento 2, correspondiente a 0,5% (v/v) de 

b a 
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melaza generó mayor longitud de dispersión con un total de 3,5 cm (Tabla 5 y 

Figura 7). 

 

Igualmente, el medio de cultivo que contenía aceite de soya como fuente de 

carbono se realizó la técnica de comprobación para la obtención de 

Biosurfactantes. Se observó que el tratamiento 4, con una concentración 

correspondiente a 4,5% (v/v) de aceite de soya, generó mayor longitud de 

dispersión del petróleo. Sin embargo, los tratamientos 2 y 3 con una 

concentración de 2,5 % y 3,5% de aceite de soya respectivamente presentaron 

una cantidad de dispersión similar al tratamiento 4 y ocurrió la formación de 

agregados lo que indica que el Biosurfactante tiene la capacidad de volver al 

petróleo más biodisponible para su posterior degradación (Tabla 5 y Figura 8).  

 

Tabla 5.  

Desplazamiento del contaminante utilizando Biosurfactantes proveniente de la 
bacteria Stenotrophomonas cuando se emplea melaza y aceite de soya como 
fuente de carbono. 

 

Nota: Grupo control, muestra aplicada antes de la produccion de Biosurfactantes 

 

Concentración de 

melaza (v/v)
Control (cm)

Halo de 

desplazamiento (cm)
Diferencia (cm)

Concentración 

de aceite de 

soya (v/v)

Control (cm)
Halo de 

desplazamiento (cm)
Diferencia (cm)

0,30% 1,5 2,5 1,0 1,50% 4,0 8,0 4,0

0,50% 1,5 5,0 3,5 2,50% 2,0 9,0 7,0

0,70% 2,5 5,0 2,5 3,50% 2,0 9,3 7,3

0,90% 2,0 3,5 1,5 4,50% 1,0 9,0 8,0

1,10% 1,5 3,0 1,5 5,50% 1,0 8,5 7,5

Melaza Aceite de soya
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Figura 7. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas empleando melaza como fuente de 
carbono. 

Fila superior: tratamientos de acuerdo a la tabla 5 

Fila inferior: Grupo control  

 

 

 

Figura 8. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas empleando aceite de soya como 
fuente de carbono 

Fila superior: grupo control 

Fila inferior: tratamientos 1 - 5 de acuerdo a la tabla 5. 

Tratamiento 2 (2,5% v/v) y 3 (3,5% v/v): formación de agregados en superficie con petróleo  
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 La melaza es un residuo de la industria azucarera, con alto contenido de 

carbohidratos, lípidos y azúcares los cuales son fundamentales para la 

producción de los Biosurfactantes (Cameotra, 2002, pp. 428-434). Según Joshi 

et al. (2008, pp. 195-199) el uso de altas concentraciones de melaza inhibe la 

producción de Biosurfactantes, debido a que la composición de la melaza 

contiene diversas fuentes de azúcares en distinta concentración causando una 

saturación en el crecimiento bacteriano. Las concentraciones empleadas fueron 

bajas, para evitar la inhibición en la producción. Se obtuvo una alta producción 

de Biosurfactantes y se evaluó la presencia de los Biosurfactantes mediante el 

test de desplazamiento del contaminante empleando melaza como única fuente 

de carbono. Sin embargo, el halo de desplazamiento del petróleo empleando 

melaza fue inferior al halo de desplazamiento utilizando aceite de soya, debido 

a la hidrofobicidad del aceite en agua. La bacteria Stenotrophomonas posee la 

habilidad de producir Biosurfactantes empleando melaza como fuente de 

energía.  

 

Por otra parte, se conoce que la composición de la melaza es altamente 

enriquecida con nutrientes, nitrógeno y azúcares lo que permite que el 

microorganismo metabolice estos compuestos y produzca Biosurfactantes. En 

otros estudios donde se utilizó melaza como fuente de carbono para la 

producción de Biosurfactantes, la cepa empleada fue Bacillus subtilis. En estos 

estudios determinaron que la melaza es un residuo muy útil para la producción 

y obtuvieron resultados que indican que Bacillus subtilis puede tener afinidad a 

bajas concentraciones de melaza o a su vez verse inhibida en altas 

concentraciones por la cantidad de azúcares disponibles. Cuando se emplea la 

bacteria del género Stenotrophomonas, la concentración de melaza debe ser 

baja para que la bacteria tenga la capacidad metabólica de utilizar este 

sustrato. El metabolismo de este sustrato puede variar en función al 

microorganismo empleado para la producción de los Biosurfactantes.  
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Los aceites son muy utilizados como sustratos para la producción de 

Biosurfactantes. Así lo describe Haba, Espuny, Busquets, & Manresa (2000, 

pp. 379–387). Este tipo de sustrato ha sido empleado por varios 

microorganismos para la producción de Biosurfactantes debido a la fácil 

adquisición del sustrato y el aprovechamiento de residuos oleicos que existen 

en la industria.  

 

Abouseoud, Maachi, Amrane, Boudergua, & Nabi (2008, pp. 143-151) utilizaron 

3 fuentes de carbono: el aceite de oliva, el hexadecano y la glucosa en 

Pseudomonas fluorescens y determinaron que la mejor fuente de carbono para 

este microorganismo fue el aceite de oliva. Filogenéticamente los géneros 

Pseudomonas y Stenotrophomonas tienen características similares, por lo 

tanto, en este trabajo la bacteria del género Stenotrophomonas utilizó aceite de 

soya como fuente de carbono. Ambas bacterias son capaces de metabolizar 

sustratos de difícil asimilación como aceites y contaminantes. Se ha 

determinado que cuando se utiliza fuentes de carbono de carácter hidrofóbico 

la producción de Biosurfactantes se ve aumentada, ya que la bacteria se ve 

obligada a realizar su crecimiento en un medio de cultivo similar al ambiente 

contaminado (Gargouri, Contreras, Ammar, Segura-Carretero, & Bouaziz, 2017, 

pp. 3769-3779). 

 

 Singh et al. (2015, pp. 42-47) estudiaron la producción de Biosurfactantes a 

partir de Stenotrophomonas maltophilia utilizando pireno como fuente de 

carbono. La producción de Biosurfactantes fue de 2.2 g/L. Patil, Aglave, 

Pethkar, & Gaikwad (2012, pp. 5173–5178) utilizaron dos fuentes de carbono 

(glucosa y manitol), siendo la glucosa el mejor sustrato para la producción de 

Biosurfactantes a partir de Stenotrophomonas koorensis. En este trabajo se 

utilizó aceite de soya como fuente de carbono para el género 

Stenotrophomonas y se obtuvo una producción de 1,13 g/L. Existe una 

diferencia significativa en torno a la producción de Biosurfactantes debido a las 

siguientes razones: el tipo de bacteria que se emplea, ya que cada una es 
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diferente tanto en especie como en el tipo de cepa, la procedencia de la 

bacteria y el tipo de aceite utilizado. En estudios de Singh y Patil la bacteria 

empleada es originaria de sitios con gran cantidad de contaminantes, por lo 

tanto, la adaptación de la bacteria a sustratos de difícil asimilación como el 

aceite es más fácil y su metabolismo interno induce a una producción mayor de 

Biosurfactantes. 

 

4.3 Selección de la mejor fuente de nitrógeno 

 

La fuente de nitrógeno es otro de los componentes del medio que necesita ser 

estudiado. Existen un sin número de fuentes de nitrógeno que en algunos 

casos los microorganismos no los pueden sintetizar. De ahí la importancia de 

seleccionar una fuente idónea para la producción de Biosurfactantes. 

