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“… I'm not your son, you're not my father 

We're just two grown men saying goodbye 

No need to forgive, no need to forget 

I know your mistakes and you know mine 

And while you're sleeping I'll try to make you proud 

So, daddy, won't you just close your eyes? 

Don't be afraid, it's my turn 

To chase the monsters away …“ 

Fragmento de “Monsters”, canción de James Blunt 

 

A mi papá, Carlos A. Liporace (1950-2021)
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RESUMEN 

El petróleo es la fuente de energía más difundida y utilizada en el planeta, pero hay un 

gran inconveniente en esto, la contaminación ambiental. Con el objetivo de reducir este 

impacto, se han desarrollado técnicas de remediación, dentro de las cuales resaltan aquellas 

que utilizan organismos vivos para llevar a cabo la recuperación del sitio contaminado. La 

utilización de biosurfactantes es una de estas estrategias donde se aumenta la biodisponibilidad 

del contaminante. En este trabajo se presenta un estudio sobre la producción de biosurfactantes 

a escala laboratorio a partir de microorganismos aislados de zonas crónicamente contaminadas 

con hidrocarburos en el partido de Campana, provincia de Buenos Aires. 

De las muestras obtenidas en el predio de una destilería de la ciudad de Campana, se 

aisló una cepa del género Pseudomonas sp. Ag HC y se utilizó para el desarrollo de la 

investigación debido a su potencial como productora de biosurfactantes. Se llevó a cabo la 

optimización estadística del medio de cultivo y se precipitó el tensioactivo producido a partir 

de la utilización de una solución de ácido clorhídrico. Las concentraciones óptimas de los 

componentes del medio de cultivo obtenidas fueron 7,60 %v/v de glicerol (C3H8O3); 6,825 g/l 

de nitrato de sodio (NaNO3) y 0,342 g/l de fosfato diácido de potasio (KH2PO4) y 26,9 °C de 

temperatura, y se obtuvo una producción de 0,482 g/l de biosurfactante a escala Erlenmeyer. 

 Palabras clave: Biosurfactantes, biorremediación, biorreactor 
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ABSTRACT 

Oil is the most widespread and widely used energy source on the planet, but there is a 

major drawback: environmental pollution. To reduce this impact, remediation techniques have 

been developed, among which those that use living organisms to carry out the recovery of the 

contaminated site stand out. The use of biosurfactants is one of these strategies where the 

bioavailability of the pollutant is increased. This work presents a study on the production of 

biosurfactants at laboratory scale from microorganisms isolated from chronically hydrocarbon-

contaminated areas in Campana, province of Buenos Aires. 

A strain of the genus Pseudomonas sp. Ag HC was isolated from samples obtained from 

a distillery located in Campana and was used for the development of the research due to its 

potential as a biosurfactant producer. Statistical optimization of the culture medium was carried 

out and the surfactant produced was precipitated using a solution of HCl. The optimum 

concentrations of the culture medium components obtained were 7,60 %v/v glycerol (C3H8O3); 

6,825 g/l sodium nitrate (NaNO3) and 0,342 g/l potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) 

and a temperature of 26,9 °C. A production of 0,482 g/l of biosurfactant was obtained at 

Erlenmeyer scale. 

Key words: Biosurfactants, bioremediation, bioreactor



 

 
 



 

   
 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

  



 

   
 

 



INTRODUCCIÓN  

25 
 

1.1.- Problemática ambiental petrolera 

1.1.1.- El petróleo como fuente de energía 

Según la Real Academia Española, el petróleo es un líquido natural oleaginoso e 

inflamable, constituido por una mezcla de hidrocarburos, que se extrae de lechos geológicos 

continentales o marítimos y del que se obtienen productos utilizables con fines energéticos o 

industriales, como la gasolina, el queroseno o el gasóleo (Diccionario de La Real Academia 

Española, 2023).   

Con respecto a su utilización con fines energéticos, desde las últimas décadas del siglo 

XIX, el petróleo, el carbón y el gas natural son las fuentes de energía más comunes, ya que son 

utilizadas por las mayoría de las actividades económicas mundiales (Energías de Mi País, 2023). 

Actualmente, estas son consideradas fuentes de energía no renovables, ya que se encuentran en 

una cantidad limitada en la naturaleza y no existe sistema de producción capaz de regenerarlas. En 

2021 se consumieron, en promedio, en el mundo 184,21 EJ (Exa Joules) de energía a partir de 

petróleo, 145,35 EJ a partir de gas natural y 160,10 EJ a partir de carbón, esto corresponde al 

82,28% de la energía consumida en el mundo en dicho año (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Consumo mundial de energía en Exa Joules, desde 2000 hasta 2021 (BP, 2022). 
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En particular, para el subcontinente de América del Sur y América Central, la suma de la 

energía consumida a partir de petróleo, gas y carbón ronda el 65,53 % del total (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Patrón de consumo de energía regional para el año 2021 (BP, 2022). 

 

En contraposición a lo mencionado, se encuentran las fuentes de energía renovables que, 

según la Alianza de Industrias de Energías Renovables de Texas (TREIA), se definen como 

“cualquier fuente de energía que se regenera de forma natural en un corto período de tiempo y 

deriva directamente del sol (térmica, fotoquímica), independiente del sol (eólica, hidroeléctrica) o 

de otros movimientos o mecanismos del medio ambiente (mareomotriz, geotérmica). Estos tipos 

de energía no incluyen los derivados de combustibles fósiles, productos de desecho de fuentes 

fósiles ni inorgánicas” (TREIA, 2023). A pesar de que a partir de la década de 1970 se comenzaron 

a tener en cuenta como sustitutas a las fuentes de energía convencionales, estas han sido utilizadas 

por el hombre desde la antigüedad. Algunos ejemplos que se pueden mencionar son los molinos 

de viento y agua (capaces de producir entre 2 y 3 caballos de fuerza) para moler granos, curtir, 

lavar y la navegación a vela. De las fuentes de energía consideradas previamente, las más utilizadas 

en la actualidad son la hidroeléctrica, eólica y solar (Power Technology, 2023).    

A pesar de los grandes avances en cuanto a los métodos de producción, la energía a partir 

de fuentes renovables (incluyendo a los biocombustibles) continúa produciéndose y 

consumiéndose en pequeña escala frente a los valores obtenidos con los métodos convencionales 
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  Hidroelectricidad 
  Energía Nuclear 
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  Gas Natural 
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(Arroyo, 2008), por citar un ejemplo, en el año 2021 se consumieron 39,91 Exa Joules de energía 

a partir de fuentes renovables, frente a los 489,66 Exa Joules consumidos a partir de fuentes 

convencionales (petróleo, gas y carbón) (BP, 2022). Una de las razones por las que no se produce 

energía de fuentes renovables a mayor escala es el alto costo de las instalaciones necesarias para 

la generación y el bajo rendimiento de conversión, lo que se traduce en instalaciones de baja 

capacidad de producción de energía. Una de las razones más importantes, es la falta de políticas 

gubernamentales destinadas, por un lado, a ampliar la oferta de este tipo de energías y, por otro, a 

incentivar su utilización a través de exenciones impositivas u otros medios. 

