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RESUMEN

Los surfactantes son moléculas activas que tienen dos fases de interaccién una
hidrofébica y otra hidrofilica. Estas moléculas tienen la capacidad de reducir la
tensién superficial entre liquidos, sélidos y gases. Gracias a estas propiedades
estas moléculas han ganado interés en el campo de remediacion de hidrocarburos,
debido a que aumentan la biodisponibilidad de contaminantes y ademas aumentan
su solubilidad. Hoy en dia los surfactantes comerciales son realizados
quimicamente, lo que impone una baja degradacion, convirtiéndolos en un
contaminante mas. Una alternativa para el uso de surfactantes comerciales es la
utilizacién de biosurfactantes que se producen empleando sistemas bioldgicos
como levaduras, hongos y bacterias. Estas moléculas tienen la misma funcionalidad
que los surfactantes sintéticos, la diferencia es que estas biomoléculas son
biodegradables. En este trabajo se empled la bacteria Stenotrophomonas sp. para
producir biosurfactantes. Se analizaron las condiciones de operacién tales como
temperatura, pH y agitacion. Se utilizd un modelo de optimizacion mediante 3
disefios centrales compuestos, con el fin de estudiar las variables analizadas y se
obtuvieron los valores 6ptimos de cada variable, lo que dio como resultado una
temperatura 6ptima de 34°C, una agitacion de 135 rpom y un pH de 6,1. Se obtuvo
una produccion maxima de biosurfactantes de 1,55 g/L. La extraccion de los
biosurfactantes se realiz6 mediante precipitacion acida de lipidos, y una posterior
liofilizacién. El tratamiento optimizado se llevé a cabo mediante una fermentacion
tipo batch en un biorreactor de 5 litros. Se demostré que las condiciones de
operacion estudiadas son esenciales en la produccion de biosurfactantes puesto

que la variacion de estas resultdé en rangos minimos y maximos de produccion.



ABSTRACT

Surfactants are active molecules that have two interaction phases, one hydrophobic
and the other hydrophilic. These molecules can reduce the surface tension between
liquids, solids and gases. These molecules have gained interest in the field of
environmental remediation. It increases the bioavailability of contaminants and also
increases the solubility. Today, commercial surfactants are chemically produced,
which imposes low degradation, making them another pollutant. An alternative for
the use of commercial surfactants is the use of biosurfactants that are produced
using biological systems such as yeasts, fungi and bacteria. These molecules have
the same functionality as synthetic surfactants, the |difference is that these
biomolecules are biodegradable. In this work the bacterium Stenotrophomonas sp.
to produce biosurfactants. The operating conditions such as temperature, pH and
agitation were analyzed. An optimization model was used through 3 central
composite designs to study the variables analyzed and the optimal values of each
variable were obtained, resulting in an optimum temperature of 34°C, an agitation of
135 rpm and an optimum pH of 6.1. The maximum biosurfactant concentration was
1.55g / L. The extraction of the biosurfactants was carried out by acid precipitation
of lipids, and subsequently lyophilization. The optimized treatment was carried out
in a batch-type fermentation using a 5-liter bioreactor. We were able to demonstrate
that the conditions of operation studied are essential in the production of

biosurfactants
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1. Capitulo I. Introduccién:

1.1 Antecedentes

Sin duda las contaminaciones mas graves en cuestiones ambientales han sido las
producidas por derrames de petroleo. Por lo general cuando se habla de una
contaminacién por hidrocarburos, es comun la presencia de dos tipos de
compuestos: los hidrocarburos alifaticos y los aliciclicos. (Perfumo, Banat,
Canganella, &amp; Marchant, 2006, p135). Los alifaticos se volatilizan facilmente
mientras que los aliciclicos persisten adheridos a las superficies como suelos,
piedras, plantas o corales dependiendo del lugar contaminado. Los compuestos
aliciclicos son compuestos dafinos puesto que generan una gran toxicidad (Osorio,
2014).

A lo largo de la historia se han utilizado varios métodos tanto fisicos como quimicos
para la eliminacién de hidrocarburos. Sin duda la principal desventaja de estos son
los altos costos econdmicos, debido a las grandes cantidades de energia que
requieren, asi como también la dificultad relacionada con la movilidad de equipos
especializados (Chu, 2013, p. 19-20). Una alternativa eficiente es la
Biorremediacién. Estos procedimientos consisten en el uso de organismos vivos
como bacterias, plantas, hongos o levaduras para acelerar el proceso de
degradacion del contaminante. Un factor que limita la degradacion de
contaminantes en la Biorremediacion es la poca disponibilidad del contaminante
cuando este se adhiere a una matriz sélida. En pocas palabras, la degradacion de
contaminantes se limita por las condiciones de transferencia de masa (Arboleda &
Bravo, 2010). Una de las formas de hacer biodisponible estos compuestos es

mediante el uso de surfactantes.

Los surfactantes son moléculas tensoactivas que tiene la capacidad de disminuir la

tension en la interfase del agua. Estas moléculas se ubican en la interfase entre las



moléculas de agua y las moléculas no solubles como los aceites, lo que aumenta la
disponibilidad y la solubilidad de los hidrocarburos (Elliot, Singhal, & Swift, 2010, p.
84-85). Gracias a esta capacidad de convertir a los hidrocarburos en moléculas mas
disponibles y solubles, los surfactantes son unas de las principales moléculas

utilizadas para la biodegradacion de contaminantes.

Las principales industrias que utilizan los surfactantes son las empresas petroleras,
puesto que los utilizan en procedimientos de limpieza de tanques y oleoductos con
el fin de aprovechar todos los hidrocarburos extraidos (Vallejo, Salgado, & Roldan,
2015, p. 86-87). El surfactante se puede obtener de dos maneras: quimica y
biolégicamente. Los obtenidos biolégicamente (biosurfactantes) estan siendo
utilizados mas que los quimicos gracias a que los biosurfactantes no generan
toxicidad, son biodegradables y tienen una mejor interaccion con los
microorganismos degradadores. Estas moléculas son producidas por
microorganismos y pueden ser: acidos grasos, péptidos, glicopéptidos, fosfolipidos
y glucolipidos (Gonzales, Bustillos, & Fernandez, 2010). Entre los microorganismos
productores de biosurfactantes se encuentran varios géneros de Bacillus sp,
Pseudomonas sp, Pseudoxanthomonas sp, Stenotrophomonas sp, entre otros. Los
biosurfactantes mayormente producidos son de origen lipopeptido, y ramnolipidos
(Yanéz, 2013).

Las bacterias del género Stenotrophomonas son bacterias aerobias, Gram
negativas, que han sido poco explotadas en cuanto a sus aplicaciones en
biotecnologia industrial y ambiental. Sin embargo, se han realizado estudios sobre
la optimizacion de medios de cultivo empleando este género de bacteria, para la
produccion de enzimas lipasas, polihidroxialcanoatos (PHA) y biosurfactantes
(Tufail, 2017).

Para la produccion de biosurfactantes existen estudios sobre la influencia de la

concentracion de compuestos como el zinc, el magnesio, el pH en el medio de



produccion del microorganismo. El uso de estos biosurfactantes fue destinado para
la remocién de metales pesados (Hemlata, Selvin, & Tukaram, 2015a).
Adicionalmente se ha estudiado la degradacion de benzopireno mediante el uso de
biosurfactantes en condiciones estandar de cultivo (Arjun, 2013). Los estudios
mencionados anteriormente se realizaron empleando la bacteria Stenotrophomonas
malthophilia. Esta bacteria se la agrupo en este género en el afio 1993, antes de
esto se la catalogaba como Pseudomonas maltophilia, también se la categorizd en
el género de Xanthomonas (Palleroni & Bradbury, 1993), esta variacion en el género
de esta bacteria se debi6 a que producia ramnolipidos al igual que el género de las
Pseudomonas, por ende se conoce que los biosurfactantes producido por
Stenotrophomonas malthophilia son de tipo ramnolipidos (Hemlata et al., 2015). Los
ramnolipidos son basicamente gliceroles, son catalogados como los principales
biosurfactantes producidos por las bacterias del género Pseudomonas (Lang &
Woullbrandt, 1999).

El antecedente mas relevante es el estudio de las condiciones de cultivo para la
optimizacién en la produccion de biosurfactantes mediante la utilizacion de
Stenotrophomonas sp. Tal investigacion se utilizé diferentes concentraciones de
carbono, magnesio y sodio. Se optimizé el medio mediante un disefio experimental
de superficie de respuesta (Valdospinos, 2017). A partir de esta investigacion se
obtuvieron las condiciones iniciales de cultivo 6ptimas con las que se utilizé de

referencia para comenzar con la siguiente investigacion.

1.2 Planteamiento del problema

Sin duda uno de los problemas ambientales mas graves a lo largo de la historia ha
sido la contaminacion por hidrocarburos, especificamente los derrames de petréleo
en suelos, rios o mares (Plohl, Leskovsek, & Bricelj, 2012, p. 280). EI método mas

utilizado para degradacion de hidrocarburos ha sido el uso de microorganismos



nativos (Romero & others, 2012, p. 77-78). No obstante, estos solo tienen la
capacidad de descomponer los contaminantes solubles, lo que limita la
descomposiciéon de los contaminantes adheridos a matrices sélidas como piedras,
corales o suelos (Perfumo et al., 2009, p. 135). Para potencializar la degradacion
por microorganismos se suelen emplear surfactantes comerciales producidos a
partir de compuestos quimicos. Sin embargo, el uso de surfactantes sintéticos
genera efectos negativos en las zonas tratadas. Estos efectos negativos son el
aumento de la toxicidad en las zonas, muchas veces los surfactantes sintéticos al
no ser utilizados en concentraciones 6ptimas son dafninos para la fauna del lugar,
otro efecto negativo es que muchas veces los microorganismos tienen mayor
afinidad a degradar el surfactante que el compuesto contaminante inicial, lo que
disminuye la tasa de degradacién de hidrocarburos (Rondén-Barragan, Ramirez-
Duarte, & Eslava-Mocha, 2007, p. 432-433).

Una alternativa eficiente al uso de surfactantes sintéticos es la produccion industrial
de biosurfactantes, los cuales serian biodegradables, estos no serian consumidos
por los microorganismos degradadores de hidrocarburos y presentarian una

alternativa mas ecologica.

1.3 Objetivo general y objetivos especificos

1.3.1 Objetivo general.

e Optimizar las condiciones de operacion para la produccion de biosurfactantes

utilizando Stenotrophomonas sp.