 

Para determinar la mejor fuente de nitrógeno en el crecimiento de 

Stenotrophomonas y la posterior producción de Biosurfactantes, se estudiaron 

3 fuentes diferentes de nitrógeno. Estas son: sulfato de amonio, nitrato de 

potasio y peptona.  

 

En este experimento se mantuvo constante la concentración de aceite de soya 

como fuente de carbono, la misma que se obtuvo del experimento anterior. La 

concentración de aceite de soya en el medio de cultivo fue de 3,5 % (v/v). En el 

experimento donde se utilizó sulfato de amonio en concentración de 1 g/L dio 

como resultado una producción máxima de Biosurfactantes con un total de 0,55 

g/L y se obtuvo una probabilidad de 4,96E-07 entre los diferentes tratamientos. 

Se utilizó un intervalo de confianza del 95% y al ser el valor p un valor menor a 

0,05 se acepta la hipótesis alternativa y se rechaza la hipótesis nula. Si existió 

una diferencia significativa entre tratamientos (Figura 9a). 
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En el medio de cultivo con nitrato de potasio en una concentración de 1 g/L se 

observó que la producción de Biosurfactantes alcanzó un valor de 1,37 g/L y se 

obtuvo una probabilidad entre tratamientos de 0,000166 lo que indica una 

diferencia significativa entre cada una de las concentraciones evaluadas en 

este experimento. El intervalo de confianza fue del 95%, y se utilizó el valor p 

para identificar que hipótesis se acepta. Se aceptó la hipótesis alternativa, lo 

que indica que efectivamente si hay diferencias entre cada uno de los 

tratamientos estudiados (Figura 9b). 

 

Finalmente se realizó un experimento en donde se varió las concentraciones de 

peptona en el medio de cultivo y se determinó que la concentración de 1 g/L 

correspondiente al tratamiento 2 fue el mejor. La producción de Biosurfactantes 

fue de 1,4 g/L y se obtuvo una probabilidad entre tratamientos del experimento 

de 0,000430. Este valor indica que si existió una diferencia significativa en el 

empleo de diversas concentraciones de peptona. Además, la desviación 

estándar de cada uno de los tratamientos fue baja asegurando la 

reproducibilidad de los resultados obtenidos (Figura 9c). 
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Figura 9. Evaluación de fuentes de nitrógeno en la producción de 
Biosurfactantes a partir de una bacteria del género Stenotrophomonas  

a) Sulfato de amonio: Concentraciones de sulfato de amonio de 0,5 g/L, 1 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L y 
2,5 g/L. Volumen total del medio 60 ml. Valor p: 4,96E-07 

b) Nitrato de potasio: Concentraciones de nitrato de potasio de 0,5 g/L, 1 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L y 
2,5 g/L. Volumen total del medio 60 ml. Valor p: 0,000166 

c) Peptona: Concentraciones de peptona de 0,5 g/L, 1 g/L, 1,5 g/L, 2 g/L y 2,5 g/L. Volumen 
total del medio 60 ml. Valor p: 0,000430 

 

Para la fuente de nitrógeno se realizó el mismo test de desplazamiento del 

contaminante para el sulfato de amonio, el nitrato de potasio y la peptona. En 

los medios de cultivo donde se evaluó diferentes concentraciones de sulfato de 

amonio se observó que la dispersión del petróleo fue mayor en el tratamiento 1 

correspondiente a una concentración de 0,5 g/L. La longitud del halo de 

desplazamiento del petróleo fue de 3,2 cm (Tabla 6 y Figura 10). 

c 

b a a 

c 

b 
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Para la evaluación del nitrato de potasio como fuente de nitrógeno se evidenció 

que el tratamiento 1 correspondiente a una concentración de 0,5 g/L fue el 

mejor. Se observó mayor dispersión del petróleo al colocar los Biosurfactantes 

y se obtuvo un total de 5,1 cm de dispersión. Existió formación de agregados 

en el mismo tratamiento tal como se muestra en la figura 11, indicando que los 

Biosurfactantes efectivamente vuelven al contaminante más biodisponible 

(Tabla 6). 

 

Para comprobar la producción de Biosurfactantes en el medio de cultivo que 

contenía peptona como fuente de nitrógeno se aplicó la prueba de 

desplazamiento del contaminante en donde dio como resultado que en los 

tratamientos 1 y 2 correspondientes a concentraciones de 0,5 y 1 g/L 

respectivamente formaron agregados en la superficie contaminada. Esto indica 

el efecto del Biosurfactante en presencia de una superficie contaminada con 

petróleo (Tabla 6 y Figura 12). 

Tabla 6.  

Desplazamiento del contaminante utilizando Biosurfactantes proveniente de la 
bacteria Stenotrophomonas cuando se emplea sulfato de amonio, nitrato de 
potasio y peptona como fuente de nitrógeno. 

 

Nota: Grupo control, muestra aplicada antes de la produccion de Biosurfactantes 

Concentración de 

sulfato de amonio 

(g/L)

Control (cm)

Halo de 

desplazamiento 

(cm)

Diferencia (cm)

Concentración de 

nitrato de potasio 

(g/L)

Control (cm)

Halo de 

desplazamiento 

(cm)

Diferencia (cm)

0,5 4,0 7,2 3,2 1,0 3,0 8,1 5,1

1,0 6,0 7,0 1,0 2,0 3,5 8,0 4,6

1,5 6,0 8,0 2,0 3,0 3,0 8,0 5,0

2,0 6,0 8,5 2,5 4,0 2,0 6,0 4,0

2,5 5,0 8,0 3,0 5,0 1,0 6,0 5,0

Concentración de 

peptona (g/L)
Control (cm)

Halo de 

desplazamiento 

(cm)

Diferencia (cm)

1,0 2,0 7,5 5,5

2,0 2,0 7,0 5,0

3,0 2,0 7,5 5,5

4,0 3,0 7,0 4,0

5,0 4,5 8,0 3,5

Sulfato de amonio Nitrato de potasio

Peptona
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Figura 10. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas empleando aceite de soya como 
fuente de carbono y sulfato de amonio como fuente de nitrógeno. 

Fila superior: Grupo control 

Fila inferior: Tratamientos 1-5 de acuerdo a la tabla 7 

Tratamiento 2 (1 g/L): Formación de agregados en superficie con petróleo  
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Figura 11. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación 
de los Biosurfactantes de Stenotrophomonas empleando aceite de soya como 
fuente de carbono y nitrato de potasio como fuente de nitrógeno. 

 
Fila superior: Grupo control 
Fila inferior: Tratamientos 1-5 de acuerdo a la tabla 7  
Tratamiento 1 (0,5 g/L): Formación de agregados en superficie con petróleo  

 

Figura 12. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas empleando aceite de soya como 
fuente de carbono y peptona como fuente de nitrógeno. 

Fila superior: Grupo control 
Fila inferior: Tratamientos 1 -5 de acuerdo a la tabla 5 (izq. a der.) 
Tratamiento 1 (0,5 g/L) y tratamiento 2 (1 g/L): Formación de agregados en superficie con 
petróleo  
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El empleo de sulfato de amonio como fuente de nitrógeno no fue el ideal tanto 

para la masificación del medio de cultivo como para la producción de 

Biosurfactantes esto se debe a que el sulfato de amonio hace que el medio 

cambie su pH a 4 y por ende se de una menor producción de los 

Biosurfactantes a pH ácido, considerando que el pH óptimo de producción es 

de 7 (Abouseoud, Maachi, Amrane, Boudergua, & Nabi, 2008, pp. 143-151). 