 

1.1.2.- Fuentes de energía no renovables 

Las fuentes de energía no renovables son las más utilizadas a nivel global, esto se debe a 3 

características: disponibilidad, costo y transporte. Respecto a la disponibilidad, en la actualidad 

hay gran abundancia de petróleo a nivel mundial, ya sea en reservas en explotación, reservas 

probadas o reservas que se cree se encuentran dispersas a lo largo y ancho del planeta 

(Organization of the Petroleum Exporting Countries, 2022). En la mayoría de los lugares en que 

se encuentra disponible se puede acceder al mismo de manera sencilla. Debido a los yacimientos 

existentes y a los que restan por descubrir, la producción se encuentra bastante diversificada pero, 

a pesar de esto, los principales productores a nivel mundial son aquellos países pertenecientes a la 

OPEP, los cuales suministraron el 37,9 % de la producción mundial de petróleo en 2021 

(Organization of the Petroleum Exporting Countries, 2022). 

En cuanto a los costos de producción y venta, resulta hoy en día económico, aun teniendo 

en cuenta que desde junio de 2014 a enero de 2016 el precio del barril de petróleo cayó desde unos 

107 U$D hasta 28 U$D. Hoy en día, el barril de petróleo brent cuesta unos 76,20 U$D, unos 0,046 

U$D/KWh (Puente: Soluciones Financieras, 2021). Si bien el costo de producción de energía por 

vías alternativas como la eólica terrestre, hidroeléctrica y fotovoltaica se encuentra cercano a estos 

valores (IRNEA, 2022), el nivel de desarrollo de las tecnologías utilizadas para la extracción, 

transporte, almacenamiento y procesamiento hacen que sea más rentable la producción de energía 

a partir de petróleo, sin tener en cuenta la rentabilidad obtenida a partir de la producción y 

comercialización de los diversos productos obtenidos del petróleo (Cavcic, 2022). 

Por último, debido a que es un material fluido, el transporte del petróleo se puede llevar a 

cabo de diversas formas, a granel en contenedores o barriles por vía terrestre o acuática hacia 

cualquier parte del mundo, o mediante oleoductos subterráneos que conectan el sitio de extracción 
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con el de procesamiento. Esto puede encontrarse en el mismo país de producción, país limítrofe o 

en el mismo continente. Estos tipos de transporte disminuyen los costos de logística al mínimo 

además de que conllevan una operación relativamente sencilla. Se debe tener en cuenta que la 

utilización del petróleo para la obtención de una amplia variedad de productos derivados 

incrementa la demanda de este. Hoy en día, casi todos los productos con los que nos encontramos 

cotidianamente se obtienen a partir del mismo (Oil and Petroleum Products Explained, 2021), 

ejemplo de estos son los aceites y lubricantes, ampliamente utilizados en motores y diversos tipos 

de maquinaria; detergentes; asfalto; derivados para la industria textil, para suplantar la lana y fibras 

de algodón; caucho sintético; plásticos; colorantes; aditivos alimentarios, como la sacarina 

(edulcorante) y el benzoato de sodio (conservante de alimentos); entre muchos otros. Esta gran 

variedad de derivados, sumado a la utilización de los combustibles para aviones, barcos y todo 

tipo de automóviles hace que, hoy en día el petróleo sea un producto indispensable para la vida a 

nivel mundial (US Energy Information Administration, 2022). 

 

1.1.3.- Inconvenientes ambientales surgidos de la utilización de petróleo y sus 

derivados 

Si bien el petróleo ha contribuido al desarrollo socioeconómico de gran cantidad de países 

y culturas posee una desventaja que, desde el punto de vista medioambiental, resulta de gran 

importancia. Las actividades relacionadas con la extracción, almacenamiento, procesamiento y de 

transporte a granel producen grandes niveles de contaminación ambiental (Center, 2003). Esto es 

debido a filtraciones en tanques y a derrames accidentales o intencionales, que hacen que el 

petróleo y/o sus derivados entren en contacto con suelos y cuerpos de agua (Alvarez & Illman, 

2006). Otro factor importante son las emanaciones de gases producto de la combustión de 

hidrocarburos utilizados en automóviles, barcos y aviones, y en calderas y equipos de proceso a 

nivel industrial. De estos, las situaciones que afectan de forma grave al medioambiente son los 

derrames de petróleo en ríos, mares y océanos, que tienen consecuencias importantes para grandes 

superficies de agua, afectando al ecosistema acuático e imposibilitando el desarrollo de la 

fotosíntesis por bloqueo de la luz solar (ITOPF, 2014; Ranju et al., 2020). Se produce también una 

reducción del aporte de oxígeno al ecosistema, con la consecuente merma de la cantidad de 

especies vegetales acuáticas lo que produce falta de alimento para los microorganismos y larvas 

de peces que las habitan, sumado a la exposición a predadores de peces que en ellas se resguardan. 

Además, aumenta la mortalidad de especies acuáticas y aves por envenenamiento a partir de la 

ingesta o absorción de los contaminantes con los que se encuentran en contacto, debida a que se 
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encuentran impregnados de hidrocarburos y esto imposibilita el movimiento libre o debido a 

hipotermia, ya que les impide una buena aislación térmica, principalmente a las aves (Matcott et 

al., 2019).  

En cuanto a ecosistemas terrestres, la extensión de la contaminación por hidrocarburos 

depende en gran medida de las características del suelo, tanto en su composición como en su 

textura. En el caso de los suelos arenosos, permiten la penetración y dispersión de los 

contaminantes por lo que gran cantidad de estos puede alcanzar las napas freáticas. Al contrario, 

suelos con características rocosas impiden la absorción y penetración de hidrocarburos. En el caso 

de suelos con abundante materia orgánica, los contaminantes tienden a absorberse en gran medida 

y permanecer por un largo período de tiempo, afectando la flora y fauna del lugar. Algunas 

situaciones que pueden presentarse debidas a contaminación de suelos y cuerpos de agua son: 

incorporación de sustancias potencialmente cancerígenas o carcinogénicas a las plantas que, luego, 

continúen a lo largo de la cadena trófica hasta el ser humano y/o alteración del hábitat con la 

consecuente muerte indirecta de diversas especies e ingesta de sustancias tóxicas presentes en el 

agua de cauces naturales (Honda & Suzuki, 2020; Romero et al., 2018). 