1.3.2 Objetivos especificos.

e Determinar el pH, la agitacion y la temperatura éptimos para la produccién de

biosurfactantes utilizando Stenotrophomonas sp.



¢ Validar las condiciones 6ptimas de operacién en un biorreactor tipo batch para
la determinacién de los parametros cinéticos de Stenotrophomonas sp.
e Determinar el valor del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno de

Stenotrophomonas sp.

1.4 Justificacién de la investigacion

El empleo de biosurfactantes como alternativa al uso de surfactantes sintéticos tiene
una variedad de ventajas: no generan toxicidad alguna, son biodegradables en su
totalidad y no compiten con el microorganismo en la degradacion con los

hidrocarburos.

La importancia de llevar a cabo este proyecto se basa en la generacion de datos
utiles para la produccion optimizada de biosurfactantes mediante el uso de una
bacteria del género Stenotrophomonas. Este estudio permitird generar resultados
relevantes acerca de la influencia que tienen las condiciones de operacién como
pH, agitacion y temperatura sobre la produccion de este metabolito. La optimizacién
de las condiciones de operacion disminuye los costos de produccion cuando se

requiere producir biosurfactantes a escala piloto e industrial.
2. Capitulo Il. Marco teérico

2.1 Contaminacién con hidrocarburos.

Una de las contaminaciones ambientales mas problematicas hoy en dia es la
provocada por explotacion inadecuada de petréleo o productos derivados del
mismo. El petréleo crudo basicamente es el conjunto de diferentes hidrocarburos
con alta composicion de carbono e hidrogeno ademas de compuestos tales como
metales pesados, sulfuros y nitrégenos. La inadecuada explotaciéon del petréleo ha

generado la acumulacion de hidrocarburos en pasivos ambientales que resultan



altamente toxicos y nocivos tanto para los seres humanos como también para la

flora y fauna de las zonas afectadas (Peng, Zi, & Wang, 2015).

Esto ha generado gran interés en el campo cientifico y se han desarrollo diferentes
métodos de remediacion como: los métodos fisicos-quimicos, los cuales se basan
en el principio de destruccion inmovilizacion y separacién del contaminante
(Balasubramaniyam & Harvey, 2014). Mediante el estudio de las propiedades fisicas
y quimicas de los hidrocarburos, se emplean diferentes protocolos ya sea por
adicion de compuestos que permitan una inmovilizacion o dispersion de
hidrocarburos o simplemente con la inyeccidn de aire en las zonas contaminadas lo
que elimina unicamente los compuestos volatiles (Lim, Lau, & Poh, 2016). Otros
métodos para la remediacién de zonas contaminadas mas efectivos son el uso de
microorganismos degradadores de compuestos toxicos como los hidrocarburos y

sus derivados, a este método se lo conoce como biorremediacion.

2.2 Biorremediacion

La biorremediacion basicamente es el uso de organismos para la regeneracion de
ambientes contaminados ya sea mediante el empleo de plantas, bacterias, hongos,
levaduras, entre otros compuestos bioldgicos. El papel principal de los organismos
es degradar los compuestos contaminante toxicos utilizandolos como fuentes de
nutrientes. En el caso de los hidrocarburos los microorganismos utilizan el carbono
para realizar reacciones metabdlicas. Existen varios tipos de biorremediacién como:
la fitorremediacion, la bioaumentacién, la bioestimulacion, el uso de biopilas de
compost. Todas estas técnicas parten del estudio de la autoremediacion de
ambientes contaminados con hidrocarburos por la adaptaciéon de los organismos
autéctonos (Sutton, Grotenhuis, & Rijnaarts, 2014). La bioaumentacion es una
técnica in situ que consiste en la adicion de microorganismos capaces de degradar
hidrocarburos a suelos contaminados, esta técnica es eficaz cuando los

microorganismos nativos no tienen la capacidad de degradar los compuestos



contaminantes. Sin embargo, esta técnica tiene una desventaja puesto que al poner
microorganismos que no pertenecen a ese ecosistema, se provoca un desequilibrio
biolégico. Inclusive se han adaptado organismos nativos in vitro para que puedan
degradar hidrocarburos, se los cultiva en situaciones similares para posteriormente
adicionarlos a los suelos contaminados y que sean mas eficientes en el proceso de
remocion (Szulc et al., 2014, pp. 121-128). Otra desventaja de este método es que

los tiempos de remediacion suelen ser muy prolongados.

La pila de compost es una técnica de biorremediacion ex situ en donde se trasladan
los suelos contaminados a espacios adaptados para evitar la filtracion de lixiviados
de las biopilas, estos suelos son enriquecidos con nutrientes necesarios para los
organismos responsables de la remocion de contaminantes, muchas veces se
agregan residuos organicos ricos en carbono, nitrégeno y fosforo como: estiércol,
plantas en descomposicion, cascaras de frutas, entre otros. Ademas de esto se
controla la temperatura de los suelos, la humedad y la oxigenacién. Esto promueve
el crecimiento de microorganismos y favorece la degradacion de los hidrocarburos
(Bastida etal., 2016, pp. 162-169). La desventaja de este método de
biorremediacidn son los altos costos de movilizacién de los suelos contaminados y

la limitacién de espacio para realizar las pilas de compost.

La bioestimulacion es otro método in situ muy parecido a la pila de compost. Se
agregan nutrientes que utilizan los microorganismos para acelerar la
descomposicion de contaminantes. Se utilizan tuberias de presidn para la
oxigenacion del suelo contaminado (Dzionek, Wojcieszynska, & Guzik, 2016, pp.
30-33). El principal problema de este método son los tiempos prolongados de

remediacion.

Todos los métodos antes descritos tienen una limitacion, los microorganismos que
se utilizan deben adaptarse a la contaminacidén por hidrocarburos, por lo que el

tiempo de remediacion suele ser muy prolongado. Para mejorar el tiempo de



adaptacion de los microorganismos se utilizan sustancias potenciadoras, un
ejemplo muy comun de estas sustancias son los emulsificantes o surfactantes.
Estos aumentan la biodisponibilidad de los compuestos insolubles como los

hidrocarburos lo que magnifica la remediacion (Szulc et al., 2014).

2.3 Biodisponibilidad

Como se conoce, los microorganismos y las plantas son los principales
catalizadores que realizan la descomposicion de los contaminantes, por lo que es
muy importante saber el grado de disponibilidad de los contaminantes para poder
ser metabolizados. El termino de biodisponibilidad ha sido definida como el estado
de fraccidon de los compuestos que son viables para la transformacion y/o
eliminacién por organismos vivos (Scow & Jhonson, 1996). Sin embargo, en
biorremediacion este término hace referencia a la eco toxicologia de los compuestos
contaminantes ya sean estos organicos o metalicos. En muchos casos el termino
de biodisponibilidad condiciona la degradacion de los contaminantes del medio, una
solucion eficaz resolver los problemas de biodisponibilidad de hidrocarburos son el
empleo de biosurfactantes. La tasa de degradacion depende de las interacciones
entre el microorganismo, el biosurfactante y la matriz en donde se encuentra en
contaminante (Shen et al., 2016, pp. 120-128).

En el caso de los hidrocarburos estos son contaminantes hidréfobos lo que significa
que no son solubles en agua esto disminuye la interaccidén entre el contaminante y
el microorganismo remediador, estas moléculas no son biodisponibles, los
biosurfactantes reducen la tension superficial y la tension interfacial produciendo
una micela que encapsula al contaminante, lo que favorece el transporte de masa
del contaminante desde el suelo hasta la membrana del microorganismo lo que
aumenta la biodisponibilidad (Xia et al., 2014, pp. 498-499).



2.4 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas organicas producidas por diversos
microrganismos, principalmente por bacterias y hongos, son moléculas anfifilicas lo
que significa que en su estructura existe tanto extremos hidréfobos como extremos
hidrofilicos.(Mena-Giraldo, Pérez-Buitrago, Pinal, & Hoyos, 2016) Lo que genera
interfases en las zonas polares y no polares esto permite a los biosurfactantes tener
la capacidad de ser moléculas dispersantes, emulsificantes y ademas disminuyen
la tension superficial del agua aproximadamente entre 75 a 25 mN/m. Los
microorganismos logran desarrollar la posibilidad de sintetizar los biosurfactantes
cuando las fuentes de nutrientes como el carbono son insolubles o parcialmente
solubles en agua en otras palabras no son biodisponibles (Supaphol, Jenkins,
Intomo, Waite, & O’'Donnell, 2011).

Para la produccion de biosurfactantes mediante la ruta biotecnoldgica se procede
en primera instancia a la exploracién, aislamiento, acondicionamiento de cepas con
potencial sintesis de estas moléculas, determinacion de las condiciones 6ptimas en
el medio de cultivo y condiciones optimas de operacion, extraccion, purificacion y
finalmente escalado industrial. La etapa de escalado industrial se estudia ademas
la reduccion de costos de produccion mediante el uso de fuentes nutritivas

residuales (Makkar, Cameotra, & Banat, 2011).

2.4.1 Origen de los biosurfactantes

Debido a la alta contaminacién de petréleo a partir de la década de 1970, se
empiezan a sintetizar surfactantes inorganicos, a fin de poder eliminar diferentes
tipos de hidrocarburos y tener la posibilidad de regenerar ambientes contaminados.
Estos compuestos dependiendo de su composicion quimica pueden ser catidnicos,
anionicos y no idnicos. Sin embargo, a finales de la década de los 80, se reporto
que el surfactante sintético genera toxicidad para microorganismos degradadores,
lo que reflejo6 una baja eficiencia en estudios de biodegradacion de ambientes

contaminados con petréleo. A partir de este punto se realiza estudios de aislamiento
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de microorganismos con el fin de obtener biomoléculas tensoactivas capaces de ser
biodegradables y que no presenten una competencia de afinidad con los
microorganismos degradadores (Yanez-Ocampo, Somoza-Coutifio, Blanco-
Gonzaélez, & Wong-Villarreal, 2017).

Los biosurfactantes son moléculas de gran interés cientifico por lo que se han
determinado varios microorganismos que los producen. Cabe recalcar que existe
una gran variedad de biosurfactantes, estos pueden ser principalmente de origen

lipido o proteico.