 

Al emplear nitrato de potasio como fuente de nitrógeno, sucedió lo contrario 

que al usar sulfato de amonio, la producción de Biosurfactantes aumentó 

notablemente ya que el pH se mantuvo en 7.  Según Makkar et al. (2011, pp. 1-

5) la adición de nitrógeno en forma de nitratos es una buena alternativa para la 

asimilación de nitrógeno en el metabolismo de bacterias productoras de 

Biosurfactantes. Se ha registrado un valor de 1,45 g/L de Biosurfactantes 

utilizando nitrato de sodio y nitrato de amonio, similar al obtenido en este 

trabajo (1,37 g/L) cuando se empleó nitrato de potasio. 

 

Según Hemlata et al. (2015, pp. 135-143) y Korayem, Abdelhafez, Zaki, & 

Saleh (2015, pp. 209-217) el uso de peptona como fuente de nitrógeno dio 

buenos resultados en la producción de Biosurfactantes en una concentración 

de 1 g/L. En todas las fuentes de nitrógeno estudiadas en este trabajo se 

observó un incremento en la producción de Biosurfactantes cuando se 

utilizaron concentraciones bajas de nitrógeno, lo que indica que la limitación de 

la fuente de nitrógeno en el medio de cultivo favorece a la producción de 

Biosurfactantes. 

 

En la prueba cualitativa para la identificación del Biosurfactante y su modo de 

acción en una superficie contaminada se pudo observar que tanto en el uso de 

sulfato de amonio, el nitrato de potasio y la peptona a bajas concentraciones 

produjo un halo de desplazamiento mucho mayor que en los tratamientos que 

contenían altas concentraciones de nitrógeno. 
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La producción de Biosurfactantes en la prueba cuantitativa en concentraciones 

altas de nitrógeno disminuyó en los tres experimentos planteados. Esta 

disminución en la producción de Biosurfactantes se debe a que durante la 

biosíntesis de los Biosurfactantes ocurre la síntesis de lípidos mas no la 

síntesis de azúcares, siendo este el factor limitante de la velocidad. La 

limitación de nitrógeno puede estimular la acumulación de lípidos y por lo tanto 

la producción de Biosurfactantes (Hemlata et al., 2015, pp. 135-143). 

 

4.4 Cultivo de Stenotrophomonas y elaboración de la curva de calibrado 

 

Se realizó una curva de calibrado con la finalidad de obtener una curva que 

relacione la concentración de una muestra y transformar los datos de 

absorbancia a concentración celular. La curva de calibrado se elaboró 

mediante diluciones tomando en cuenta el inóculo, el cual se incubó por 24 

horas y el medio estéril (Anexo 3). Se relacionó la absorbancia y la 

concentración celular de la bacteria para la elaboración de la curva de 

calibrado. Se obtuvo un R2 de 0,9887 que indica que el 98% de mis datos se 

ajustan a la regresión lineal y la ecuación de la recta que describe la relación 

lineal entre ambos parámetros fue y= 548,35x + 0,0366 (Figura 13). 

 

La curva de crecimiento se realizó con la finalidad de conocer la cinética del 

microorganismo y calcular los parámetros cinéticos de la bacteria del género 

Stenotrophomonas. La curva de crecimiento se realizó en un lapso de 32 horas 

para identificar las diferentes etapas de crecimiento: fase lag, fase exponencial 

y fase estacionaria y se calcularon los parámetros cinéticos: velocidad 

específica de crecimiento y tiempo de duplicación. El medio de cultivo 

empleado fue utilizando aceite de soya como fuente de carbono en una 

concentración de 2,5 % (v/v) (Figura 14). 
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Figura 13. Curva de calibrado del género Stenotrophomonas utilizando aceite 
de soya. 

 

 

Figura 14. Curva de crecimiento de la bacteria del género Stenotrophomonas 
en aceite de soya como fuente de carbono 

 

Los parámetros cinéticos fueron calculados mediante una linealización de los 

datos de la fase exponencial de crecimiento en donde se obtuvo una velocidad 

y = 548,35x + 0,0366 
R² = 0,9887 
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específica de crecimiento de 0,0424 h-1 y un tiempo de duplicación de 16 horas 

aproximadamente. Estos valores se calcularon mediante las expresiones 

matemáticas que describen la velocidad específica de crecimiento del 

microorganismo (Ecuación 1) y el tiempo de duplicación (Ecuación 2); el cual 

define el tiempo en que la bacteria se duplica: 

                                                           
    

  

  
 

 
                                   (Ecuación 1) 

                                                            
   

 
                                    (Ecuación 2) 

 

Según estudios de Jiménez (2013, pp. 1-11) la velocidad específica de 

crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas maltophilia es de 0,069 h-1 

cuando se emplea residuos de biodiesel como fuente de carbono, lo que indica 

que el biodiesel al ser un contaminante recalcitrante retrasa el crecimiento de la 

bacteria.  

 

Según estudios de Cervantes (2014, pp. 33-67) cuando la bacteria crece en 

contaminantes difíciles de metabolizar como la atrazina, la bacteria se demora 

más en crecer. No obstante, cuando el microorganismo es adaptado y aislado 

de zonas contaminadas el crecimiento se reduce a una velocidad especifica de 

crecimiento de 0,31 h-1 . En el caso del aceite de soya la bacteria se demoró en 

metabolizar el sustrato y por ende se obtuvo una velocidad específica de 

crecimiento de 0,0424 h-1 lo que nos indica que la bacteria se duplica en un 

tiempo de 16 horas.  Un estudio realizado por Becerra nos lleva a la conclusión 

que estos sustratos no convencionales como el aceite y residuos de biodiesel 

son persistentes y por lo tanto retrasan el crecimiento de la bacteria. Sin 

embargo, cuando la bacteria se adapta al medio de cultivo la producción de 

Biosurfactantes aumenta.   
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4.5 Determinación de las variables influyentes en la producción de 

Biosurfactantes para la bacteria del género Stenotrophomonas 

  

Para la identificación de las variables más influyentes en la producción de los 

Biosurfactantes se realizó un diseño factorial Plackett-Burman en el cual se 

evaluaron 11 factores. Estos factores se codificaron con valores máximos y 

mínimos (Ver metodología, epígrafe 3).  

 

Para establecer las diferentes combinaciones de los tratamientos del diseño 

factorial, se utilizó una matriz con valores codificados. Estos tratamientos se 

realizaron por triplicado y completamente al azar (Ver metodología, epígrafe 3). 

 

La evaluación de las variables relacionadas con las condiciones de cultivo del 

microorganismo para la producción de los Biosurfactantes se realizó de 

acuerdo al diseño factorial. Se evidenció una diferencia significativa entre los 

tratamientos, el valor F fue de 2,178 mientras que el valor f crítico del 

experimento fue de 0,864, por lo tanto, la hipótesis alternativa se acepta 

indicando que al menos un tratamiento es diferente. En el tratamiento 7 se 

obtuvo la mayor cantidad de los Biosurfactantes: 0,0980 g/mL, esto se debe a 

que este medio de cultivo está conformado por valores altos de aceite de soya 

3,5 % (v/v), valores bajos de peptona (1g/L) y pH neutro (Figura 15). 
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Figura 15. Producción de Biosurfactantes en cada uno de los tratamientos del 
diseño factorial Plackett-Burman. 

T1-T12: Tratamientos elaborados de acuerdo a la matriz de combinaciones detallada en la 
metodología (Epígrafe 3). 