Por último, la quema de derivados del petróleo para la obtención de energía y calefacción 

produce un fenómeno conocido como calentamiento global (Greenhouse Effect, 2021). Este tema 

se encuentra en el centro de la escena mundial desde hace unos 35 años siendo la principal razón 

por la que se llevaron a cabo diversos tratados internacionales para la preservación del medio 

ambiente  (Protocolo de Kioto (Chrysanthis et al., 1991), Protocolo de Montreal (ONU, 2006), 

entre otros). El fenómeno del calentamiento global se produce debido al aumento de la 

concentración de gases de efecto invernadero en la atmósfera (CO2, H2O, CH4, NOx, SOx, entre 

otros), lo que hace que parte de la energía radiada por la Tierra, que antes atravesaba la atmósfera, 

quede retenida entre esta y la superficie del planeta, generando un aumento de las temperaturas 

medias a lo largo del tiempo. En el intento de revertir esta situación, gran cantidad de países han 

suscripto al tratado de Kioto (1997) para llevar a cabo una disminución del 5% en promedio de las 

emisiones de gases de efecto invernadero de 1990, para el período 2008-2012. Actualmente, 

diversos países se encuentran trabajando para disminuir sus emisiones en el marco de una 

extensión del Protocolo de Kioto por el período 2013-2020. 
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1.2.- Hidrocarburos  

El principal proceso de tratamiento del petróleo crudo consiste en la refinación y 

destilación para separar los hidrocarburos que lo componen en distintas fracciones comúnmente 

denominadas “cortes”, cada uno de ellos está compuesto por hidrocarburos cuyo punto de 

ebullición se encuentra dentro de un determinado rango de temperatura. Las fracciones más 

livianas, compuestas por hidrocarburos volátiles, se utilizan principalmente como combustibles y 

solventes orgánicos, las fracciones más pesadas se utilizan como asfalto, combustible sólido 

(coque de petróleo), lubricantes o aditivos para la industria papelera. En el medio se encuentra una 

gran cantidad de sustancias de naturaleza recalcitrante que poseen diversas aplicaciones en 

industrias alimenticias, plásticas, de adhesivos y pinturas, medicina (Kirk & Othmer, 2000). 

 Las actividades de extracción, transporte, refinación y almacenamiento de petróleo 

implican un gran impacto ambiental en suelos y cuerpos de agua, debido a filtraciones en tanques 

de almacenamiento u oleoductos, derrames accidentales o intencionales en la carga y descarga del 

material (Kingston, 2002). Lo que sucede en estos casos es que la persistencia de los contaminantes 

en el ambiente se encuentra determinada debido a los procesos de volatilización, lixiviación y/o 

degradación que los afecten. Generalmente, los compuestos alifáticos de pequeña y media longitud 

de cadena poseen bajos puntos de ebullición y alta solubilidad, por lo que los principales 

mecanismos de eliminación son la volatilización, dispersión (se pierden rápidamente en la 

atmósfera), lixiviación y difusión a través de los cuerpos de agua subterráneos. Sumado a esto, los 

hidrocarburos alifáticos de mayor tamaño y algunos aromáticos inicialmente experimentan un 

proceso de volatilización, pero éste fenómeno por sí solo no logra una remoción total de los 

mismos. Otro proceso que afecta la concentración de estos contaminantes en el suelo es la 

degradación total o parcial a partir de la flora microbiana nativa (Desai & Vyas, 2006). Por último, 

los compuestos de alto peso molecular, alifáticos y aromáticos, son contaminantes muy resistentes 

debido a su baja solubilidad y sus altas relaciones de distribución suelo-agua. Esto hace que sean 

de difícil disponibilidad para los organismos degradadores y se acumulen en el medioambiente 

(Johnsen et al., 2005). Un ejemplo de este tipo de compuestos contaminantes ampliamente 

distribuidos en el medio ambiente son los hidrocarburos poliaromáticos (HPA), ya que son 

compuestos recalcitrantes hallados en suelos y cuerpos de agua de todo el planeta. Debido a los 

efectos mutagénicos y carcinogénicos que poseen los HPA, se ha realizado un gran esfuerzo en 

los últimos años para desarrollar estrategias de remediación de este tipo de compuestos, 

principalmente a partir de la utilización de microorganismos (Kumar et al., 2016; Samanta et al., 

1999; Uyttebroek et al., 2006). 
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1.2.1.- Hidrocarburos poliaromáticos. 

 Los HPA son una clase de compuestos orgánicos que poseen en su estructura dos o más 

anillos aromáticos unidos en distintas configuraciones. Algunas de las propiedades fisicoquímicas 

que poseen los miembros de esta familia de compuestos, son altos puntos de fusión, baja o nula 

solubilidad en agua (Tabla 1) y alta hidrofobicidad, lo que hace que las moléculas de los HPA sean 

altamente recalcitrantes, con grandes tiempos de retención en el medio ambiente. Esto se debe a 

que las nubes de electrones 𝜋 a ambos lados de la estructura la hacen resistente a ataques 

nucleofílicos (Xu-xiang et al., 2006). La extensión de este tiempo depende de diversos factores 

como la concentración, biodisponibilidad, tipo de suelo y estructura, humedad, oxígeno disponible, 

nutrientes, pH, temperatura, presencia de microorganismos degradadores (Kanaly & Harayama, 

2000). 

Los HPA se encuentran ampliamente distribuidos en el planeta, y son generados y liberados 

al medio ambiente debido a dos fuentes principales: naturales y antropogénicas. Las primeras 

refieren a procesos que ocurren en la naturaleza en donde se produce la combustión de distintos 

materiales que, entre otros productos, liberan al ambiente estos hidrocarburos, erupciones 

volcánicas, incendios naturales de pastizales y bosques. Por otro lado, se encuentran las fuentes 

antropogénicas que también pueden dividirse en dos: las primeras involucran la liberación de HPA 

al ambiente a partir de fugas y/o derrames intencionales o accidentales en la extracción, transporte, 

refinación y almacenamiento de petróleo y sus derivados. Las últimas surgen a partir de las 

emisiones generadas a partir de la combustión incompleta de materia orgánica, de vehículos de 

combustión interna, de operaciones de procesamiento de madera, de la producción de energía 

eléctrica en plantas de generación (CCME (Canadian Council of Ministers of the Environment), 

2010). Debido a esto y a la persistencia de los HPA en el medio ambiente, estas sustancias se 

encuentran entre los contaminantes orgánicos más ampliamente distribuidos en suelos, agua y aire. 

Además, se ha encontrado que la concentración de HPA en suelos (Kanaly & Harayama, 2000) y 

aire (Freeman & Cattell, 1990) puede variar entre 1µg/kg – 300g/kg en el primer caso, y 60 µg/m3 

– 3 mg/m3. Entonces, resulta de vital importancia desarrollar estrategias para lograr la eliminación 

de estas sustancias recalcitrantes. Uno de los enfoques más relevantes en la actualidad es la 

degradación de los HPA a partir de microorganismos.  
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Tabla 1. Propiedades fisicoquímicas de algunos HPA. (a: KOW es el coeficiente de partición octanol/agua. Se define 

como la relación de la concentración de un soluto en octanol con respecto a la concentración de este en agua, en un 

sistema bifásico octanol – agua.) 

HPA Naftaleno Fluoreno Fenantreno Antraceno Pireno Benzo[a]pireno 

Peso 

Molecular 
128,2 166,2 178,2 178,2 202,3 252,3 

Estructura     
  

Punto de 

Fusión (°C) 

 

80,2 116 99 218 156 179 

Solubilidad 

en agua 

(mg/l) 

 

320 1,85 1,24 0,64 0,14 0,0038 

Log KOW
a 3,5 4,28 5,62 5,33 4,47 5,74 

 

 

1.3.- Remediación de sitios contaminados con petróleo y sus derivados 

A causa del desarrollo de las técnicas de extracción de petróleo, refinación y su masiva 

utilización a nivel mundial, se incrementó la contaminación ambiental de suelos y cuerpos de agua. 