Los microorganismos productores de biosurfactantes mas estudiados son
Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis. con moléculas de tipo ramnolipidos y
lipopéptidos respectivamente. Los biosurfactantes producidos por Pseudomonas
sp. fueron los primeros en ser comercializados en diferentes industrias, este
microorganismo se encuentra en la mayoria de los lugares en donde exista una
contaminacioén con hidrocarburos por lo cual se conoce que es un gran productor de
biosurfactantes (Das et al., 2015). Mientras que la bacteria Bacillus subtilis al ser un
microorganismo con capacidad de adaptarse a diferentes fuentes de carbono
economicos, como son desechos industriales, tiene un gran potencial como
microrganismo productor de biosurfactantes puesto que la unica limitacion de la
produccion de estas moléculas son los altos costos de produccion debido al uso de

sustratos comerciales (Montagnolli, Lopes, & Bidoia, 2015).

En la tabla 1. se observan diferentes microorganismos que tienen la capacidad de

producir biosurfactantes y el tipo de surfactante que estos producen.

Tabla 1.

Principales bacterias productoras de diferentes tipos de biosurfactantes

Tipo de biosurfactante Microorganismo productor
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Pseudomonas aeruginosa
Rhamnolipidos Pseudomonas sp
Serratia rubidea
Candida apicola, Candida bogoriensis
Lipidos de sophorosa Candida lipolyitica
Candida bombicola
Alcanivorax borkumensis
Glicolipidos Alcanivorax sp, Serratia marcenses

Tsukamurella sp, Arthrobacter sp

Lipidos de celobiosa Ustilago maydis
Glicosildiglicerolipidos Lactobacillus fermenti
Lipopolisacaridos Acinectobacter calcoaceticus
Artrofactina Arthrobacter sp
Licosina A, B Bacillus licheniformis
Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilis
Viscosina Pseudomonas Fluorescens

Thiobacillus thiooxidans
Péptidos de lisina Streptomyces sioyaensis
Gluconobacter cerinus
Fosfolipidos Acinetobacter sp
Penicillum spiculisporum
Corynebacterium lepus
Acidos Grasos Arthrobacter paraffineus
Talaramyces trachyspermus

Nocartdia erythropolus

Tomado de (Mulligan, 2015)

2.4.2 Aplicaciones de los biosurfactantes

Los biosurfactantes debido a sus diferentes propiedades son moléculas de gran
interés comercial, no solo en el campo de la remediacion sino también han sido

utilizados en la industria alimenticia, farmacéutica, petrolera.
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En la industria alimenticia los biosurfactantes han tomado papel fundamental,
puesto que se les ha utilizado como agentes estabilizadores y emulsificantes para
productos industriales como son la estabilizacion de grasas al momento de realizar
salchichas, para esto se utiliza el surfactante producido por Candida utilis. Se utiliza
los biosurfactantes también como agentes antioxidantes como es el caso de los
producidos por Klebsiella los cuales se utilizan para detener la oxidacién del aceite

de soya (Campos et al., 2013) .

Los biosurfactantes son utilizados en la industria farmacéutica gracias a sus
capacidades antimicrobianas, en especial lo ramnolipidos. Se ha observado que
este tipo de biosurfactantes tienen la capacidad de evitar el crecimiento de bacterias
Gram positivas lo que resulta muy beneficiosos para utilizarlo para el tratamiento de
infecciones a nivel dermatolégico. Se ha encontrado también que los
biosurfactantes producidos por Pseudomonas sp. ayudan a combatir enfermedades
que afectan a los polimorfonucleares neutréfilos humanos que producen la
enfermedad del shock séptico producidas por altas concentraciones de bacterias

Gram positivas (Zheng et al., 2017).

En cuanto a la industria petrolera, los biosurfactantes aparte de ser utilizados para
remediacion de zonas contaminadas con petroleo se los utiliza como aditivos para
la limpieza de ductos y barriles que hayan contenido petréleo con el fin de disminuir
la cantidad de petrdleo que se desperdicia al momento de trasladar el crudo,
también se utiliza al momento de extraer los pozos petroleros, se inyecta agua con
biosurfactantes para aprovechar al maximo la cantidad de petréleo extraido (Silva
etal., 2014) .

2.5 Bacteria Stenotrophomonas sp.
Este género fue creado en 1993 unicamente para ubicar a la bacteria Xanthomonas

maltophilia antes nombrada Pseudomonas malthophilia. Sin embargo, estudios
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recientes han encontrado 5 especies nuevas de Stenotrophomonas sp. las cuales
son: S. Africana, S. nitritireducens, S. rhizophila, S. acidaminiphila, S koreensis. No
obstante, cada una se diferencia de Stenotrophomonas maltophilia por pequefias
diferencias en la capacidad de metabolizar diferentes sustratos. Existe autores
como Coenye y Cols que presumen que todas las bacterias del género
Stenotrophomonas son cepas de Stenotrophomonas maltophilia (Elmer & Stephen,
2008).

Esta bacteria es Gram negativa, taxondmicamente consiste en células pequefas
con una longitud de 0,5 a 1,5 ym, son bacterias mdviles gracias a que poseen
flagelos polititricos polares (Elmer & Stephen, 2008). Sus colonias son comunmente
de color blanco con tonos amarillentos en agar nutrientes sin embargo en otro tipo
de agares presentan una coloracion café. En cuanto a las condiciones de
crecimiento esta bacteria no crece a temperaturas menores a 4°C y temperaturas
mayores a 41°C por lo que su temperatura 6ptima de crecimiento oscila entre los 33
a 37°C (Martinez, Garcia, & Jiménez, 2007, pp. 91-94).

En el 2012 se realizé un estudio, se empled la bacteria Stenotrophomonas
koreensis, en este estudio se buscaba optimizar las condiciones de operacion y de
cultivo enfocandose en la produccion de biosurfactantes, se determind que la
bacteria producia la mayor concentracion de biosurfactantes a un pH 6 y a una
temperatura de 37°C, no se evalu6é la agitacion del medio y el tiempo de

fermentacion empleado fue 30 horas (Patil, et al, 2012).

Se ha demostrado que esta bacteria tiene la capacidad de metabolizar una gran
cantidad de sustratos complejos como son aceites vegetales, aceites fosiles, glicerol
entre otros. En el 2013 se realizé un estudio para la produccién de biosurfactantes
utilizando Stenotrophomonas maltophilia para la degradacién de pirenos, en donde
la bacteria crecio por un periodo de 48 horas, en una agitacion de 200 rpm y una
temperatura de 30°C (Singh et al., 2015).
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2.6 Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta emplea técnicas estadisticas y
matematicas para analizar y modelar problemas en donde una variable dependiente
de interés es influenciada por otras variables (disefios centrales compuestos). Los
disefios centrales compuestos son disefios factoriales o factoriales fraccionados
compuesto por puntos axiales y puntos centrales, estos disefos son utiles cuando
se realizan experimentos secuenciales, por su facilidad de agregar puntos axiales a
experimentos anteriores (Winters, Winters, & Amedee, 2010). Por lo general estas
metodologias se usan cuando se desean optimizar la produccion de la variable
dependiente. Existen diferentes modelos de optimizacion, el empleo de cada
modelo dependera del numero de variables independientes que se van a analizar,
los factores analizados pueden ser cuantitativos o cualitativos. Para estandarizar los
niveles de las variables o factores que se analizan por lo general se usan valores
cifrados. En este estudio se utilizé un modelo en donde las variables centrales se
representan con el valor de 0, los valores de escala se representan con (+-1) y los
factores maximos y minimos se representan con el valor de (+-1,4). Estos valores
mediante modelos matematicos interactuan para obtener los tratamientos que se

realizaran en los disefios experimentales. (figura 1).

0.0
-l4.0 @

a
14,0

Figura 1. Esquema de combinacion de variables para disefio experimental 2.
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La resolucidon se ilustra en una interaccion en 3D (grafico de superficie de
respuesta), en donde se observa la interaccion de la variable de respuesta con las
variables independientes. Sin embargo, esta ilustracion no suele ser muy practica
al momento de encontrar la mejor relacion; el grafico de contornos por otro lado si
resalta los rangos optimos de las variables estudiadas y el error que tienen estas
(Collins, Dziak, & Li, 2009, pp. 202-224)

3. Capitulo Ill. Metodologia

3.1 Disefio del plan experimental

e N ) e N
Purificaciéon y
e, . Sy Prueba de
masificacién de colonias Cuantificacién de desolaramiento del
de la bacteria del género surfactantes p |
contaminante
Stenotrophomonas

\ y, J \ y,
e N e N e N

Preparacion de los

. . Liofilizacion Andlisis estadistico
medios de cultivo

. J . J . J

( ) ( )

Fermentacion por 48h en
las condiciones
establecidas

Precipitacion de
biosurfactantes

. J . J

Figura 2. Diagrama de las etapas desarrolladas en el trabajo experimental

Para este estudio se determinaron 3 variables independientes: pH del medio de
cultivo, agitacion y temperatura en el proceso de fermentacion. Las concentraciones
de los nutrientes del medio de cultivo, tales como fuente de carbono, nitrégeno y
sales minerales, se muestran en la tabla 6. Estos valores de concentracién fueron

optimizados en una investigacion previa por Valdospinos (2017). La variable
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dependiente de la investigacion fue la concentracion de biosurfactantes producidos

por la bacteria.

En este trabajo se realizaron 3 disefios experimentales centrales compuestos, con
graficos de superficie de respuesta correspondientes a las 3 variables estudiadas.
Para esto, cada tratamiento de cada disefio se evalud por triplicado, lo que resulté

en un total de 27 tratamientos por disefio experimental.

Para determinar los rangos de las variables que se estudiaron se determiné un valor
central: pH = 6,5, agitacion = 130 rpm y temperatura = 33°C. El primer disefo
experimental central se realizd6 mediante la combinacion de las variables

temperatura (X) y agitacion (Y) (Tabla 2)

Tabla 2.
Interaccion de las variables del primer disefio experimental.
Tratamiento X Y

1 0,0 0,0
2 1,4 0,0
3 1,0 1,0
4 0,0 1,4
5 -1,0 -1,0
6 -1,4 9,0
7 -1,0 1,0
8 0,0 -1,4
9 1,0 -1,0

El segundo disefio experimental central se realiz6 mediante la combinacion de las
variables Agitacion (X) y pH (Y) (Tabla 3)
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Tabla 3.
Interaccion de las variables del segundo disefio experimental.
Tratamientos X Y

1 0,0 0,0
2 1,4 0,0
3 1,0 1,0
4 0,0 1,4
5 -1,0 -1,0
6 -1,4 9,0
7 -1,0 1,0
8 0,0 -1,4
9 1,0 -1,0

El tercer disefio experimental central se realizé mediante

variables pH (X) y Temperatura (Y) (Tabla 4)

la combinaciéon de los

Tabla 4.
Interaccion de las variables del tercer disefio experimental.
Tratamientos X Y

1 0,0 0,0
2 1,4 0,0
3 1,0 1,0
4 0,0 1,4
5 -1,0 -1,0
6 -1,4 9,0
7 -1,0 1,0
8 0,0 -1,4
9 1,0 -1,0
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Tabla 5.