 

Las variables con mayor influencia en la producción de Biosurfactantes se 

identificaron mediante un gráfico de Paretto. Estas fueron: la fuente de 

carbono, el sulfato de magnesio, el cloruro de sodio, el pH y la agitación (Figura 

16). 
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Figura 16. Diagrama de Paretto de efectos significativos de cada una de las 
variables planteadas por el diseño factorial Plackett-Burman. 

Variables: A-Aceite de soya, B- Peptona, C-cloruro de sodio, D-sulfato de magnesio, E-sulfato 
de manganeso, F-sulfato de hierro, G-cloruro de calcio, H-sulfato de zinc, J-Temperatura, K-
Agitación, L-pH 

 

El aceite de soya resultó la variable con mayor influencia en la producción de 

Biosurfactantes (significancia de p<0,05 y valor t de 2,776). Esto se debe a que 

el aceite de soya fue utilizado como única fuente de carbono y energía. Por lo 

tanto, la producción de los Biosurfactantes y crecimiento de la bacteria 

Stenotrophomonas dependen en alto porcentaje de este tipo de sustrato. 

 

En estudios de otros autores (Mukherjee, Das, Sivapathasekaran, & Sen, 2008, 

pp. 254-260) y (Hassan, Essam, Yassin, & Salama, 2016, pp. 573-579) se ha 

determinado la producción de Biosurfactantes empleando diversos aceites 

como el de coco, el de soya y el de maíz. Moya Ramírez et al. (2015, pp. 231-

236) lograron producir 0,878 g/L de Biosurfactantes a partir de Pseudomonas 

sp. en un medio de cultivo suplementado con aceites residuales en una 

concentración de 2% (v/v). En este estudio se empleó altas concentraciones de 

aceite 3,5 %(v/v) y se obtuvo una producción de 1,5 g/L de Biosurfactantes. 
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La fuente de carbono es el componente más importante y crítico en la 

producción de un metabolito, ya que este funciona como fuente de energía 

para el microrganismo (Doran, 1998, pp. 349-363).  

 

El empleo de un sustrato hidrofóbico brinda una mayor producción de 

Biosurfactantes ya que la bacteria tiene la capacidad de adaptarse a un 

ambiente similar al contaminante. La fuente de carbono es el componente 

esencial para la producción de Biosurfactantes, y al usar aceite de soya esta 

producción se maximiza (Moya Ramírez et al., 2015, pp. 231-236). 

 

El sulfato de magnesio es un macronutriente importante para la estabilidad de 

los ribosomas. En la producción de Biosurfactantes actúa como cofactor en 

algunas reacciones del metabolismo de la bacteria como es el caso de la 

glucólisis y el ciclo de Krebs; estos procesos son esenciales para la producción 

de Biosurfactantes dependiendo del tipo de sustrato que se emplee. 

 

Según Mukherjee et al. (2008, pp. 254-260) y  Pruthi & Cameotra (2003, pp. 

65–68) en estudios realizados con Bacillus subtilis, el sulfato de magnesio 

resulto ser la segunda variable más influyente para la producción de 

Biosurfactantes, este componente aporta iones Mg+2 los cuales son cofactores 

enzimáticos para la producción de proteínas que inducen a la formación de 

Biosurfactantes. En este trabajo, al igual que en trabajos anteriores, la segunda 

variable más influyente fue el sulfato de magnesio lo que indica que este 

componente resultó ser esencial para la producción de Biosurfactantes.  

 

Otra variable influyente fue el cloruro de sodio, esta sal es importante para la 

recuperación de los Biosurfactantes. Mediante la adición de este compuesto se 

puede elucidar la capacidad del tensoactivo para actuar en concentraciones 

altas o bajas de salinidad. Según Ikhwani et al. (2017, pp. 12-56) la producción 



61 
 

de ramnolípidos se maximiza en presencia de altas concentraciones de sal 

hasta un 10% de saturación. La bacteria empleada tiene la capacidad de tolerar 

ambientes extremos como el pH, la salinidad y la temperatura. Al no colocar en 

altas concentraciones una fuente de iones de K+ el microorganismo se ve 

obligado a utilizar los iones de Na+ para su metabolismo, por ende, en el diseño 

experimental se puede observar una influencia mínima en relación a otros 

compuestos que resultaron más significativos como el aceite de soya y el 

sulfato de magnesio en la producción de Biosurfactantes. 

 

4.6 Diseño central compuesto utilizando aceite de soya y sulfato de 

magnesio 

 

El diseño de superficie de respuesta se realizó con la finalidad de observar la 

relación entre el aceite de soya y el sulfato de magnesio para la producción de 

Biosurfactantes. Mediante este diseño se pudo determinar las concentraciones 

óptimas de cada una de las variables por medio de una regresión multivariable. 

 

Una vez que se obtuvieron las variables influyentes para la producción de 

Biosurfactantes a partir de la bacteria Stenotrophomonas se procedió a realizar 

un diseño de superficie de respuesta con las variables significativas empleando 

todas las combinaciones posibles, tomando en cuenta únicamente las 

condiciones de cultivo; es decir el aceite de soya, el sulfato de magnesio y el 

cloruro de sodio.  

 

Para el primer diseño de superficie de respuesta se tomaron como variables la 

fuente de carbono (aceite de soya) y el sulfato de magnesio y se se planteó el 

diseño como se indica en la Tabla 7. Estos valores codificados se obtuvieron 

mediante expresiones matemáticas del mismo diseño experimental las cuales 

se explicarán más adelante. 
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Tabla 7.  

Concentraciones de aceite de soya y sulfato de magnesio empleadas para la 
optimización del medio de cultivo en el diseño de superficie de respuesta. 

 
Valores decodificados 

Valor 
codificado 

Aceite de 
soya 

Sulfato de 
magnesio 

1.4 3.2% 0.92 g/L 

1 3,0% 0.8 g/L 

0 2.5% 0.5 g/L 

-1 2,0% 0.2 g/L 

-1.4 1.8% 0.08 g/L 

 

 

Se realizó el diseño por triplicado y se aplicó una regresión multivariable de 

ambas variables y se elaboró un gráfico de superficie de respuesta que nos 

indica el valor máximo de producción cuando se toma en cuenta el aceite de 

soya y el sulfato de magnesio. Como resultado el valor óptimo de carbono fue 

2.50 % del volumen total del medio de cultivo y de sulfato de magnesio fue 0.78 

g/L (Figura 17). 
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Figura 17. Diseño de superficie de respuesta de dos variables (aceite de soya y 
sulfato de magnesio) para la producción de los Biosurfactantes. 

Máxima producción de Biosurfactantes expresado en color naranja con un promedio de 1-1.2 
g/L. 

Mínima producción de Biosurfactantes expresado en color azul con un promedio de 0-0.2 g/L. 