Como ejemplos de esto puede mencionarse algunos de los incidentes más graves en relación con 

este tema, tales como el sucedido en la plataforma Deepwater Horizon en el golfo de México en 

abril de 2010 a causa de material defectuoso y negligencia por parte de los operadores, o el derrame 

del buque petrolero Exxon Valdez en Alaska en marzo de 1989 (Pepper et al., 2015; Shigenaka, 

2014; Velasco, 2010). 

Se han diseñado diversas estrategias para mitigar (remediar) los efectos producidos por los 

hidrocarburos en el medioambiente (Ossai et al., 2020; Riser-Roberts, 1998). Estas estrategias 

pueden ser clasificadas de acuerdo con tres criterios: estrategia de remediación, lugar en que se 

realiza el proceso y tipo de tratamiento (Marks et al., 1994; Volke Sepúlveda & Velasco, 2002). 
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1.3.1.- Estrategias de remediación 

Las estrategias mayormente utilizadas, solas o en conjunto, para lograr la remediación de 

sitios contaminados son las siguientes: 

Destrucción o modificación de los contaminantes: se basa en la modificación de la 

estructura química de la sustancia nociva. Esto puede alcanzarse a través de métodos físico-

químicos, térmicos o biológicos. La remediación físico-química involucra principalmente 

procesos de oxidación y degradación de los contaminantes, son de bajo costo y pueden llevarse a 

cabo en cortos periodos de tiempo pero involucran la generación de residuos que deben disponerse 

de acuerdo con la clasificación correspondiente. Los primeros utilizan agentes oxidantes fuertes 

como ozono (Moreno et al., 2020) o peróxido de hidrógeno (Verma & Haritash, 2019), mientras 

que los últimos involucran en general procesos fotocatalíticos (Silva et al., 2020). La destrucción 

de los contaminantes también puede llevarse a cabo por métodos térmicos (Kasai et al., 2000; Zhao 

et al., 2018) o utilizando organismos vivos (bacterias, hongos, levaduras, plantas). En este último 

caso, la destrucción se realiza cuando el organismo utiliza al contaminante como fuente de carbono 

y/o energía y lleva adelante las reacciones químicas propias de su metabolismo hasta lograr una 

sustancia menos nociva o inocua para el ambiente. Además, otra ventaja es que son compatibles 

con el medio ambiente, por lo que raramente se requiere de tratamientos posteriores (Haussmann 

& Syldatk, 2015). Como desventaja podemos mencionar el tiempo de proceso, que suele ser largo, 

y que no pueden aplicarse cuando el suelo o cuerpo de agua contaminado no favorezca el 

crecimiento biótico. Se han descrito procesos de este tipo orientados a la remediación de sitios 

contaminados con hidrocarburos (Basumatary et al., 2020) y metales pesados (Hassan et al., 2019; 

Mohamed et al., 2020). 

Separación o extracción de los contaminantes: se lleva a cabo aprovechando las 

propiedades de estos. Algunas de las tecnologías utilizadas son extracción con solventes  (Ayeni 

et al., 2019), desorción térmica (Falciglia et al., 2020), burbujeo de aire (Ahmadnezhad et al., 

2020), calentamiento por frecuencia de microondas (Sivagami et al., 2019), lavado del suelo o 

extracción con vapor (Labianca et al., 2020), en el caso de suelos contaminados; separación de 

fases (Pickett et al., 2018) y adsorción para cuerpos de agua (Tursi et al., 2019). 

Aislamiento o inmovilización de los contaminantes: a través de un proceso de vitrificación, 

contención, estabilización o solidificación, y generalmente requieren de mantenimiento 

(Abramovitch et al., 1999). 
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Al momento de decidir la estrategia de remediación a llevar a cabo en un sitio particular, 

se utiliza una combinación de las técnicas descritas, ya que resulta muy difícil que una sola de 

ellas pueda llevar a cabo el proceso de recuperación por sí misma (Alves et al., 2010; Gomes et 

al., 2012).  

 

1.3.2.- Remediación in situ y ex situ 

Las estrategias mencionadas en el apartado anterior pueden clasificarse, de acuerdo con el 

lugar donde se llevan a cabo, en: 

In situ: la remediación se lleva a cabo en el sitio donde se encuentra la contaminación. Este 

tipo de procesos tiene como ventaja principal que se evita el transporte del material contaminado, 

por lo que se reducen los potenciales costos de este. Por otro lado, son procesos difíciles de 

monitorear, no se puede asegurar la homogeneidad y, generalmente, se desarrollan durante un 

extenso período de tiempo (Carberry & Wik, 2015). 

Ex situ: son aquellos procesos en los que se lleva a cabo la excavación o remoción del 

material a remediar previamente. Entre las ventajas se puede mencionar que requieren menores 

tiempos de proceso (respecto de procesos in situ) para alcanzar una concentración de contaminante 

determinada y que puede lograrse una buena homogeneización del material, por lo que se pueden 

tomar muestras representativas para monitorear el proceso. Todo esto hace que la remediación ex 

situ sea una tecnología más predecible y controlable que la in situ. En cuanto a las desventajas, la 

más importante es que esta tecnología resulta significativamente más costosa debido al proceso de 

remoción y transporte del material, al equipamiento necesario y a los riesgos de exposición al 

material contaminado a los que se encuentran sometidos los operadores (Carberry & Wik, 2015). 

 

1.3.3.- Procesos de Biorremediación 

Cuando se utilizan organismos vivos para degradar contaminantes el proceso se denomina 

biorremediación (Adams et al., 2015; Megharaj et al., 2011). Diversos contaminantes han sido 

tratados a partir de esta técnica, como metales pesados (Goswami et al., 2017), compuestos 

organofosforados, pesticidas (Amani et al., 2019), hidrocarburos clorados, compuestos 

nitroaromáticos (Tiwari et al., 2020) e hidrocarburos de todo tipo (Marchand et al., 2017; Smułek 

et al., 2020). 



INTRODUCCIÓN 

35 
 

La biorremediación puede ser intrínseca o mejorada. El primer caso implica que no se 

realiza ninguna acción externa, sino que se lleva a cabo con los microorganismos nativos y con los 

nutrientes disponibles en el lugar. Este forma parte de un proceso global mucho mayor, 

denominado atenuación natural, que involucra procesos físicos (evaporación, dispersión), 

químicos (oxidación) y biológicos para alcanzar la remediación del sitio crónicamente 

contaminado. Por otro lado, se dice que es mejorada cuando se desarrollan actividades destinadas 

a acelerar el proceso de degradación, tales como suministro de oxígeno, nutrientes o algún 

componente que acelere el proceso (Wu et al., 2019).  