Rangos decodificados de las variables independientes estudiadas

Variables independientes

Valores del  Agitacion pH Temperatura
disefno (rpm) °C
+1,4 81 7.9 37,2
+1,0 95 7.1 36,0
0,0 130 6,3 33,0
-1,0 165 55 30,0
-1,4 180 5,1 28,8

3.2. Procedimientos

3.2.1 Materiales y métodos para la obtencion de los datos

Los diferentes equipos que se utilizaron en este proyecto fueron: balanza analitica
(Radwag, Polonia), centrifuga refrigerada (Sigma, E.E.U.U), espectrofotdmetro
(Thermo Scientific, E.E.U.U), incubadora (Biobase, Alemania), liofilizador (SP

Scientific, Inglaterra)

Los diferentes reactivos que se utilizaron en este proyecto fueron: acido clorhidrico,
(Casa del Quimico, Ecuador) Agar nutriente, caldo nutritivo (Becton and Dickinson,
Francia), cloruro de calcio (Loba Chemie, India), cloruro de sodio (Fisher Scientific,
E.E.U.U), fosfato mono basico de potasio, fosfato di basico de potasio (Fisher
Scientific, E.E.U.U), glucosa (Panreac and AppliChem, Espafia and Alemania),
nitrato de potasio (Loba Chemie, India), peptona (Merck, Alemania), sulfato de
amonio (Fisher Scientific, E.E.U.U), sulfato de manganeso hidratado (Loba Chemie,
India), sulfato de magnesio heptahidratado (Panreac and AppliChem, Espana and
Alemania), sulfato de hierro heptahidratado (Loba Chemie, India) y Urea (Fisher
Scientific, E.E.U.U)
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Masificacién vy purificacién de las colonias de Stenotrophomonas sp.

La bacteria fue cedida por el laboratorio de Biotecnologia LQ3 la cual fue obtenida
del stock de cepas del laboratorio de Biotecnologia Industrial de la Universidad de
Las Américas, Quito. La bacteria fue masificada en medios comerciales
especificamente en agar nutriente y caldo nutritivo. Mediante diluciones seriadas se
aislaron las colonias para evitar algun tipo de contaminacion. Se inoculd la bacteria
en varias cajas Petri con agar nutriente. Estos indculos fueron utilizados como
cultivos madre que se utilizaron a lo largo del proyecto. Para iniciar los disefios
experimentales la cepa se cultivd en un medio basico de sales, aceite de soya como

fuente de carbono y peptona como fuente de nitrégeno.

Preparacion del medio de cultivo

Las concentraciones establecidas para el medio de cultivo se muestran en la tabla
6. Estas concentraciones fueron obtenidas de la investigacién realizada por
Valdospinos (2017). Las concentraciones de los reactivos fueron constantes en toda

la investigacion.

Tabla 6.

Concentraciones constantes del medio de cultivo.

Concentracion

Compuesto

(g/L)
Peptona 2,500 g/L
Aceite de soya* 18,400 g/L
NaCl 0,055 g/L
FeSO4 0,008 g/L
K2HPO4 1,000 g/L
KH2PO4 0,500 g/L

CaClz 0,100 g/L
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MnSOa4 0,003 g/L
MgSOa4 0,780 g/L
ZnSOs4 0,050 g/L

Nota: Densidad aceite: 0,92 g/L

Curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas sp.

La curva de crecimiento se realizé a escala laboratorio previo a la optimizacion de
las condiciones de operacion; se utilizé una temperatura de 27°C, una agitacion de
150 rpm y un pH de 6,5. Se tomd un indculo inicial de 50 mL, el cual se utilizo
posteriormente para inocular un medio de cultivo de 500 mL. El crecimiento celular
se determind midiendo la absorbancia cada hora, para esto se centrifugd 1 mL de
la muestra, se resuspendié en 1 mL de agua destilada y se midio la absorbancia a
600 nm. Los datos obtenidos fueron convertidos a medidas de absorbancia

mediante una curva de calibrado (Doran, 2013, pp. 65-67).

Condiciones de cultivo correspondientes a los tratamientos experimentales

El medio de cultivo para cada tratamiento se realiz6 en matraces de 100 mL con un
volumen total de 60 mL, y un volumen de inéculo del 10% del volumen del medio de
cultivo; las concentraciones de los nutrientes fueron valores constantes mientras
que las condiciones de operacion fueron las variables analizadas (Doran, 2013, p.
174). El tiempo de fermentacion fue 48 horas. Cada tratamiento se realizd por
triplicado. El pH, la agitacién y la temperatura fueron las variables a ser optimizadas
(Valdospinos, 2017).

Precipitacion de los biosurfactantes

Tras 48 horas de fermentacion se separd la biomasa del medio fermentado
mediante una centrifugacion a 8000 rpm y 4°C por 20 minutos. Se trabajé solo con
el sobrenadante, el cual fue ajustado a un pH igual a 2, mediante el uso de acido
clorhidrico al 37%. Se congeld la muestra a -14°C por 24 horas. Pasadas las 24

horas se descongelaron las muestras en bafo maria a 25°C y se centrifugaron a
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7000 rpm por 20 minutos a 4°C. El pellet se homogeneizé en un tubo falcén de 15
mL con 3 mL de agua destilada. Los tubos se pesaron antes de colocar la muestra
(Moussa, Mohamed, & Samak, 2014)

Obtencion de los biosurfactantes

Una vez que los lipidos fueron resuspendidos en agua, se procedioé a congelar las
muestras a una temperatura de -80°C por 15 minutos. Las muestras totalmente
congeladas se sometieron a un proceso de liofilizacion por un periodo de 24 horas
hasta eliminar totalmente el agua de estas. Los biosurfactantes totales se pesaron

para obtener un resultado cuantitativo por gravimetria (Han, Wen, Chen, & Li, 2011).

Método de desplazamiento del contaminante

Después de obtener los biosurfactantes se procedié a probar la funcionalidad de
estos, para lo cual se hizo una prueba de desplazamiento. Se colocaron 4 gotas de
petréleo en 10 mL de agua destilada vertida en una caja Petri. A la muestra de
petréleo se le aplicaron 100 pL de la muestra Biosurfactante obtenido y se midi6 la
distancia del halo con una cinta métrica. De esta manera se determiné la presencia

indirecta de biosurfactante en las muestras procesadas (Montoya & Loredo, 2012)

Determinacion de los parametros cinéticos del medio optimizado

Para la determinacion de los parametros cinéticos se inoculo en el biorreactor de 5
litros, un inoculo de 500 mL, se determiné el crecimiento celular durante 50 horas,
mediante la toma de muestras cada hora. Paralelamente se determind la
concentracion de biosurfactantes. Una vez obtenidos los datos correspondientes a
la produccion celular y de producto, se realizaron los calculos correspondientes.
Esta fermentacion se realizé con las condiciones de cultivo optimizadas. Para el
calculo de los parametros cinéticos se utilizaron las siguientes férmulas: (Doran,
2013)
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¢
= @ (Ecuacioén 1)
Td = 1“72 (Ecuacion 2)
AP .y
Y§ = - (Ecuacion 3)

Determinacion del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno

Este procedimiento se realizd en un biorreactor de 5 litros. Se coloco el medio estéril
y se lo saturd con oxigeno hasta llegar al 100%. Posteriormente se inoculé con 10%
y se cancel6 el suministro de oxigeno hasta que la concentracion del mismo llego a
10%. Se volvié a suministrar oxigeno hasta que éste sea constante. Se procesaron
los datos y se determinaron las constantes de consumo de oxigeno con las

siguientes férmulas: (Soler & Buitrago, 2010)

% = Kla(C° - C) (Ecuacién 4)

In(1 — % = —klat (Ecuacion 5)

3.2.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Para el analisis de datos provenientes de los disefios experimentales se realizé una
regresion multivariable utilizando Excel® y Statistica 13®, con esta regresion
multivariable se determinaron los rangos éptimos de las variables analizadas. Para
obtener las graficas de superficie de respuesta se utilizo el software Statistica 13®.
En la prueba de desplazamiento del contaminante, se determiné el mejor
tratamiento que genera una mayor calidad del biosurfactante producido mediante

graficas de barras en Excel®.
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4. Capitulo IV. Resultados y discusién

4.1 Curva de calibrado de Stenotrophomonas sp.

Se obtuvo una curva de calibrado de la bacteria Stenotrophomonas sp. (figura 3),
utilizando el método de gravimetria y el método de absorbancia. Se obtuvo la
ecuacion de la recta: y = 1341,5x + 0,2136 con un coeficiente de regresién (R?) de
0,9912, lo cual indica que el 99,12% de los datos obtenidos se ajustan a la ecuacién
de la recta y por lo tanto a la regresion lineal. Segun Colla et al. (2010), un valor
aceptable para coeficiente de regresion en una investigacion biolégica debe superar

los 0,8; lo que confirma que esta curva es Optima para la investigacion.

Curva de calibrado de biomasa
2 Stenotrophomonas sp.

y=1341,5x +0,2136
R?=0,9912

Absorbancia
=
= (02}

o
n
4

L 2
0

0,00E+00 2,00E-04 4,00E-04 6,00E-04 8,00E-04 1,00E-03  1,20E-03
Concentracién (g/mL)

Figura 3. Curva de calibrado de Stenotrophomonas sp.

4.2 Curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas sp. escala de
laboratorio antes de realizar la optimizacién.

Se realizé una curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas sp. (figura 4),
la cual fue obtenida mediante la fermentacion de la bacteria por un periodo de 50
horas. No se identifico una fase de latencia; se observa la etapa exponencial, que
ocurre entre la hora 9 y la hora 36; la fase estacionaria va desde las 37 hasta las 50

horas; no se observo la fase de muerte celular.
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Curva de crecimiento Stenotrophomonas sp.
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Figura 4. Curva de crecimiento a escala laboratorio previo a la optimizacion.

4.3 Curva de crecimiento escala banco de la bacteria Stenotrophomonas sp.
utilizando las condiciones de operacion optimizadas.