 

Se realizó una regresión multivariable en la cual se obtuvo una ecuación de 

segundo orden que detalla la influencia de las variables X1 y X2 sobre la 

producción de Biosurfactantes. La ecuación fue la siguiente:  

                                     
     

                     (Ecuación 3) 

Donde f= 1.07, a= 0.13, b= 0.09, c= -0.254, d= -0.04, e= -0.06, dichos 

coeficientes fueron obtenidos por medio de una regresión multivariable para la 

producción de los Biosurfactantes (g/L). Estos valores fueron determinados 

mediante la derivación parcial de la ecuación anterior en función de cada una 

de las variables estudiadas. Se obtuvo las siguientes ecuaciones después de la 

derivación: 

                                 
  

   
 0,13 + 2 (0,254) X1 + (-0,06) X2                         (Ecuación 4) 

                                
  

    
 0,09 + 2 (-0,04) X2 + (-0,06) X1                          (Ecuación 5) 
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Mediante las ecuaciones de cada una de las variables se obtuvieron valores 

codificados tanto para la variable X1 como para la variable X2. Para obtener los 

valores óptimos reales fue necesario descodificar estos valores mediante las 

siguientes ecuaciones: 

                                      X1 real= (X1 Codificado * 0,5) + 2,5                   (Ecuación 6) 

                                      X2 real= (X2 Codificado * 0,3) + 0,5                    (Ecuación 7) 

Una vez empleadas las fórmulas anteriores se obtuvo una concentración 

óptima de 2,5 % de aceite de soya como fuente de carbono y 0,78 g/L de 

sulfato de magnesio, donde la producción máxima de Biosurfactantes descrita 

por el modelo fue de 1,12 g/L. Experimentalmente el valor obtenido fue de 1,55 

g/L. Este valor demuestra que la ecuación, efectivamente si describe la 

influencia de ambas variables sobre la producción de los Biosurfactantes.  

 

En el diseño de superficie se evidenció que en los tratamientos 

correspondientes a los niveles 0 y +1 se obtuvo la mayor cantidad de 

Biosurfactantes. Esto indica que la bacteria produce una mayor cantidad de 

Biosurfactantes a concentraciones altas de aceite. Cuando se emplean 

concentraciones menores al 2% de aceite de soya conjuntamente con 

concentraciones inferiores al 0,5 g/L de sulfato de magnesio, la producción de 

Biosurfactantes es nula. Esto puede deberse a que la fuente de carbono se 

encuentra de manera insuficiente en el medio de cultivo por lo tanto la bacteria 

no posee la fuente de energía para continuar con su crecimiento y con su 

posterior producción de los Biosurfactantes.   

 

Según Moya Ramírez et al. (2015, pp. 231-236) la concentración óptima de 

carbono utilizando aceite de oliva es 2% cuando se emplea una cepa de 

Pseudomonas aeruginosa lo que indica una máxima producción de 

Biosurfactantes. En otros estudios Rita Cassia & Rufino (2013, pp. 137-141) 

utilizaron Pseudomonas cepacia y optimizaron las concentraciones de aceite 

residual donde se obtuvo una concentración óptima de 2,3%. Thaniyavarn et al. 
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(2006, pp. 215–222) utilizaron de igual manera una concentración de 2% de 

aceite vegetal utilizando Pseudomonas aeruginosa. En este trabajo utilizando 

aceite de soya como única fuente de carbono se obtuvo un valor óptimo de 

aceite de 2,5%. Cabe recalcar que en otros estudios no se ha utilizado aceite 

vegetal como fuente de carbono como variable de estudio cuando se emplea 

una cepa de Stenotrophomonas maltophilia. Hemlata et al. (2015, pp. 135-143) 

utilizaron aceite de soya como medio inductor para el medio de cultivo inicial 

para posteriormente evaluar la dextrosa como única fuente de carbono.  

 

En estudios de (Makkar et al., 2011, pp. 1-5) la producción de Biosurfactantes 

se maximizó en concentraciones bajas de sulfato de magnesio (2,43mM) y se 

observó que a mayor cantidad de sulfato de magnesio en el medio de cultivo 

este inhibe la producción de los Biosurfactantes. En este estudio se identificó 

que en concentraciones de sulfato de magnesio extremadamente bajas (<0,2 

g/L) y concentraciones muy altas (>0,9 g/L), la producción disminuye. La 

concentración óptima de sulfato de magnesio en la producción de 

Biosurfactantes fue de 0,78 g/L. 

 

En los datos estadísticos del diseño de superficie de respuesta empleado en 

este trabajo se utilizaron 23 datos de un total de 27 con la finalidad de 

aumentar la confiabilidad de los datos del diseño experimental. Se obtuvo un r2 

de 0,8910. Este valor es aceptable para la elaboración del diseño de superficie 

de respuesta de segundo orden. El error del experimento fue 0,08 siendo un 

valor bajo para la evaluación de la respuesta de estudio. El valor f crítico de 

Fisher fue de 1,49E-08 y el valor de Fisher fue de 36,9710 lo que nos permite 

concluir que al ser menor el valor f crítico que el valor F se rechaza la hipótesis 

nula y se acepta la hipótesis alternativa la que indica que al menos un 

tratamiento es diferente entre los demás. 
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En este diseño de superficie de respuesta, utilizando dos variables: aceite de 

soya y sulfato de magnesio, se realizó la técnica de desplazamiento del 

contaminante colocando 100 µL de Biosurfactantes en una superficie de 

petróleo y como resultado se observó una dispersión mayor del contaminante 

en los tratamientos 1, 2, 7 y 9 en los cuales se formó agregados de petróleo. 

Estos tratamientos corresponden a concentraciones altas de aceite (Tabla 8 y 

Figura 18). 

 

Tabla 8. 

 Desplazamiento del contaminante utilizando Biosurfactantes provenientes de 
la bacteria Stenotrophomonas en el diseño de superficie de respuesta 
utilizando aceite de soya y sulfato de magnesio como variables. 

 

Nota: grupo control se refiere a la muestra aplicada antes de la producción de los 
Biosurfactantes. 

 

Figura 18. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas en el diseño de superficie de 
respuesta empleando aceite de soya y sulfato de magnesio  

Tratamientos: 1-9 de acuerdo al diseño experimental (Anexo 2) 

Tratamiento 1, 2, 7 y 9: formación de agregados en superficie con petróleo 

Tratamiento Control (cm) Halo de desplazamiento (cm) Total (cm)

1 2 Formación de agregados -

2 2 Formación de agregados -

3 2 7,5 5,5

4 2 9 7

5 2 7 5

6 2 8 6

7 2 Formación de agregados -

8 2 7 5

9 2 Formación de agregados -
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 Diseño central compuesto utilizando aceite de soya y cloruro de sodio. 

 

El siguiente diseño de superficie de respuesta se realizó empleando dos 

variables significativas: la fuente de carbono y el cloruro de sodio. Se buscó las 

concentraciones óptimas para cada variable. Los valores utilizados fueron 

codificados tal y como se muestra en la Tabla 9. Se consideraron valores 

centrales para la fuente de carbono de 2,5 % del volumen total del medio y 

para el cloruro de sodio de 0,05 g/L. 

 

Tabla 9.  

Concentraciones de aceite de soya y cloruro de sodio empleadas para la 
optimización del medio de cultivo en el diseño de superficie de respuesta. 

 
Valores decodificados 

Valor 
codificado 

Aceite de soya Cloruro de sodio 

1.4 3.9% 0.078 g/L 

1 3.5% 0.070 g/L 

0 2.5% 0.05g/L 

-1 1.5% 0.03 g/L 

-1.4 1.1% 0.022 g/L 

 

 

Se aplicó una regresión multivariable con los datos correspondientes a la 

producción de los Biosurfactantes con todas las réplicas de cada uno de los 

tratamientos. Se elaboró un gráfico de superficie tomando en cuenta las dos 

variables de estudio: el aceite de soya y el cloruro de sodio. Se determinó que 

la concentración óptima de aceite de soya para la producción de los 

Biosurfactantes es de 2,48 % del volumen total del medio de cultivo; por su 

parte la concentración óptima de cloruro de sodio es de 0,055 g/L (Figura 19). 
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Figura 19. Diseño de superficie de respuesta de dos variables: aceite de soya y 
cloruro de sodio para la producción de los Biosurfactantes. 

Máxima producción de Biosurfactantes expresado en color naranja con un rango de 0,9 -1,5 
g/L. 