Este proceso depende de diversos factores para lograr su objetivo, biodisponibilidad y 

propiedades del contaminante, presencia de comunidades degradadoras y las condiciones del 

medio, como temperatura, disponibilidad de nutrientes y el aceptor de electrones (Mishra et al., 

2021). Debido a la baja o nula solubilidad de los hidrocarburos en agua, la biodisponibilidad es la 

razón más frecuente por la cual la biorremediación intrínseca no es viable (Boopathy, 2000). Para 

mejorar el rendimiento de la biorremediación existen dos técnicas: bioaumento y bioestimulación. 

 

1.3.3.1.- Bioaumento 

Es considerada una de las herramientas con mayor potencial para aumentar la eficiencia de 

la biorremediación (Guarino et al., 2017). Consiste en el agregado de comunidades de 

microorganismos foráneos para mejorar la cinética de degradación del contaminante. En sitios con 

una baja carga microbiana o donde la microflora presente carece de las vías metabólicas necesarias 

para llevar a cabo la remediación, la implementación de esta técnica resulta adecuada (Smith et 

al., 2005). Debe tenerse en cuenta que hay ciertos factores que deben ser considerados a la hora de 

aplicar esta técnica, ya que influyen directamente en la actividad del inóculo: disponibilidad de 

nutrientes, disponibilidad de un aceptor de electrones, condiciones ambientales, presencia de 

depredadores, distribución de las comunidades exógenas y competencia con microorganismos 

nativos (Tyagi et al., 2011). Actualmente, resulta valioso el conocimiento de la distribución y 

dinámica poblacional de la flora autóctona ya que esto afecta directamente la eficiencia de la 

técnica de bioaumento. Para determinar estos parámetros y los cambios en la distribución 

poblacional luego del proceso de inoculación se implementan técnicas de secuenciación genética 

(Festa et al., 2016; Madueño et al., 2009). 

Los inóculos utilizados para realizar un bioaumento pueden ser de diferentes tipos de 

microorganismos: 
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- Cultivos puros: se introduce en el sistema una única cepa capaz de degradar el 

contaminante presente (Pacwa-Płociniczak et al., 2019). 

- Cultivos mixtos: se utilizan cepas autóctonas enriquecidas utilizando el 

contaminante de interés (Poi et al., 2017). 

- Organismos genéticamente modificados (OGM): se utilizan cepas que fueron 

específicamente modificadas genéticamente para degradar un contaminante en 

particular (Massa et al., 2009; Rodrigues et al., 2006). La bibliografía existente 

respecto a la utilización de OGM’s se centra en estudios de laboratorio debido a los 

riesgos potenciales para el medio ambiente y la salud pública que presenta la 

liberación de este tipo de organismos. 

Dado que al aumentar la concentración de microorganismos aumenta la demanda de otros 

componentes presentes en el medio, esta técnica se suele utilizar junto con el agregado de 

nutrientes y oxígeno (Straube et al., 2003). Además, el agregado de microorganismos endógenos 

junto con la adición de los nutrientes necesarios resulta la mejor opción para aumentar la velocidad 

de degradación de un contaminante particular (Suja et al., 2014). Por último, se debe resaltar que 

se obtienen mejores resultados a partir de la aplicación de esta técnica en procesos de 

biorremediación ex situ, debido a la posibilidad de remover y arar el material sometido al proceso, 

lo que se traduce en una homogénea distribución de los microorganismos suministrados, en 

contraposición a lo que sucede cuando se trabaja in situ. 

 

1.3.3.2.- Bioestimulación 

Consiste en el aumento de la actividad degradadora de los microorganismos autóctonos a 

partir del agregado de nutrientes, aceptor de electrones o algún otro componente que influya en la 

cinética del proceso. Para poder aplicar la bioestimulación, los microorganismos autóctonos deben 

ser capaces de llevar a cabo la degradación del contaminante, es decir, deben poseer las vías 

metabólicas necesarias (Adams et al., 2015). 

Uno de los pasos críticos en la aplicación de esta técnica consiste en identificar 

adecuadamente cuáles son las condiciones limitantes para que los microorganismos lleven a cabo 

la remediación. En general, la disponibilidad de nutrientes (orgánicos e inorgánicos) y de oxígeno 

limitan el progreso de la reacción. El contaminante es la fuente de carbono y energía utilizada por 

los microorganismos por lo que cuando su concentración es lo suficientemente alta y sobrepasa la 

concentración de oxígeno estequiométrica, este último se vuelve un limitante del proceso. La 
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introducción de aire en el subsuelo terrestre o el arado del terreno han demostrado ser eficaces en 

la biorremediación de diversos contaminantes (Frutos et al., 2010; Jia et al., 2016). 

En procesos que se han mantenido en condiciones anaeróbicas por largos períodos de 

tiempo existe la posibilidad que se produzca un proceso de desnitrificación en paralelo, dando 

lugar a una disminución en el contenido total de nitrógeno que hace que éste se convierta en 

limitante. Se ha llevado a cabo con éxito el agregado de nitrógeno a partir de urea, amonio, o 

nitratos en muestras de suelos contaminados (Komilis et al., 2010; Taylor et al., 2010; Walworth 

et al., 2007). 

Otro nutriente que puede actuar como limitante en el proceso de biorremediación es el 

fósforo debido a que, en general, el contenido de este nutriente en el subsuelo terrestre es muy bajo 

o puede presentarse en altas concentraciones en forma mineral, no disponible para los 

microorganismos. Diversos estudios han evaluado con éxito la adición de fosfatos como 

bioestimulante (Rabelo de Sousa et al., 2011; Suja et al., 2014). En general, la clave para lograr 

una bioestimulación exitosa es la relación de concentración de nutrientes, principalmente la 

relación entre carbono:nitrógeno:fósforo (C:N:P). Una relación C:N:P de 100:10:1 se considera el 

valor óptimo estequiométrico, sin embargo este debe ser ensayado en cada caso para hallar el 

óptimo particular (Martínez Álvarez et al., 2017). 

 

1.3.4.- Microorganismos degradadores de HPA 

 Debido a la ubicuidad de los HPA y a su recalcitrancia, se han hallado organismos, 

principalmente bacterias y hongos, de distintas especies capaces de degradarlos. Estos han 

desarrollado esta capacidad debido a la exposición por largos períodos de tiempo a estos 

contaminantes. Por un lado, se ha demostrado que bacterias del género Pseudomonas, Bacillus, 

Sphingomonas, Burkholderia, Agrobacterium son capaces de mineralizar fenantreno y 

benzo[a]pireno (Aitken et al., 1998; Guntupalli et al., 2016; Lu et al., 2019; L. Zhou et al., 2016), 

además, se halló una cepa de Micobacterium sp. que puede crecer utilizando pireno como fuente 

de carbono y energía (Wu et al., 2019). Por otro lado, se ha visto que diversas especies de hongos 

también son capaces de degradar compuestos aromáticos. Entre ellos se puede mencionar 

Scopulariopsis brevicaulis, cuya capacidad para degradar antraceno ha sido probada (Godoy et al., 

2016), o Aspergillus fumigatus, capaz de degradar antraceno, benceno y tolueno (Ye et al., 2011). 