Se realiz6 una curva de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas sp. (figura 5),
la cual fue obtenida mediante la fermentacion de la bacteria por un periodo de 50
horas, no se observa una fase de latencia, pero se observa la etapa exponencial, la
cual comienza a las 0 horas y dura hasta las 28 horas; la fase estacionaria va desde

las 32 hasta las 42 horas, y la fase de muerte celular se produce a partir de las 43
horas.
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Curva de crecimiento Stenotrophomonas sp.
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Figura 5. Curva de crecimiento a escala banco posterior a la optimizacion

En ambas curvas de crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas sp. tanto el
tratamiento no optimizado (figura 4) como el tratamiento optimizado (figura 5) no se
observa una fase “lag” en el crecimiento de la bacteria. Esta fase comunmente se
da porque las células agotan varias coenzimas esenciales u otros compuestos
celulares necesarios y requieren un cierto tiempo de adaptacion para ser
resintetizadas. Segun Rolfe et al. (2012), la ausencia de esta fase de crecimiento
es producida por dos motivos: la bacteria inoculada ya estaba acondicionada
previamente al nuevo medio de cultivo térmica y quimicamente, o porque la bacteria
posee una capacidad adaptativa acelerada lo que permite tener una fase
exponencial de crecimiento al momento de inocular la bacteria. En esta
investigaciéon, el in6culo fue refrigerado previamente para mantener la
concentracion celular, por lo tanto, la temperatura entre el inéculo y el medio de
cultivo no son las mismas. Se cree que esta bacteria posee un periodo de
adaptacion eficaz y rapido, lo que se corroboré con una investigacion previa
realizada por Zissi & Lyberatos (1999), donde se realizé un estudio de la cinética de
crecimiento de la bacteria Stenotrophomonas Maltophilia para la degradacion de
anilina. En dicha investigacion la bacteria presentd un crecimiento sin fase lag, con
una fase exponencial desde las 0 hasta las 17 horas, comportamiento que se apega

a la conducta de crecimiento de la bacteria utilizada en esta investigacion.
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La primera fermentacion se realizé a escala laboratorio en un matraz de 500 mL
mientras que la segunda fermentacion se realiz6 en un biorreactor de 5 L. Al
comparar las curvas de crecimiento de ambas fermentaciones (figuras 4 y 5), se
observo que en la segunda fermentacién la bacteria posee una pendiente mayor
que en la primera, lo que indica que la velocidad especifica de crecimiento y, es
mayor en la segunda fermentacion a escala de biorreactor. Esto quiere decir que el
crecimiento bacteriano se produce mucho mas rapido a escala de biorreactor (tabla
7). Segun Casalta et al (2010), al realizar el escalado en una fermentacion las
cinéticas de crecimiento varian debido a un mayor control en cuanto a la
homogenizacion y oxigenacion del medio. El crecimiento bacteriano en un
biorreactor por lo general se ve favorecido con respecto al crecimiento bacteriano a
escala laboratorio; esto explica la diferencia de la velocidad de crecimiento que se

obtuvo entre las dos fermentaciones realizadas en esta investigacion.

4.4 Determinacion de los parametros cinéticos de Stenotrophomonas sp.

Se obtuvieron los parametros cinéticos de crecimiento de la bacteria
Stenotrophomonas sp. antes y después de la optimizacion. Cuando se realizé el
escalado de laboratorio a banco, la velocidad especifica de crecimiento aumento de
0,065 h"' a 0,12 h' respectivamente, lo mismo sucedio con el tiempo de duplicacion

el cual aumento de 3,00 a 3,66 horas.

Tabla 7.
Parametros cinéticos de Stenotrophomonas sp.

Parametros

L Férmula Escala Banco Escala laboratorio
Cinéticos

0,120 h-* 0,065 h*!
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La variacion de las velocidades de crecimiento y los tiempos de duplicacidén se debe
a la relacion entre las cinéticas de crecimiento y el escalado de un bioproceso,
detallado previamente. En una investigacion realizada por Hernandez (2016) que
utilizé la bacteria Stenotrophomonas maltophilia, se optimizaron las condiciones de
operacion para la obtencion de biomasa utilizando como fuente de carbono la
glucosa, una temperatura de 24°C, una agitacion de 70 rpm y un pH de 5; se obtuvo
una velocidad especifica de crecimiento de 0,149 h-' y un tiempo de duplicacién de
2,64 h. Esto indica que mediante el uso de dichas condiciones de operacién el
crecimiento de la bacteria se ve afectado positivamente. Segun Cervantez (2014),
esta bacteria cuando llega a adaptarse completamente al medio, utilizando
sustratos faciles de metabolizar, puede llegar a tener una velocidad especifica de

crecimiento de 0,3 h™'. Por otro lado, si la bacteria solo tiene a disposicion sustratos
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complejos tales como la artrazina y el pireno, las cinéticas de crecimiento se ven
afectadas negativamente. En el presente estudio la fuente de carbono utilizada fue
aceite de soya. Para este sustrato es necesario un tiempo de adaptacion, lo que
explica una menor velocidad especifica de crecimiento y un mayor tiempo de

duplicacion.

4.5 Disefio central compuesto utilizando las variables de agitacion y
temperatura

4.5.1 Produccién de Biosurfactantes

Se obtuvo la produccidon de biosurfactantes neta de cada tratamiento (figura 6), el
metabolito se determind en una concentracién de g/L. Se observo que el tratamiento
1 es el que posee la mayor produccién de biosurfactantes con 1,074 g/L mientras
que el tratamiento 8 es el que posee la menor produccidén de biosurfactantes con
0,649 g/L.

Produccidn de biosurfactantes
(agitacion vs temperatura)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tratamientos

o &
0 = N
1 J

e o
N

Biosurfactantes (g/L)
o
[e)]

o

Figura 6. Produccion neta de biosurfactantes del disefio experimental.

4.5.2 Grafico de superficie de respuesta

Mediante la aplicacion del disefio central compuesto, se obtuvo un grafico de
superficie de respuesta con la finalidad de estudiar la relacion entre las variables de

temperatura, agitacion y la influencia de estas en la produccion de biosurfactantes.
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El analisis de ANOVA del diseno experimental (tabla 8) determiné que existe una
diferencia significativa para la variacion lineal (L) en ambas variables, y una
diferencia significativa para la variacion cuadratica (Q) en la variable de agitacion
con relacion a la produccion de biosurfactantes. Esto debido a que en las 3
variaciones el valor de la probabilidad es menor a 0,05. El error tipico del disefio fue
0,0038, valor aceptable para la evaluacion de la respuesta de este disefio. Se
obtuvo un valor del coeficiente de regresion (R?) de 0,95, lo que indica que el 95%
de los datos se representan en la grafica y en la regresién. El valor de F observado
fue 12,5 mientras que el valor de F critico fue 0,0007, con esto se acepta la hipétesis
alternativa y se rechaza la hipotesis nula, por lo tanto, al menos un tratamiento es

diferente entre los demas tratamientos.

Tabla 8.

ANOVA de las variables de temperatura y agitacion para obtencion biosurfactante.

ANOVA

Var: Biosurfactantes (g/L); R-sqr=0,97544
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=0,001116
DV: Biosurfactantes (g/L)

Factor SS df MS F p

(1) Temperatura (C°) (L) 0,012 1 0,012 10,858 0,045
Temperatura (C°) (Q) 0,004 1 0,004 1,064 0,363
(2) Agitacién (rpm)(L) 0,010 1 0,010 8,996 0,057

Agitacion (rpm)(Q) 0,088 1 0,088 79,179 0,002

1L by 2L 0,014 1 0,014 1,258 0,381
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Error 0,003 3 0,001

Total, SS 0,136 8

En la grafica de superficie de respuesta (figura 7) las variables independientes
fueron temperatura (eje X) y agitacion (eje Y), mientras que la variable dependiente
que corresponde a la produccion de biosurfactantes se presenta en el eje Z.
Mediante este grafico se determiné la produccion maxima de biosurfactantes, la cual
fue 1,2 g/L, y se observa en el gréafico en la zona de color rojo oscuro, mientras que
la produccion minima del metabolito fue 0,32 g/L, que se visualiza en las zonas
verde y amarillas del grafico. Para obtener esta concentracion maxima de
biosurfactantes los rangos 6ptimos de las variables estudiadas fueron: temperatura

de 33 a 33,5 C°, y agitacion 134 a 135 rpm. Lo descrito anteriormente se observa
con detalle en el grafico de contornos (figura 8).

DV: Biosurfactante (g/L)

(B WRDRYNSOG
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Figura 7. Superficie de repuesta de las variables: Temperatura, agitacion
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Figura 8. Grafico de contornos correspondientes a las variables de temperatura y
agitacion

Mediante una regresion multivariable se determin6 una ecuacién de segundo orden,
esta permite conocer la influencia de las variables independientes X y Y sobre la

variable dependiente Z.

Donde X corresponde a la temperatura, Y corresponde a la agitaciéon y Z
corresponde a la produccion de biosurfactantes. La Ecuacion obtenida fue la

siguiente:
Z=f+aX;+bY +cX?+dY?+eXY (Ecuacion 6)

Los coeficientes fueron determinados mediante calculos en el software Excel ®: a =
0,0014, b = 0,0033, ¢ = —0,0018, d = —0,0088, e = —0,0062, y f = 0,0536.Se
derivé la ecuacion 6 en funcion de cada variable establecida. Luego de la derivacion

se obtuvieron las siguientes ecuaciones:
5z

i —0,0037X — 0,0062Y + 0,0014 (Ecuacion 7)

g—j = —0,0062X — 0,0176Y + 0,0033 (Ecuacion 8)
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Mediante la resolucion de las ecuaciones 7 y 8 se obtuvieron los valores codificados
tanto para la variable X, como para la variable Y, (X = 0,1469; Y = 0,1357). Se
descodificd estos valores con el fin de obtener los valores Optimos reales de cada

variable independiente con las siguientes ecuaciones:

X = (X Codificado * 3) + 33 (Ecuacion 9)

Y = (Y Codificado * 35) + 130 (Ecuacion 10)

Se obtuvieron valores de temperatura 6ptima de 33,4°C y agitacion de 134,74 rpm;
La maxima produccién de biosurfactantes predicha por el modelo fue 1,078 g/L. Por
otro lado, la concentracién de producto obtenido con las variables 6ptimas fue
1,1376g/L.