Mínima producción de Biosurfactantes expresado en color azul con un rango de 0 -0,3 g/L. 

 

Se realizó una regresión multivariable, en la cual se obtuvo una ecuación de 

segundo orden para identificar la influencia de las variables X1 y X2 sobre la 

producción de los Biosurfactantes. La ecuación fue la siguiente:  

                                   
     

                    (Ecuación 8) 

 

Donde los coeficientes: f= 1.05, a= 0.019, b= 0.231, c= -0.316, d= -0.074, e= 

0.10, representan la producción de Biosurfactantes (g/L). Estos valores se 

obtuvieron mediante la derivación parcial de la ecuación anteriormente descrita, 

en función de cada una de las variables. Se obtuvieron las siguientes 

ecuaciones luego de realizar la derivación: 

                         
  

   
 0.019 + 2 (-0.316) X1 + (0.10) X2                ( Ecuación 9) 

                         
  

   
 0.231 + 2 (-0.074) X2 + (0.10) X1                     ( Ecuación 10) 
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Mediante las ecuaciones de cada una de las variables se obtuvieron valores 

codificados tanto para la variable X1 como para la variable X2. Para obtener los 

valores óptimos reales fue necesario descodificar estos valores mediante las 

siguientes ecuaciones: 

                                   X1 real= (X1 Codificado * 1) + 2.5                 (Ecuación 11) 

                            X2 real= (X2 Codificado * 0.02) + 0.05            (Ecuación 12) 

Una vez empleadas las fórmulas anteriores, se obtuvo una concentración 

óptima de 2.48 % de aceite de soya y 0.055 g/L de cloruro de sodio. Con estos 

valores la producción máxima de los Biosurfactantes descrita por el modelo fue 

de 1.22 g/L. Experimentalmente el valor obtenido fue de 1.5 g/L. Se ha 

determinado que la ecuación efectivamente describe la influencia de ambas 

variables sobre la producción de los Biosurfactantes. 

 

En el diseño de superficie anterior en el que se utilizó aceite de soya y sulfato 

de magnesio, se determinó que la concentración óptima de aceite de soya fue 

de 2,5% (v/v), valor muy cercano  al obtenido en este diseño que fue de 2,48%. 

 

El cloruro de sodio es una variable importante para observar la tolerancia de la 

bacteria para interactuar con el ambiente contaminado en condiciones 

extremas de salinidad. Se identificó una concentración adecuada para que la 

bacteria produzca Biosurfactantes, cabe recalcar que la tolerancia al estrés 

depende de la procedencia de la bacteria. Según Swapna, Papathoti, Khan, & 

Hameeda (2016, pp. 432-438) cuando utilizaron cepas aisladas de zonas 

marinas se observa que tienen la capacidad de tolerar condiciones extremas de 

salinidad de 4 al 8% de saturación en comparación a bacterias aisladas de 

suelos contaminados, siendo estas influyentes en la producción y calidad del 

Biosurfactante. 
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En el gráfico de superficie de respuesta se determinó que cuando la bacteria se 

encuentra en condiciones extremas de saturación con aceite de soya y bajas 

concentraciones de cloruro de sodio, la producción de los Biosurfactantes se 

inhibe. Esto ocurre porque el cloruro de sodio, al aportar iones Na+, tiene 

influencia sobre la concentración de aceite de soya para que este sea 

metabolizado por la bacteria Stenotrophomonas para la producción de 

Biosurfactantes. 

 

En los datos estadísticos del diseño de superficie de respuesta se utilizaron 23 

datos de un total de 27. Se obtuvo un r2 de 0,7142 que es un valor aceptable 

para la elaboración del diseño de superficie de respuesta de segundo orden. El 

error del experimento fue 0.22, que es un valor bajo para la evaluación de la 

respuesta de estudio. El valor f crítico fue de 0,0004 y el valor F de 8,0066 lo 

que permite concluir que al ser menor el valor f crítico que el valor F se rechaza 

la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alternativa, la que indica que al menos 

un tratamiento es diferente entre los demás. 

 

En la Tabla 10 se puede observar la longitud de dispersión del contaminante 

para el diseño de superficie cuando se emplea aceite de soya y cloruro de 

sodio como variables. No ocurrió la formación de agregados en este diseño 

experimental. Sin embargo, se observó con el tratamiento 2 una mayor 

dispersión del petróleo (Figura 20). 
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Tabla 10.  

Desplazamiento del contaminante utilizando Biosurfactantes proveniente de la 

bacteria Stenotrophomonas en el diseño de superficie de respuesta utilizando 

aceite de soya y cloruro de sodio como variables. 

Tratamiento 
Control 

(cm) 

Halo de 

desplazamiento (cm) 

Total 

(cm) 

1 2,0 7,0 5,0 

2 2,0 8,0 6,0 

3 2,0 6,0 4,0 

4 2,0 5,0 3,0 

5 2,0 7,5 5,5 

6 2,0 6,0 4,0 

7 2,0 7,0 5,0 

8 2,0 7,0 5,0 

9 2,0 4,0 2,0 

Nota: grupo control se refiere a la muestra aplicada antes de la producción de los 

Biosurfactantes 

 

Figura 20. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 

los Biosurfactantes de Stenotrophomonas en el diseño de superficie de 

respuesta empleando aceite de soya y cloruro de sodio. 

Tratamientos: 1-9 de acuerdo al diseño experimental (Anexo 2). 
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Diseño central compuesto utilizando sulfato de magnesio y cloruro de 

sodio 

 

Se realizó el último diseño de superficie tomando en cuentas las variables 

significativas obtenidas en el diseño experimental Plackett-Burman. Se tomó 

como variables al sulfato de magnesio y al cloruro de sodio. Se calcularon las 

diferentes concentraciones correspondientes a los valores codificados. Como 

punto de partida se determinaron los valores centrales de cada una de las 

variables de acuerdo a los diseños previamente elaborados: 0,5 g/L para el 

sulfato de magnesio y 0,05 g/L para el cloruro de sodio; este diseño 

experimental se realizó por triplicado. (Tabla 11). 

 

Tabla 11.  

Concentraciones de sulfato de magnesio y cloruro de sodio empleadas para la 
optimización del medio de cultivo en el diseño de superficie de respuesta. 

 
Valores decodificados 

Valor 
codificado 

Sulfato de magnesio Cloruro de sodio 

1.4 0.92 g/L 0.078 g/L 

1 0.8 g/L 0.070 g/L 

0 0.5 g/L 0.05g/L 

-1 0.2 g/L 0.03 g/L 

-1.4 0.08 g/L 0.022 g/L 

 

 

Se realizó una regresión multivariable teniendo en cuenta todas las réplicas de 

cada uno de los tratamientos. Se elaboró un gráfico de superficie de respuesta 

con ambas variables y se determinó que la concentración óptima de sulfato de 

magnesio es de 0,5868 g/L y para el cloruro de sodio la concentración ideal es 

de 0,06007 g/L (Figura 21). 
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Figura 21. Diseño de superficie de respuesta de dos variables: sulfato de 

magnesio y cloruro de sodio en relación a la producción de los Biosurfactantes. 

Máxima producción de los Biosurfactantes expresado en color naranja con un rango de 1,2-1,4 

g/L. 

Mínima producción de los Biosurfactantes expresado en color azul con un rango de 0-0,2 g/L. 