 Se ha postulado que la degradación de HPA a partir de los microorganismos adecuados 

puede ser desencadenada por tres razones (Johnsen et al., 2005; Megharaj et al., 2011). La primera 
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de ellas, puede ser la mineralización del contaminante para obtener energía para sus funciones 

celulares y carbono para sintetizar material celular. En este caso, el HPA se utiliza como sustrato 

para obtener energía y material para el crecimiento y duplicación. En segundo lugar, el 

microorganismo puede llevar a cabo un proceso de degradación del contaminante con el objetivo 

de producir un intermediario que posea mayor solubilidad, con la consecuente obtención de 

energía, que luego es excretado. En tercer lugar, la degradación del HPA puede llevarse a cabo a 

través de co-metabolismo (Sun et al., 2020). El HPA es un cosustrato que compite con el sustrato 

a partir del cual el microorganismo obtiene energía para su crecimiento y supervivencia. La 

degradación del co-sustrato es una reacción colateral a partir de la que el microorganismo no 

obtiene beneficios, es más, este no induce la actividad de las enzimas involucradas en su 

degradación (Ho et al., 2000). 

 Respecto del metabolismo de degradación de HPA de estos microorganismos, de acuerdo 

con la bibliografía hay tres mecanismos fundamentales que conducen a la degradación aeróbica 

de estas sustancias (Figura 3). Más allá de las diferencias entre ellos, tienen en común una etapa 

de oxidación del anillo aromático seguida de la degradación del compuesto en metabolitos y/o 

dióxido de carbono (Bamforth & Singleton, 2005). Estos tres mecanismos de degradación 

corresponden al de las bacterias (con la intervención de enzimas dioxigenasas), hongos lignolíticos 

y al de los hongos no lignolíticos y algunas bacterias (con la intervención de enzimas citocromo 

P450 monooxigenasas). 

Los hongos ligninolíticos son aquellos que crecen en la madera, ya que producen una serie 

de enzimas (lacasas y peroxidasas) que les permite oxidar la lignina. En estas condiciones, estos 

microorganismos son capaces de degradar los HPA a partir de la generación de radicales libres, 

removiendo un electrón de la molécula. Estos radicales libres sufren una oxidación posterior para 

formar quinonas (Ghosal et al., 2016). Se ha demostrado que, a partir del uso de hongos 

ligninolíticos, los HPA pueden mineralizarse completamente a CO2 a partir de una combinación 

de enzimas ligninolíticas, citocromo P450 monooxigenasas y epóxido hidrolasas. Diversos estudios 

se han llevado a cabo para evaluar la posibilidad de utilizar estos microorganismos para la 

degradación de HPA (Agrawal et al., 2018; Jove et al., 2016; Torres-Farradá et al., 2019). 

En el caso de los hongos no lignolíticos, la oxidación del anillo aromático se produce por 

medio de una reacción catalizada por una enzima citocromo P450 monooxigenasa, en la que se 

adiciona un átomo de una molécula de oxígeno para formar un óxido de areno. La mayoría de 

estos compuestos son inestables y pueden sufrir un rearreglo en ausencia de enzimas, para producir 

fenoles, los cuales pueden conjugarse con glucosa, xilosa, sulfatos. Por otro lado, los óxidos de 
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areno también pueden sufrir una hidratación catalizada por una epóxido-hidrolasa, para dar trans-

dihidrodioles (Ghosal et al., 2016). Especies de hongos no lignolíticos pueden degradar los HPA 

a fenoles, trans-dihidrodioles y otros compuestos intermediarios, pero son muy pocos los que 

logran la mineralización completa. En muchos casos se ha demostrado que los intermediarios 

obtenidos poseen una menor toxicidad y mayor solubilidad que sus precursores (Bamforth & 

Singleton, 2005). 

 Las bacterias comienzan el proceso de degradación de los HPA a partir de la oxidación del 

anillo aromático. Esto lo hacen incorporando dos átomos de oxígeno al anillo, por medio de la 

acción de oxígeno transferasas, para producir cis-dihidrodioles. Si el sustrato es un compuesto con 

tres o más anillos, generalmente las bacterias los metabolizan en varios sitios. Para poder lograr 

esto, las dioxigenasas son sistemas multienzimáticos que contienen al menos tres proteínas. Estos 

cis-dihidrodioles son luego deshidrogenados, a través de una reacción NAD+-dependiente, para 

formar catecol, y este luego es canalizado a través de las vías de clivaje orto o meta, según 

corresponda, a dióxido de carbono y agua (Bamforth & Singleton, 2005; Johnsen et al., 2005). 

Este último es uno de los pasos más importantes en la degradación de HPA y consiste en la ruptura 

del anillo aromático para dar intermediarios alifáticos. Este paso es catalizado por enzimas 

dioxigenasas específicas para sustratos destinados al clivaje en la posición orto y meta. Cuando el 

anillo aromático del intermediario se somete a clivaje en la posición orto, la ruptura se produce 

entre los carbonos que contienen los grupos hidroxilo. Por otro lado, cuando el clivaje se da en la 

posición meta, la ruptura del anillo se produce entre uno de los carbonos que contiene un oxhidrilo 

y un carbono adyacente (Blaise et al., 2011). Por último, los compuestos alifáticos formados 

ingresan a las vías metabólicas centrales y se oxidan para producir energía o son utilizados para la 

biosíntesis de material celular (Seo et al., 2009). 
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Figura 3. Vías principales de degradación de HPA a partir de bacterias y hongos (Bamforth & Singleton, 2005). 

 

1.3.5.- Biodegradación de HPA: Factores que afectan al proceso  

La estrategia de biorremediación puede lograrse utilizando técnicas in situ (bioventeo, 

fitorremediación, atenuación natural) o ex situ (compost, biopilas, biorreactores). Este tipo de 

procesos posee ventajas frente a técnicas convencionales y ciertas limitaciones. Con respecto a 

estas últimas, diversos factores que afectan el grado de remediación a alcanzar. Entre estos se 

puede mencionar la temperatura, el pH y las características del suelo, la biodisponibilidad del 

contaminante, disponibilidad de oxígeno y nutrientes, etc.  
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1.3.5.1.- Temperatura 

  La temperatura es un factor muy importante en el proceso de biodegradación, ya que afecta 

tanto al microorganismo como al sustrato. La solubilidad y biodisponibilidad de los HPA dependen 

de la temperatura, en general, cuando la temperatura aumenta crece la solubilidad y 

biodisponibilidad de los HPA (Tao et al., 2020). Se podría pensar que esto mejora la velocidad de 

degradación pero, por el contrario, esta se ve afectada negativamente debido a la disminución de 

la concentración de oxígeno disuelto (Coulon et al., 2005). 

 Se han hallado microorganismos degradadores de HPA capaces de metabolizarlos en 

grandes intervalos de temperatura desde 0°C hasta 70°C. Aunque la velocidad de degradación 

óptima generalmente ocurre a temperaturas mesofílicas, se han identificado microorganismos 

capaces de crecer y degradar compuestos aromáticos a temperaturas cercanas a los 0°C (Crisafi et 

al., 2016), en zonas tropicales (Obayori et al., 2008) y en zonas desérticas donde la temperatura se 

mantiene alta durante el todo el año (Rahmeh et al., 2021). 