En el disefio experimental se evidencid que la bacteria produjo la mayor cantidad
de biosurfactantes en el tratamiento 1, al cual le corresponden una temperatura de
33°C y una agitacion de 130 rpm; la bacteria produjo menor cantidad de
biosurfactantes cuando esta fue incubada a una agitacion menor a 130 rpm. Sin
embargo, mediante la regresién multivariable, se obtuvieron los valores 6ptimos de
cada variable, siendo estos una temperatura de 33,4°C y una agitacion de 134,74
rpm, con una concentracion de biosurfactantes de 1,13 g/L. En un estudio realizado
por Zambrano (2012) se utilizo la bacteria Pseudomonas Aeruginosa en donde se
obtuvo la mayor concentracion de biosurfactantes, la cual fue 1,3 g/L mediante el
empleo de una temperatura de 37°C y una agitacion de 120 rpm. Bedoya & Hoyos
(2010) argumentan que la importancia de la agitacion en la produccion de
metabolitos es la influencia que tienen estos factores con el crecimiento microbiano.
Una agitacion muy baja disminuye la disponibilidad de nutrientes, genera la
acumulaciéon de compuestos toxicos que se puedan producir en la fermentacion, y

ademas produce una acumulacion de la biomasa. Mientras que una agitacion muy
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alta genera estrés hidrodinamico en las bacterias, lo que puede producir lisis celular.
Todos estos parametros varian dependiendo del microorganismo, por lo cual es

crucial realizar estudios de optimizacion al utilizar una bacteria como una biofactoria.

Por otro lado, la importancia que tiene la temperatura en la produccion de
biosurfactantes también esta relacionada con el crecimiento celular, sin embargo,
Sousa et al., (2014) recalca que la importancia de la temperatura, aparte de influir
en el crecimiento bacteriano, es la estabilizacion de emulsiones. En temperaturas
mayores a 30°C se reduce la viscosidad de aceites, lo que aumenta la diferencia de
densidad entre la fase acuosa y la fase oleosa, esto se ve reflejado en el incremento

del movimiento de Brownian.

4.5.3 Test del desplazamiento del contaminante

En la tabla 9 se observa la longitud de desplazamiento del contaminante con el uso
de los biosurfactantes producidos en el diseio experimental. El tratamiento que
obtuvo mayor longitud de desplazamiento fue el tratamiento 2, mientras que los
disefios que obtuvieron menor longitud de desplazamiento fueron los tratamientos
8y9.

Tabla 9.

Prueba del desplazamiento del contaminante con los biosurfactantes producidos.

Tratamiento Control Desplazamiento Descripcion visual
(cm) (cm)
1 1 6,0 desplazamiento Normal
2 1 8,0 desplazamiento Normal
3 1 7,0 desplazamiento Normal
4 1 4,5 desplazamiento Normal
5 1 5,0 desplazamiento Normal




6 1 5,5
7 1 6,5
8 1 2,5
9 1 3,0

desplazamiento Normal
desplazamiento Normal
desplazamiento Normal

desplazamiento Normal
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En la figura 9 se visualiza que en ningun tratamiento hubo la formacion de

agregados, sin embargo, el tratamiento que obtuvo mayor longitud de dispersion fue

el tratamiento 2.

Figura 9. Prueba de desplazamiento del contaminante de cada tratamiento.

Se observa que la produccion de biosurfactantes en los tratamientos no se relaciona

directamente con el desplazamiento que producen los mismos en el petréleo. Segun

Cheng (2013), la produccion de biosurfactantes no garantiza una buena calidad en

el tensoactivo de la sustancia producida, lo cual podria justificar la deficiencia en el

desplazamiento en los tratamientos 4, 8, 9 (pp. 390-396). Una deficiencia en una

sustancia tensoactiva se produce debido a un mal control en la temperatura en el

momento de realizar los procesos de extraccion de los biosurfactantes (Hemlata,

Selvin, & Tukaram, 2015b).
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4.6 Disefio central compuesto utilizando las variables de agitacién y pH

4.6.1 Produccion de biosurfactantes

Se obtuvo la produccidon de surfactante (figura 10) de cada tratamiento, el
surfactante se obtuvo en una concentracion de (g/L). Se observa que el tratamiento
1 es el que posee la mayor produccién de biosurfactantes con 1,78 g/L, mientras
que el tratamiento 9 es el que posee la menor produccién de biosurfactantes con
0,4338 g/L.

Produccidn de biosurfactantes (agitacion vs pH)
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Figura 10. Produccion neta de biosurfactantes del disefio experimental.
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4.6.2 Grafico de superficie de respuesta
Mediante la aplicacién del disefio central compuesto se obtuvo un grafico de
superficie de respuesta, con la finalidad de estudiar la relacion entre las variables

de agitacion, pH y la influencia de estas en la produccion de biosurfactantes.

Mediante el analisis de ANOVA del disefio experimental (tabla 10). Se determiné
que existe una diferencia significativa para la variacion cuadratica (L), entre la
variable de agitacién y la variable de pH, en relacion con la produccién de

biosurfactantes. Esto debido a que el valor de la probabilidad es menor a 0,05.
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Mientras que las variaciones lineales no poseen una diferencia significativa, al tener
un valor de probabilidad mayor a 0,005. El error tipico del diseno fue 0,0029, valor
aceptable para la evaluacién de la respuesta de este disefio. Se obtuvo un valor del
coeficiente de regresion (R?) de 0,8645 lo que indica que el 86% de los datos estan
representados en la grafica de superficie y en la regresién lineal. El valor de F fue
13,6 mientras que el valor de F critico fue 1,91E-05, por ende, se acepta la hipotesis
alternativa y se rechaza la hipoétesis nula, lo que indica que al menos un tratamiento

es diferente entre los demas tratamientos.

Tabla 10.

ANOVA de la variacion de agitacion y pH para la produccion de biosurfactante.

ANOVA

Var.:Biosurfactantes (g/L); R-sqr=0,8645
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=0,0748197
DV: Biosurfactantes (g/L)

Factor SS df MS F p

(1) Agitacién (pm)(L) 0,287 1 0,287 3,838 0,121

Agitacién (rpm)(Q) 0,702 1 0,702 9,384 0,037

(2) pH (L) 0,049 1 0,049 0656 0,463
pH (Q) 1,257 1 1,257 16,804 0,014

1L by 2L 0,318 1 0318 4,251 0,108
Error 0,002 4 0,074

Total, SS 2,208 9




37

En la grafica de superficie de respuesta (figura 11), las variables independientes
son: agitacion (eje X), pH (eje Y), mientras que la variable dependiente, la cual
corresponde a la produccion de biosurfactantes, se presenta en el (eje Z). Mediante
este grafico se determind la produccion maxima del metabolito, la cual va de 1,1 a
1,3 g/L. Esta se muestra en el grafico en la zona de color rojo oscuro, mientras que
la producciéon minima del mismo va de 0,35 a 0,04 g/L, esta se muestra en la zona

verde oscura del grafico. Lo descrito anteriormente se detalla de mejor manera en
el grafico de contornos (figura 12).

DV Biosurfactante (g/L)
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Figura 11. Grafico de superficie de repuesta de las variables Agitacion y pH
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DV: Biosurfactante (g/L)
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Figura 12. Grafico de contornos correspondientes a las variables de agitacion y pH.

Mediante una regresion multivariable se determind una ecuacion de segundo orden,
la cual permite saber la influencia de las variables independientes X y Y sobre la

variable dependiente Z.

Donde X corresponde a la agitacion, Y corresponde al pH y Z corresponde a la

produccion de biosurfactantes. La Ecuacion fue la siguiente:
Z=f+4aX,+bY +cX?+dY?+eXY (Ecuacion 11)
Los coeficientes fueron: a = 0,0154, b = —0,0054, ¢ = 0,0181, d = 0,0128, e =

0,5933, y f = 0,0212.Se derivd la ecuacion 11 en funcidn a cada variable

establecida. Luego de la derivacion, se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

2 = 0,0395X + 0,0144Y + 0,0075 (Ecuacion 12)
2 = 0,01446X — 0,05528Y + 0,0045 (Ecuacion 13)
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Mediante la resolucion las ecuaciones 12 y 13, se obtuvieron los valores codificados
tanto para la variable X como para la variable Y, X = 0,14; Y = —0,42. Se descodifico
estos valores con el fin de obtener los valores 6ptimos reales de cada variable

independiente con las siguientes ecuaciones:

X = (X Codificado * 35) + 130 (Ecuacion 14)

Y = (Y Codificado * 1) + 6,5 (Ecuacion 15)

Se obtuvieron valores de agitacion 6ptima de 134,9 rpm y pH de 6,08. La maxima
produccion de biosurfactantes predicha por el modelo fue 1,1 g/L. Por otro lado, la

concentracion de producto obtenido utilizando las variables éptimas fue 0,956 g/L.

En el disefio experimental se evidencio que la bacteria produjo la mayor cantidad
de biosurfactantes en el tratamiento 1 y 3, estos poseen pH mayores a 6, mientras
que los tratamientos que obtuvieron las menores concentraciones del metabolito
fueron los que tenian pH menores a 6. En cuanto a la agitacion se observa un rango
amplio, en los cuales la bacteria tiene la posibilidad de generar biosurfactantes.
Mediante la regresion multivariable se obtuvieron los valores éptimos de cada
condicion de cultivo, siendo estos: una agitacion de 134 rpm y un pH de 6,08, con
una concentracidén de biosurfactantes de 0,956 g/L. En un estudio realizado por
Hemlata et al., (2015), se optimizaron las condiciones de cultivo y operacion de la
bacteria Stenotrophomonas maltophilia para la degradacion de metales pesados,
en donde se analizé la produccién de biosurfactantes. El pH 6ptimo resulté ser 7,0.
No obstante, en dicha investigacién, los autores llegaron a la conclusién de que al
disminuir el pH a 6, no habia mucha variacibn en la concentracion de
biosurfactantes. Sin embargo, al momento en que el pH fue menor a 5,5, la bacteria
presentd una deficiencia del 40% en cuanto a la produccién de biosurfactantes. Por

otro lado Kaskatepe, Yildiz, Gumustas, & Ozkan (2015) realizaron una optimizacion
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del pH para la produccion de biosurfactantes mediante el uso de Pseudomonas sp.
El pH 6ptimo para la produccidon de biosurfactantes resultdé ser 6,0, con una
concentracion de biosurfactantes de 2,3 g/L. Los autores Leon et al., (2017), aclaran
que la importancia del pH para la produccién de metabolitos con bacterias aisladas
en ambientes contaminados, radica en la producciéon de enzimas y proteinas
extracelulares, ya que estas se producen en valores de pH entre 4 y 6. Como
complemento, se conoce que la produccion de biosurfactantes esta ligada a la
produccion de enzimas lipasas, lo que explicaria la dependencia de la bacteria a
tener pH acidos-neutros, con el fin de producir estas enzimas que le permitan
metabolizar los compuestos contaminantes (Colla et al., 2010). El pH tiene un efecto
primordial en la actividad tensoactiva de los biosurfactantes. Segun los enunciados
de Burgos, (2012) los biosurfactantes actuan de distinta forma ionica al estar en
presencia de distintos rangos de pH; en ambientes alcalinos los biosurfactantes se
comportan como tensoactivos anidnicos, en ambientes acidos se comportan como
tensoactivos cationicos y en ambientes neutros estos se comportan como
tensoactivos no idnicos. También es necesario detallar que estos son mas estables

en ambientes alcalinos y acidos.