 

Se realizó una regresión multivariable, en la cual se obtuvo una ecuación de 

segundo orden para identificar la influencia de las variables X1 y X2 sobre la 

producción de los Biosurfactantes. La ecuación fue la siguiente: 

                                                
     

              ( Ecuación 13) 

Donde los coeficientes: f= 1.04, a= 0.14, b= 0.016, c= -0.2654, d= -0.014, e= -

0.16, representan la producción de Biosurfactantes (g/L). Estos valores se 

obtuvieron mediante la derivación parcial de la ecuación anteriormente descrita, 

en función de cada una de las variables. Se obtuvieron las siguientes 

ecuaciones luego de realizar la derivación: 

                             
  

   
 0,14 + 2 (-0,2654) X1 + (-0,16) X2         ( Ecuación 14) 
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 0,016 + 2 (-0,014) X2 + (-0,16) X1          (Ecuación 15) 

Mediante las ecuaciones de cada una de las variables se obtuvo valores 

codificados tanto para la variable X1 como para la variable X2. Para obtener los 

valores óptimos reales fue necesario descodificar estos valores mediante las 

siguientes ecuaciones: 

                                      X1 real= (X1 Codificado * 0,3) + 0,5                ( Ecuación 16) 

                                 X2 real= (X2 Codificado * 0,02) + 0,05             ( Ecuación 17) 

 

Una vez empleadas todas las fórmulas anteriores se obtuvieron valores de 

concentración óptima de sulfato de magnesio 0,58 g/L y de cloruro de sodio 

0,055 g/L. La producción máxima de Biosurfactantes descrita por el modelo fue 

de 1,04 g/L. Los valores obtenidos experimentalmente fueron de 0,830 g/L. Se 

ha determinado que la ecuación no describe la influencia de ambas variables 

sobre la producción de los Biosurfactantes. 

 

En los datos estadísticos del diseño de superficie de respuesta se utilizó 20 

datos de un total de 27, ya que algunos datos se encontraban fuera de la línea 

de tendencia. Se obtuvo un r2 de 0.7823, valor aceptable para la elaboración 

del diseño de superficie de respuesta de segundo orden. El error del 

experimento fue de 0.14, valor bajo para la evaluación de la respuesta de 

estudio. El valor f crítico fue de 3.87E-05 y el valor F de 14,65 lo que nos 

permitió concluir que al ser menor el valor f crítico que el valor F se rechaza la 

hipótesis nula y se acepta la hipótesis alternativa la que indica que al menos un 

tratamiento es diferente entre los demás. 

 

Al eliminar algunos datos hubo una diferencia en las concentraciones óptimas 

de sulfato de magnesio por lo que fue necesario realizar pruebas a nivel matraz 

para identificar la concentración ideal de sulfato de magnesio. La concentración 
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de cloruro de sodio resultó similar en comparación a la concentración obtenida 

en el anterior diseño de superficie de respuesta, 0.070 g/L La producción de 

igual manera no fue la ideal en torno al resultado teórico descrito por el modelo, 

el cual fue de 1,04 g/L de Biosurfactantes. 

 

Finalmente se aplicó la prueba cualitativa para la verificación de producción de 

los Biosurfactantes en donde se observó que el tratamiento 3 fue el que mayor 

cantidad de petróleo desplazó con un total de 5 cm de dispersión (Tabla 12 y 

Figura 22). 

 

Tabla 12.  

Desplazamiento del contaminante utilizando Biosurfactantes proveniente de la 

bacteria Stenotrophomonas en el diseño de superficie de respuesta utilizando 

sulfato de magnesio y cloruro de sodio como variables. 

Tratamiento 
Control 

(cm) 
Halo de 

desplazamiento (cm) 
Total 
(cm) 

1 2 4 2 

2 2 7 5 

3 2 7,5 5,5 

4 2 7 5 

5 2 6,5 4,5 

6 2 6,6 4,6 

7 2 6 4 

8 2 7 5 

9 2 2,3 0,3 

 

Nota: grupo control se refiere a la muestra aplicada antes de la producción de los 
Biosurfactantes. 
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Figura 22. Test de desplazamiento del contaminante mediante la aplicación de 
los Biosurfactantes de Stenotrophomonas en el diseño de superficie de 
respuesta empleando sulfato de magnesio y cloruro de sodio. 

Tratamientos: 1-9 de acuerdo al diseño experimental (Anexo 2) 

 

4.7 Optimización del medio de cultivo a escala de matraz  

 

Se realizó un ensayo a nivel de matraz para comprobar los datos obtenidos 

teóricamente obtenidos mediante los diseños de superficie de respuesta. En 

dos diseños de superficie de respuesta se utilizaron como variable al sulfato de 

magnesio, los resultados en las concentraciones óptimas variaron entre cada 

uno de los diseños. Se realizó pruebas con sus respectivas repeticiones para 

obtener la concentración óptima de sulfato de magnesio. Las concentraciones 

óptimas utilizadas para este experimento fueron 2,5% de aceite de soya, 0,055 

g/L de cloruro de sodio y se probó las dos posibles concentraciones óptimas de 

sulfato de magnesio 0,78 g/L y 0,58 g/L. Se determinó que la concentración 

óptima de sulfato de magnesio fue de 0,78 g/L con una producción de 

Biosurfactantes de 1,44 g/L (Figura 23). 
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Figura 23. Producción de los Biosurfactantes con los medios optimizados 
utilizando diferentes concentraciones de sulfato de magnesio. 

 

4.8 Obtención de rendimiento de los Biosurfactantes en relación a la 

biomasa 

 

Para la producción a mayor escala de los Biosurfactantes se realizó el proceso 

de fermentación en un Biorreactor de 7 litros con las concentraciones óptimas 

obtenidas a nivel de matraz: sulfato de magnesio 0,78 g/L y  cloruro de sodio 

0,055 g/L y aceite de soya 2,5% (v/v). Se tomaron muestras cada hora durante 

un lapso de 48 horas para la obtención de una curva que relacione la 

producción de los Biosurfactantes y el crecimiento de la bacteria 

Stenotrophomonas. En la figura 25 se puede observar la curva de crecimiento 

de la bacteria, donde se puede evidenciar la fase exponencial, la fase 

estacionaria y la fase de muerte del microorganismo. Se realizó una curva de 

formación de producto para observar la máxima producción de Biosurfactantes 

en un “Biorreactor” (Figura 24). 
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Figura 24. Curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas en un 
“Biorreactor” de 7 litros. 

 

Se pudo observar notablemente que el tiempo de crecimiento de la bacteria 

Stenotrophomonas se redujo a 12 horas, esto debido a las condiciones 

controladas del oxígeno, la temperatura, el pH y la agitación. Al tener las 

condiciones de operación bien establecidas, la bacteria posee todas las 

facilidades para su crecimiento. Se obtuvo una velocidad específica de 

crecimiento de 0,15 h-1 y un tiempo de duplicación de 4 horas. A nivel de 

matraz el crecimiento de la bacteria fue en mucho mayor tiempo alcanzando las 

30 horas aproximadamente y se obtuvo una velocidad específica de 

crecimiento de 0,042 h-1 y un tiempo de duplicación de 16 horas. Se determinó 

que efectivamente el tiempo de crecimiento en un “Biorreactor” se reduce 

(Doran, 1998, pp. 349-363). 

Fase 

exponencial 

Fase de muerte 

Fase estacionaria 
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Figura 25. Producción de los Biosurfactantes a partir de Stenotrophomonas en 
un “Biorreactor” de 7 litros. 