 

1.3.5.2.- pH 

 En contaminación de suelos, el pH depende del tipo de contaminante vertido en el mismo 

por lo que la influencia de este factor es mucho más importante que en contaminación de cuerpos 

de agua. En cuerpos de agua, la acción de los microorganismos en conjunto con las corrientes 

actúa como regulador del pH y hace que su valor se mantenga en un rango acotado.  

A pesar de que se han observado procesos de degradación de HPA en suelos ácidos 

(Stapleton et al., 1998) y básicos (Bamforth et al., 2005), el valor óptimo se encuentra entre 6,5 y 

7,5. Una pequeña variación en este valor puede afectar significativamente el grado de degradación 

(Kastner et al., 1998; Wong et al., 2002). Por lo tanto, se recomienda regular el pH de sitio a 

remediar con nitrato de amonio o sulfato de amonio si el suelo es básico, o con carbonato de 

magnesio si el suelo es ácido (Ghosal et al., 2016). 

 

1.3.5.3.- Nutrientes 

 Se ha estimado que la relación C:N:P es uno de los parámetros que limita de forma 

considerable el proceso de biorremediación. Esto es debido a la gran cantidad de carbono orgánico 

disponible en el contaminante, por lo que dicha relación se regula a partir del agregado de N y P 

de una fuente externa, por ejemplo, fertilizantes (Stroud et al., 2007). 
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Se han reportado distintas relaciones de nutrientes óptimas en la bibliografía que van desde 

100:15:3 (Ebadi et al., 2017; Zitrides, 1978), pasando por 100:10:1 (Oualha et al., 2019; Yang et 

al., 2019), hasta 100:5:1 (Zhou & Hua, 2004). Este rango se considera un buen punto de partida 

para el estudio de una estrategia de biorremediación. En algunos casos, por ejemplo, cuando se 

utilizan hongos ligninolíticos, un exceso de nutrientes minerales puede afectar negativamente el 

proceso de degradación. Esto se debe a que este tipo de organismos pueden reciclar nutrientes, en 

particular, nitrógeno. 

 

1.3.5.4.- Oxígeno 

 La degradación de hidrocarburos puede llevarse a cabo en ambas condiciones, aeróbica y 

anaeróbica, pero esta última posee desventajas que hacen que no sea deseable. Primeramente, no 

todos los sitios contaminados con hidrocarburos presentan microorganismos anaeróbicos capaces 

de degradar HPA, además, la geoquímica será alterada debido a las condiciones reductivas 

impuestas por el metabolismo anaeróbico de la población. Los aceptores de electrones (nitratos, 

Fe3+ y sulfatos) se reducen durante el proceso y se forman Fe2+ y fosfatos que son tóxicos para el 

medio ambiente. Debido a esto, y a que resulta más sencillo el control y desarrollo de procesos 

aeróbicos, es que la mayor proporción de investigaciones se enfocan en estos últimos procesos. 

 El oxígeno resulta de vital importancia para los procesos aeróbicos ya que el primer paso 

en la biodegradación de HPA involucra la acción de enzimas mono- y di-oxigenasas para la 

oxidación del anillo aromático (Gibson et al., 1968; Srivastava & Kumar, 2019), reacción en la 

que el oxígeno actúa como aceptor de electrones. Cuando el proceso de biorremediación se lleva 

a cabo ex situ, el suministro de oxígeno no resulta una operación dificultosa. Por el contrario, en 

el caso de un proceso in situ, debe llevarse a cabo de forma controlada y regularmente para evitar 

que se convierta en un factor limitante del proceso. Alguna de las formas en que puede oxigenarse 

un proceso de biorremediación in situ son: inyección directa de aire; a través de un sistema de 

reparto de sustancias químicas que liberen oxígeno o mediante el labrado y mezclado del suelo, 

entre otros (Ghosal et al., 2016). 

 

1.3.5.5.- Biodisponibilidad 

 La biodisponibilidad es el factor más importante que afecta al proceso de degradación de 

contaminantes. Hay dos grandes pasos en el proceso de biodegradación de HPA en suelos, a saber, 

el consumo del contaminante por el microorganismo y la metabolización de este. Se ha demostrado 
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que el paso controlante de la reacción de degradación es el primero de ellos, la transferencia de 

materia desde el sitio de la contaminación hasta el interior de la célula (Bezza & Nkhalambayausi 

Chirwa, 2016). Si consideramos un microorganismo con capacidad para degradar HPA, el proceso 

puede llevarse a cabo rápidamente si el sustrato se encuentra disponible en una forma que el 

organismo pueda utilizarlo. Como se mencionó previamente, los HPA son compuestos con muy 

baja solubilidad y, a medida que el tamaño de molécula crece, esta se hace cada vez menor. 

Además, poseen coeficientes de partición (KOW) muy altos por lo que tienden a interaccionar 

fuertemente con la materia orgánica del suelo. Todo esto se traduce en una baja biodisponibilidad. 

Además, a medida que aumenta el tiempo de contacto entre el HPA y la matriz del suelo se produce 

una interacción entre ellos que dificulta aún más el contacto entre sustrato y microorganismo, esto 

se conoce como “ageing” o “envejecimiento” (Semple et al., 2003). 

 Para aumentar la biodisponibilidad de estos contaminantes una de las estrategias más 

difundidas y efectivas es la utilización de biosurfactantes producidos a partir de microorganismos 

nativos aislados de zonas crónicamente contaminadas. Estos permiten liberar al HPA retenido en 

la matriz debido a que en su estructura poseen una mitad hidrofóbica y otra hidrofílica, lo que les 

permite desorber y solubilizar los hidrocarburos en la fase acuosa, mejorando así la 

biodisponibilidad y, por lo tanto, la biodegradación (Bezza & Nkhalambayausi Chirwa, 2016; Guo 

& Wen, 2021). 

 

1.4.- Biosurfactantes 

Para que se lleve a cabo el proceso de biorremediación, se requiere que los nutrientes entren 

en contacto con los microorganismos y que sean suficientes para soportar el crecimiento de la 

población. Como regla general, para que un proceso de biorremediación resulte exitoso, las 

técnicas de bioaumento y bioestimulación se deben aplicar de forma combinada. Una de las 

estrategias para llevar a cabo la bioestimulación es la adición de biosurfactantes al sitio a remediar. 

Los biosurfactantes son compuestos anfipáticos que, a diferencia de los surfactantes químicos o 

sintéticos, son producidos por distintos tipos de microorganismos: hongos, levaduras y bacterias; 

siendo los provenientes de estas últimas los mayormente estudiados. Es debido a su origen que 

son mucho menos tóxicos para el medio ambiente que los surfactantes químicos convencionales 

y, dado que son compuestos tensioactivos, con su adición se pretende aumentar la 

biodisponibilidad del contaminante y mejorar la velocidad de degradación de este (Whang et al., 

2008). Se ha demostrado que la adición de biosurfactantes mejoró notablemente la degradación de 
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hidrocarburos en suelos comparada con la adición de nutrientes (nitrógeno, fosforo y potasio). Es 

más, la adición de biosurfactantes en combinación con microorganismos degradadores de 

hidrocarburos ha demostrado ser más eficiente que la combinación de biosurfactantes + nutrientes 

(NPK) (Tahseen et al., 2016).  