La agitacién optima de este disefio experimental es similar a la agitacion que se
obtuvo en los resultados del primer disefio, por lo cual la agitacién 6ptima oscila
entre 134,7 a 134,9 rpm. Debido a que es una diferencia decimal minima, el rango

optimo se establecié entre 135 y 134,5 rpm, con una agitacion optima de 135 rpm.

4.6.3 Test del desplazamiento del contaminante

En la tabla 11, se observa la longitud de desplazamiento del contaminante mediante
el uso de los biosurfactantes producidos en el disefio experimental, utilizando como
variables independientes a la agitacién y el pH. El tratamiento que obtuvo mayor
longitud de dispersion fue el 1, mientras que el tratamiento que obtuvo menor
desplazamiento fue el 8. El grupo control es la misma prueba utilizando como

muestra medio de cultivo no inoculado.
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Tabla 11.

Prueba del desplazamiento utilizando los biosurfactantes producidos.

Tratamiento  Control  Desplazamiento Descripcion visual
(cm) (cm)
1 1 9,0 Formacion de agregados
2 1 4.5 desplazamiento Normal
3 1 4.5 desplazamiento Normal
4 1 5,3 desplazamiento Normal
5 1 8,0 desplazamiento Normal
6 1 8,0 desplazamiento Normal
7 1 7,5 Formacion de agregados
8 1 4,0 desplazamiento Normal
9 1 55 desplazamiento Normal

Se visualiza que en los tratamientos 1y 7, hubo la formacion de agregados. Mientras

que en los tratamientos 5 y 6 hubo un desplazamiento total (figura 13).

Figura 13. Prueba de desplazamiento del contaminante de cada tratamiento.
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En los test de desplazamiento del contaminante (figura 13), se observa que en 2
tratamientos el 1 y 7 se aconteci6 la formaciéon de agregados. Sin embargo los
tratamientos que obtuvieron mayor desplazamiento del contaminante fueron los
tratamientos 1, 6, 5. Siguiendo los enunciados de Cheng (2013), la produccion de
biosurfactantes no esta ligada a la calidad del biotensoactivo. (pp. 390-396) Sin
embargo, como lo recalca Burgos (2012), el pH influye mucho en el comportamiento
del tensoactivo, pues los biosurfactantes a pH neutros no son muy estables. Esto
se comprueba en el presente estudio, ya que los tratamientos que obtuvieron el
mayor desplazamiento corresponden a aquellos con pH menores o iguales a 6,5,
mientras que los tratamientos con pH neutros no poseen un rango de

desplazamiento establecido.

4.7 Disefio central compuesto utilizando las variables de pH y temperatura

4.7.1 Produccion de biosurfactantes

Se obtuvo la produccion neta de biosurfactantes de cada tratamiento (figura 14), los
biosurfactantes se obtuvieron en una concentracion de g/L. Se observa que el
tratamiento 5 es el que posee la mayor produccion de biosurfactantes con 1,53 g/L,
mientras que el tratamiento 9 es el que posee la menor produccion de

biosurfactantes con 0,75 g/L.
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Produccidn de biosurfactantes (pH vs temperatura)
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Figura 14. Produccion neta de biosurfactantes del disefio experimental
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4.7.2 Grafico de superficie de respuesta
Mediante la aplicacion del disefio central compuesto, se obtuvo un gréafico de
superficie de respuesta con la finalidad de estudiar la relacion entre las variables de

temperatura, agitacion y la influencia de estas en la produccion de biosurfactantes.

Mediante el analisis de ANOVA del disefio experimental (tabla 12), se determiné
que existe una diferencia significativa para la variacién lineal (L), entre la variable
de temperatura en relacion con la produccion de biosurfactantes. Esto debido a que
el valor de la probabilidad es menor a 0,05. Mientras que las variaciones cuadraticas
(Q) no poseen una diferencia significativa al tener un valor de probabilidad mayor a
0,005. El error tipico del disefo fue 0,0069, valor aceptable para la evaluacion de la
respuesta de este disefio. Se obtuvo un valor del coeficiente de regresion (R?) de
0,805, lo que significa que el 80% de los datos se representan de manera efectiva
en la regresién y en la grafica de superficie. El valor de F fue 13,9, mientras que el
valor de F critico fue 0,0003, lo que indica que acepta la hipétesis alternativa y se
rechaza la hipétesis nula, por ende, al menos un tratamiento es diferente entre los

demas tratamientos
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Tabla 12.

ANOVA de las vriables de pH y temperatura para la produccién de biosurfactantes.

ANOVA

Var: Biosurfactantes (g/L); R? =0,805
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=0,1649386
DV: Biosurfactantes (g/L)

Factor SS Df MS F p
(1) pH (L) 0,102 1 0,102 0,620 0,474
pH (Q) 0,341 1 0,341 2,072 0,223

(2) Temperatura

) 0,187 1 0,187 11,135 0,0034
(C%) (L)

Temperatura
. 0,378 1 0,378 2,292 0,204
(C°)(Q)
1L by 2L 0,028 1 0,028 0,175 0,697
Error 0,659 4 0,164
Total, SS 1,485 9

En la grafica de superficie de respuesta (figura 15), las variables independientes
son: pH (eje X), Temperatura (eje Y) mientras que la variable dependiente, la cual
corresponde a la produccion de biosurfactantes, se presenta en el eje Z. Mediante
este grafico de superficie de respuesta se determind la produccion maxima de
biosurfactantes la cual fue 1,5 g/L, esta se observa en el grafico en la zona de color
rojo oscuro, mientras que la produccion minima del mismo fue -1,1 g/L, la cual se

detalla en la zona verde oscura del grafico. Para obtener esta concentraciéon maxima
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de biosurfactantes, los rangos éptimos de las variables estudiadas fueron: pH 6,5 a

6,7 y temperatura 33 a 33,5 C°. Lo descrito anteriormente se observa en detalle en
el grafico de contornos (figura 16)

DV: Biosurfactante {g/L)

e

(B) SRNePnSOR

%¢

AAANAANAY
=
L2 aoem

Figura 15. Grafico de superficie de repuesta de las variables pH y Temperatura
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Figura 16. Grafico de contornos correspondientes a las variables de pH y
Temperatura.
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Mediante una regresion multivariable se determiné una ecuacion de segundo orden,
la cual permite saber la influencia de las variables independientes X y Y sobre la

variable dependiente Z.

Donde X corresponde al pH, Y corresponde a la agitacion y Z corresponde a la

produccion de biosurfactantes. La Ecuacion fue la siguiente:

Z=f+aX;+bY +cX*+dY?+eXY (Ecuacion 16)
Los coeficientes fueron: a = —0,0032, b = —0,0003, ¢ = —0,0098, d = —0,0089,
e = —0,0143,y f = 0,0762.Se derivo la ecuacion 16 en funcion a cada variable

establecida.

Luego de la derivacion se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

g—f( = —0,0196X + 0,0143Y — 0,0032 (Ecuacion 17)
% = 0,0143X — 0,0179Y + 0,0028 (Ecuacion 18)

Mediante la resolucion de las ecuaciones 17 y 18 se obtuvieron los valores
codificados, tanto para la variable X como para la variable Y: X = —0,44; Y = —0,37.
Se descodificaron estos valores, con el fin de obtener los rangos éptimos reales de

cada variable independiente con las siguientes ecuaciones:

X = (X Codificado * 1) + 6,5 (Ecuacion 19)
Y = (Y Codificado * 3) + 33 (Ecuacion 20)
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Se obtuvieron valores de pH 6ptimo de 6,06 y Temperatura de 31,89°C. La maxima
produccion de biosurfactantes predicha por el modelo fue 1,652g/L. Por otro lado,

la concentracién de producto obtenido utilizando las variables éptimas fue 1,369 g/L.

En el disefio experimental se observd que los tratamientos que obtuvieron mayor
produccion de biosurfactantes fueron los tratamientos 1 y 5, que poseen pH
menores a 6,5 y temperaturas entre 30 y 33 °C, mientras que los tratamientos que
obtuvieron menor produccion de biosurfactantes fueron los tratamientos con pH
superiores a 7, este comportamiento se apega a los enunciados de Leon et al.,
(2017) que recalcan la importancia de un ambiente acido-neutro para la produccién
de enzimas y proteinas extracelulares. En los resultados de este disefio
experimental la temperatura y el pH tuvieron un valor similar al del segundo disefio,
con una diferencia decimal minima. El pH 6ptimo se establecié en 6,1, mientras que
la temperatura 6ptima que se obtuvo en este disefio experimental fue 32 °C, dos
grados menos que la obtenida en el primer disefio experimental, sin embargo,
ambas temperaturas coinciden con las temperaturas Optimas de otros autores
citados anteriormente. Al ser una diferencia significativa se realizé pruebas a nivel

de laboratorio utilizando las dos temperaturas obtenidas.

4.7.3 Test del desplazamiento del contaminante

En la tabla 13, se observa la longitud de desplazamiento del contaminante utilizando
los biosurfactantes producidos en el disefio experimental. El tratamiento que obtuvo
una mayor longitud de desplazamiento fue el 1, mientras que el tratamiento con
menor longitud de desplazamiento fue el 8. El grupo control es la misma prueba

utilizando como muestra medio de cultivo no inoculado.

Tabla 13.

Desplazamiento del contaminante utilizando los biosurfactantes producidos.

Control Desplazamiento

Tratamiento (cm) (cm)

Descripcién visual
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1 1 9,0 Formacion de agregados
2 1 6,5 desplazamiento Normal
3 1 6,8 desplazamiento Normal
4 1 7.5 desplazamiento Normal
5 1 8,0 desplazamiento Normal
6 1 4,5 desplazamiento Normal
7 1 5,0 desplazamiento Normal
8 1 4.4 desplazamiento Normal
9 1 45 desplazamiento Normal

Se visualiza que en el tratamiento 1 hubo la formacién de agregados, el mismo que
obtuvo mayor longitud de dispersion, mientras que el tratamiento 5 fue el Unico en

lograr una dispersion completa. (figura 17).