 

La formación de producto se obtuvo cuando la bacteria alcanzó la fase 

estacionaria entre las 17 y 24 horas y el tiempo de producción de 

Biosurfactantes, sin embargo, la producción disminuyó en comparación al nivel 

de matraz. La producción a nivel de matraz fue de 1,5 g/L mientras que en el 

Biorreactor la producción máxima en la fase estacionaria fue de 0,689 g/L, 

indicando que la producción de Biosurfactantes disminuye a pesar de que las 

condiciones se encuentran controladas. El proceso de escalado para la 

producción de  los Biosurfactantes es complejo y requiere flujos de aire más 

controlados debido a la cantidad de espuma generada en el “Biorreactor. 

(Gong, Peng, & Wang, 2015, pp. 2033-2038). 
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Con la obtención de la curva de crecimiento de la bacteria y la curva de 

formación de producto se realizaron los cálculos para determinar el rendimiento 

del Biosurfactante en función de la biomasa. Se calcularon diferentes 

parámetros cinéticos y se obtuvo un rendimiento de 0,2130 g/g (Ver tabla 13). 

 

Tabla 13.  

Parámetros cinéticos de la bacteria del género Stenotrophomonas. 

Xo 0,00564249 g/mL 

Xf 0,00998815 g/mL 

P0 0 g/mL 

Pf 0,0204 g/mL 

 

Nota: Xo =concentración inicial de células, Xf = concentración final de células, Po = Cantidad 
inicial de Biosurfactantes, Pf = Cantidad final de Biosurfactantes. 

 

El rendimiento obtenido de 0,2130 g/g nos indica que la producción de 

Biosurfactantes no está relacionada con el crecimiento del microorganismo. Los 

Biosurfactantes son metabolitos secundarios y se producen en la fase 

estacionaria de crecimiento. Esto se logró corroborar mediante el gráfico 

anterior de producción de Biosurfactantes y se observó que efectivamente la 

mayor producción ocurrió en la fase estacionaria y no en la fase exponencial de 

crecimiento.  
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5 Conclusiones y Recomendaciones 

5.1 Conclusiones 

 

Se identificó mediante pruebas bioquímicas que la bacteria empleada para este 

trabajo fue del género Stenotrophomonas. 

Se determinó que la mejor fuente de carbono para la producción de 

Biosurfactantes a partir de la bacteria Stenotrophomonas es el aceite de soya. 

A concentraciones de aceite de soya < 1% (v/v) o > 3,5% (v/v) la producción de 

Biosurfactantes disminuye. 

La mejor fuente de nitrógeno fue la peptona donde se obtuvo una producción 

de Biosurfactantes de 1,44 g/L. Se determinó que la concentración de peptona 

debe ser < 1,5 g/L. 

Mediante el diseño experimental de Plackett-Burman se identificaron las 

variables más influyentes en la producción de los Biosurfactantes de la bacteria 

Stenotrophomonas. Estas son: el aceite de soya, el sulfato de magnesio y el 

cloruro de sodio.  

Mediante diseños de superficie de respuesta se determinaron que las 

concentraciones óptimas de las variables estudiadas fueron: 2,5 % (v/v) de 

aceite de soya, 0,78 g/L de sulfato de magnesio y 0,055 g/L de cloruro de 

sodio.  

Se observó que a bajas concentraciones de sulfato de magnesio y aceite de 

soya la producción de Biosurfactantes se reduce notablemente. Existe una 

dependencia entre estas dos variables en función de la producción de los 

Biosurfactantes. 

Mediante la técnica de desplazamiento del contaminante se determinó que los 

Biosurfactantes obtenidos poseen la capacidad de  interactuar con el petróleo y 

desplazarlo. 
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Se demostró que el tiempo de crecimiento de la bacteria empleada se reduce a 

escala de biorreactor y la producción de los Biosurfactantes ocurre en menor 

tiempo.  

Se demostró que la bacteria Stenotrophomonas es una cepa productora de 

Biosurfactantes y que la producción no está asociada al crecimiento 

microbiano. 

5.2 Recomendaciones 

 

Debido al difícil proceso de escalado es recomendable mantener flujos de 

oxígeno estables para que la bacteria aproveche la aireación en el medio de 

cultivo. 

Se recomienda realizar una optimización de las condiciones de operación de la 

bacteria Stenotrophomonas para maximizar la producción de los 

Biosurfactantes. 

Se sugiere la investigación de la estructura de los Biosurfactantes producidos 

por la bacteria Stenotrophomonas para identificar el tipo de Biosurfactante. 
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ANEXO 1 

Tablas de los diseños factoriales completamente al azar para la selección 

de la mejor fuente de carbono y nitrógeno 

Anexo 1.1.  

Tratamientos y concentraciones de melaza para la evaluación de la producción 
de biosurfactantes 

Tratamientos Concentración de melaza (v/v) 

1 0.3% 

2 0.5% 

3 0.7% 

4 0.9% 

5 1.1% 

 

Anexo 1.2.  

Tratamientos y concentraciones de aceite de soya para la evaluación de la 
producción de biosurfactantes 

Tratamientos 
Concentración de aceite de soya 

(v/v) 

1 1,5% 

2 2.5% 

3 3.5% 

4 4,5% 

5 5,5% 

 

Anexo 1.3.  

Tratamientos y concentraciones de sulfato de amonio para la evaluación de la 
producción de biosurfactantes 

Tratamientos 
Concentración de sulfato de amonio 

(g/L) 

1 0.5  

2 1 

3 1,5 

4 2 

5 2,5 
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Anexo 1.4.  

Tratamientos y concentraciones de nitrato de potasio para la evaluación de la 
producción de biosurfactantes 

Tratamientos 
Concentración de nitrato de potasio 

(g/L) 

1 0.5  

2 1 

3 1,5 

4 2 

5 2,5 

 

Anexo 1.5.  

Tratamientos y concentraciones de peptona para la evaluación de la 
producción de biosurfactantes 

Tratamientos Concentración de peptona (g/L) 

1 0.5  

2 1 

3 1,5 

4 2 

5 2,5 

 

 

ANEXO 2 

Tablas de los diseños centrales compuestos 

Anexo 2.1.  

Combinaciones de los tratamientos del diseño de superficie utilizando aceite de 
soya y sulfato de magnesio. 

 

 

Tratamiento Aceite de soya (%) Sulfato de magnesio (g/L)

1 2,5 0,50

2 3,2 0,50

3 3,0 0,80

4 2,5 0,92

5 2,0 0,20

6 1,8 0,50

7 2,0 0,80

8 2,5 0,08

9 3,0 0,20
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Anexo 2.2.  

Combinaciones de los tratamientos del diseño de superficie utilizando aceite de 
soya y cloruro de sodio. 

 

Anexo 2.3. 

 Combinaciones de los tratamientos del diseño de superficie utilizando sulfato 
de magnesio y cloruro de sodio. 

 

ANEXO 3 

Diluciones para la elaboración de la curva de calibrado de biomasa de la 
bacteria Stenotrophomonas. 

 

 

Tratamiento Aceite de soya (%) Cloruro de sodio (g/L)

1 2,5 0,05

2 3,2 0,05

3 3,0 0,07

4 2,5 0,08

5 2,0 0,03

6 1,8 0,05

7 2,0 0,07

8 2,5 0,02

9 3,0 0,03

Tratamiento Sulfato de magnesio (g/L) Cloruro de sodio (g/L)

1 0,50 0,05

2 0,50 0,05

3 0,80 0,07

4 0,92 0,08

5 0,20 0,03

6 0,50 0,05

7 0,80 0,07

8 0,08 0,02

9 0,20 0,03

Dilución Medio Estéril (mL) Inóculo (mL)

1 9 1

2 8 2

3 7 3

4 6 4

5 5 5

6 4 6

7 3 7

8 2 8

9 1 9

Curva de calibrado
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