Figura 17. Prueba de desplazamiento del contaminante de cada tratamiento.

En la prueba de desplazamiento de contaminante los tratamientos que poseen pH
superiores a 6,5 obtuvieron las menores longitudes de dispersion del contaminante,
mientras que los tratamientos que obtuvieron la mayor longitud de desplazamiento
fueron los tratamientos 1 y 5, lo cuales corresponden a temperaturas de 33y 30 °C
respectivamente. Esto concuerda con los enunciados de Sousa et al (2014) quienes

afirman que a temperaturas mayores a 30°C, existe una estabilizacion de los
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compuestos emulsionantes. El pH de 6,5 y 5,5 valores que corresponden a los

obtenidos en la prueba de desplazamiento del anterior disefio experimental.

4.8 Determinacion de las condiciones 6ptimas de operacion

Para la determinacion de las condiciones de operacion Optimas, se agruparon los
resultados obtenidos de los 3 disefios experimentales (tabla 14). Se observé que
tanto los valores de pH como de agitacion son valores muy proximos y su diferencia
es despreciable, por ende, se los establecié como valor 6ptimo de pH de 6,1; y valor
optimo de agitacion 135 rpm. Sin embargo, los valores de temperatura son valores
distantes, por lo cual se realizé6 un disefio simple con el fin de determinar que

temperatura genera una produccion mayor de biosurfactantes.

Tabla 14.

Variables Optimas obtenidas de la regresion multivariable.

Disefo Disefno Disefno
1 2 3

Agitacion (rpm) 134,74 134,90
Temperatura (C°) 33,40 31,89
pH 6,09 6,06

Utilizando las condiciones optimas de operacion en este estudio se obtuvo una
produccion maxima de biosurfactantes de 1,55 g/L. En un estudio realizado por
Valdospinos (2017) se optimizé unicamente las condiciones de cultivo de la misma
bacteria, Stenotrophomonas sp., con una temperatura de 37°C y una agitacién de
150 rpm, y se obtuvo una concentracion maxima de biosurfactantes de 1,3 g/L. En
el presente estudio, se optimizaron las condiciones de operacién, con esto se logré
aumentar la concentracion del metabolito a 1,55 g/L, lo que indica que al optimizar

las condiciones de operacion se ve beneficiada la produccion de este producto.



50

Se realizaron 2 tratamientos utilizando los valores 6ptimos de pH y agitaciéon
establecidos, pero variando la temperatura. Al tratamiento 1 le corresponde una
temperatura de 32 C° y al tratamiento 2 una temperatura de 34 °C, como se observa
en la figura 18. El tratamiento que obtuvo la mayor concentracién de biosurfactantes
fue el tratamiento 2, con una produccion de 1,56 g/L, mientras que el tratamiento 1
obtuvo una menor produccién la cual fue 1,37g/L. Con esto se establece que la

temperatura 6ptima es 34C°.

Produccion de Biosurfactantes

1,6
1,55

s

=
w

1,45
1,4
1,35
1,3
1,25
1,2

Biosurfactantes (g/L

31,9°C 33,5°C

Temperatura (°C)

Figura 18. Produccion de biosurfactantes utilizando como variable a la temperatura.

Mediante la revision bibliografica, la temperatura 6ptima para la produccién de
biosurfactantes oscila entre los 30 a 37 °C dependiendo del microorganismo. Sin
embargo, todos los autores coinciden que la temperatura 6ptima no debe ser menor
a 30°C y no debe superar los 40°C, por lo cual se afirma que la temperatura 6ptima
establecida en este estudio tiene concordancia con las referencias bibliograficas.
(Sousa et al., 2014; Zambrano, 2012; Hernandez, 2016; Cervantez, 2014).
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4.9 Curva de produccion de biosurfactantes a escala banco por
Stenotrophomonas sp. utilizando las condiciones de operacién optimizadas

Se determind la concentracion de biosurfactantes a lo largo del crecimiento de la
bacteria Stenotrophomonas sp. en donde se observa que la produccion maxima de
biosurfactantes se da a las 39 horas con una concentracién de 1,55 g/L. Se visualizé

que la produccion de biosurfactantes posee un comportamiento exponencial.

.. Curva de produccién de biosurfactantes
1,4 - TS ¢
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CRel . ¢
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Figura 19. Curva de produccion en condiciones de operacion optimizadas.

Tabla 15.

Parametros cinéticos de produccion de biosurfactantes de Stenotrophomonas sp.

Parametros Férmula

Escala banco
Cinéticos

Rendimiento de

producto con

0,980
respecto ala

biomasa

Productividad g
0,039 =
global de Lh
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En la curva de produccién de biosurfactantes (figura 19) se observo que este tiene
una similitud a la curva de crecimiento (figura 5), y que la produccion de
biosurfactantes aumentd cuando la bacteria se encontraba en la fase estacionaria
de crecimiento. La produccion maxima de biosurfactantes en los tratamientos a
escala de laboratorio fue 1,36 g/L, mientras que la produccion maxima de
biosurfactantes a escala banco fue 1,55 g/L, esto indica que la produccién de este
metabolito se ve favorecida cuando la bacteria se fermenta en condiciones
controladas, lo que coincide con los enunciados de Sousa et al (2014) quienes
afirman que al realizar una fermentacion con las condiciones controladas,
empleando el uso de un biorreactor, las cinéticas de crecimiento y las cinéticas de
formacion de producto se ven favorecidas. En cuanto al rendimiento de produccion
de biosurfactantes con respecto a la biomasa (Yp/x), este fue 98%, lo que indica
que la produccidén de este metabolito esta influenciada por el crecimiento de la
bacteria, sin embargo, al observar las graficas de produccion de biosurfactantes
(figura 19) se determind que existié una mayor concentracién de producto en la fase
estacionaria de crecimiento, lo que establece a los biosurfactantes producidos con
esta bacteria como metabolitos secundarios. Esto concuerda con lo enunciado por
Vera-Nufez et al (2010) quienes catalogaron a estas moléculas como metabolitos
secundarios, es decir, que no utilizan la energia del metabolismo celular para ser
producidos (Doran, 2013).

4.10 Determinacion del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno (Kla)
La determinacion del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno se realizé
utilizando el método dinamico experimental en el cual se linealiza la concentracion

de oxigeno disuelto de la bacteria Stenotrophomonas sp (figura 20). después de el
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reabastecimiento (figura 21) y el valor de la pendiente de los datos linealizados

equivale al valor de la constante de consumo de oxigeno, en este caso es 0,1756.

2 Curva de consumo de oxigeno
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5 = disuelto
o X
= 2150 -
2
3 3
*E T 100
g
S 50 L
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (s)

Figura 20. Curva de consumo de oxigeno de la bacteria Stenotrophomonas sp.
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Figura 21. determinacion del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno (Kla)

En la grafica de consumo de oxigeno (figura 20) se detalld6 que después del
reabastecimiento de oxigeno no existe una pendiente pronunciada como ocurre
normalmente. Segun Soler & Buitrago (2010) esto sucede cuando la bacteria posee

una velocidad de crecimiento alta, o tiene una capacidad de adaptacion eficiente,
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esto ultimo se corrobora con las curvas de crecimiento (figuras 4, 5) en donde se

observa que la bacteria carece de fase lag en el crecimiento.

En cuanto al coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno se obtuvo un valor
neto de 0,1756 h'. No existen datos bibliograficos sobre este coeficiente para
Stenotrophomonas sp., sin embargo, en una investigacion realizada por Buitrago,
Otalvaro, & Duarte (2013).Se obtuvieron valores de esta constante en diferentes
modelos bioldgicos, en gran mayoria bacterias aerobias, los autores obtuvieron
valores entre 0,99 h' y 0,3 h', sin embargo, resaltan que en bacterias aerobias
facultativas estos valores pueden llegar a disminuir considerablemente. Para
obtener valores mas especificos de este coeficiente es necesario realizar una
investigacion detallada sobre las variables que afectan al coeficiente volumétrico de

consumo de oxigeno.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

A pH menores de 5,5 y mayores a 7,5 la produccion de biosurfactantes se ve
afectada negativamente, debido a la influencia que tiene el mismo en la produccion

de coenzimas y proteinas.

Las condiciones 6ptimas de operacién obtenidas fueron: pH de 6,1, Temperatura de
34°C y agitaciéon de 135 rpm. Estas fueron determinadas mediante las graficas de

superficie de respuesta.

La produccién de biosurfactantes disminuye notablemente en condiciones de
agitacion y temperatura menores a 100 rpm y 30°C respectivamente, debido a que,
en agitaciones bajas existe una acumulacion de biomasa, y no existe una
homogeneizacién correcta de los nutrientes; mientras que a temperaturas menores

a 30°C el crecimiento celular se ve afectado negativamente.

Mediante la prueba de desplazamiento del contaminante se determiné que los
biosurfactantes producidos por la bacteria Stenotrophomonas sp. tiene la capacidad
de desplazar de manera significativa en petréleo, principalmente con valores de pH

neutros.

A escala banco se obtuvieron valores de velocidad de crecimiento y tiempo de
duplicacién de 0,120 h™'; 3,00 h respectivamente. Se determin6 que el tiempo de
duplicacién de la bacteria y la velocidad especifica de crecimiento se ven afectados
positivamente cuando se realiza un escalado de matraz a biorreactor. Esto ocurre
debido en un biorreactor se puede controlar las condiciones de cultivo y la

oxigenacion del medio.
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La produccién de biosurfactantes no esta asociada al crecimiento microbiano puesto
que es un metabolito secundario al ser producido en la fase estacionaria de

crecimiento.

El valor del coeficiente volumétrico de consumo de oxigeno (Kla) obtenido fue
0,1756 h™', lo cual indica que la bacteria no dependencia al oxigeno para tener un

crecimiento optimo.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda utilizar rangos de agitacidn mas cercanos, con revoluciones entre
120 rpm y 140 rpm, para obtener estudios mas detallados acerca de la influencia de

esta condicion de operacion en la produccion de biosurfactantes.

Se sugiere mantener temperaturas constantes en los procesos de obtencion de los

biosurfactantes para que no se vea afectada su capacidad tensoactiva.

Se recomienda realizar analisis de caracterizacion a los biosurfactantes producidos
con el fin de determinar qué tipo de biotensoactivos son, y ademas conocer las

propiedades de los mismos para futuras aplicaciones.
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