Todos los biosurfactantes poseen en su estructura al menos una parte hidrofóbica y una 

parte hidrofílica, lo que permite que estas moléculas puedan acumularse entre distintas fases 

fluidas y disminuyan la tensión interfacial o superficial (Peele et al., 2018). El tipo de estructura 

de las fracciones hidrofílica e hidrofóbica de la molécula depende de diversos factores como tipo 

y especie de microorganismo, fuente de carbono, tipo de fuente de nitrógeno y concentración, 

concentración de otros nutrientes, y parámetros de proceso (pH, temperatura, velocidad de 

agitación del cultivo) (Jahan et al., 2020). Con relación a esto, se ha demostrado la influencia del 

tipo de sustrato en la estructura del biosurfactante producido (Nitschke et al., 2005). 

Los biosurfactantes poseen diversas ventajas frente a sus contrapartes sintéticas, son menos 

tóxicos, poseen mejor selectividad, y concentraciones micelares críticas (CMC) más bajas. Sin 

embargo, los surfactantes químicos aún monopolizan el mercado de los surfactantes debido, 

principalmente, al alto costo y bajo rendimiento de producción de los primeros (Von Lau et al., 

2014). Un enfoque prometedor para superar este inconveniente consiste en la optimización de las 

condiciones de cultivo (Dos Santos et al., 2016) o en la utilización de organismos productores 

genéticamente modificados (Sekhon et al., 2011). 

 

1.4.1.- Características y aplicaciones de los biosurfactantes 

Los surfactantes de origen biológico poseen diversas ventajas respecto de los sintéticos, 

biodegradabilidad completa, posibilidad de producirlos a partir de fuentes renovables (George & 

Jayachandran, 2013; Pele et al., 2019), gran diversidad y actividad biológica específica. Poseen 

mayor estabilidad a temperaturas, pH extremo, concentraciones altas de sales (Gonçalves, 2015) 

y una amplia variedad de aplicaciones, antibióticos (Ding et al., 2011), aditivos para la industria 

alimenticia (Kiran et al., 2017), biorremediación de metales pesados e hidrocarburos (Gidudu et 

al., 2020), como insecticidas, pesticidas, adjuvante para formulación de productos, etc. Los 

biosurfactantes poseen una desventaja de gran importancia, sus costos de producción. Este aspecto 

hace que su producción a gran escala no sea competitiva por el momento frente a sus contrapartes 

sintéticas (Singh et al., 2019). Hoy en día la utilización de los biosurfactantes se complementa con 

la de los surfactantes sintéticos en algunas aplicaciones, más allá de sus altos costos de producción 
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(Hajibagheri et al., 2018; Shah et al., 2019). Por ejemplo, cuando el surfactante debe dispersarse 

en el medio ambiente para la remediación de sitios crónicamente contaminados. 

 

1.4.2.- Estructura, clasificación y modo de acción de los biosurfactantes 

Los biosurfactantes en solución acuosa cumplen su función de dos formas, disminuyen la 

tensión superficial (interfase aire-agua) a partir de la interacción con las moléculas del líquido, 

favoreciendo la formación de enlaces de hidrógeno y enlaces de interacción hidrofóbica, o 

incrementan la solubilidad de compuestos hidrofóbicos evitando la coalescencia de las emulsiones 

aceite-agua. Dicha actividad se encuentra directamente relacionada con la estructura de la 

molécula (Mulligan, 2014). 

La fracción hidrofóbica de la molécula de un biosurfactante generalmente es uno o más 

ácidos grasos saturados o insaturados, o algunos derivados de éstos. La fracción hidrofílica puede 

poseer diversas estructuras tales como carbohidratos (monosacáridos, oligosacáridos o 

polisacáridos), péptidos (lineales o cíclicos), grupos fosfatos, aminoácidos y proteínas, y estas 

estructuras pueden ser catiónicas, aniónicas, no iónicas o anfóteras (Haussmann & Syldatk, 2015). 

La estructura del compuesto tensioactivo se encuentra influenciada por el grado de aireación, 

temperatura, pH, como así también por la fuente de carbono utilizada, ya que las fracciones 

hidrofílicas e hidrofóbicas de la molécula se producen a partir del metabolismo primario. Esto es 

importante debido a que, si se producen moléculas diferentes, sus propiedades fisicoquímicas 

pueden ser distintas y se podrían utilizar para diferentes aplicaciones (Jones, 1997; Marqués et al., 

2009). 

Con el objetivo de clasificarlos, los biosurfactantes pueden dividirse de acuerdo con su 

peso molecular en (Olivera & Nievas, 2009): 

- Sustancias de bajo peso molecular, se incluyen aquí aquellos compuestos que 

poseen una actividad superficial significativa.  

- Sustancias de alto peso molecular, son aquellas que poseen propiedades 

emulsificantes. 

Los biosurfactantes de bajo peso molecular, son más eficientes para disminuir la tensión 

superficial y/o interfacial entre dos fases inmiscibles (Ahmad et al., 2015). Los mayormente 

estudiados son los glicolípidos y lipopéptidos, aunque también se encuentran algunos fosfolípidos 

y ácidos grasos. Dentro de los primeros, los más comunes son los ramnolípidos, soforolípidos, 
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trehalolípidos y los lípidos de manosil eritritol. Las fracciones hidrofílicas de cada molécula 

pueden ser unidades de glucosa, ramnosa, soforosa, galactosa, entre otros, y la fracción lipídica 

puede estar compuesta por ácidos grasos saturados e insaturados, ácidos grasos hidroxilados o 

alcoholes derivados de ácidos grasos (Gautam, 2006). 

Los ramnolípidos, producidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa, son 

glicolípidos cuya estructura puede estar compuesta por una o dos unidades de α-L-ramnosa 

enlazadas por medio de un enlace O-glicosídico a una o dos unidades de 3-hidroxiácidos grasos 

(Figura 4). Los ramnolípidos poseen múltiples aplicaciones, entre las que se puede mencionar 

producción de compuestos de química fina, como aditivos para la biorremediación de suelos y 

agentes de control biológico (Wu et al., 2019). 

 

 

Figura 4. Estructura de cuatro tipos de ramnolípidos (C. N. Mulligan, 2009). 

 

Los soforolípidos son glicolípidos compuestos por el disacárido soforosa unido a un 

hidroxiácido graso y son producidos por levaduras del género Torulopsis sp. (Figura 5).  Este tipo 

de biosurfactantes posee buena actividad tensioactiva pero no así actividad bioemulsificadora 

(Banat, 1997). Este tipo de glicolípidos posee varias aplicaciones como detergentes para lavar la 

ropa, como aditivos para biorremediacion in situ de hidrocarburos, aditivos para la industria 

alimenticia, o para remover metales pesados de diversos sedimentos (Mulligan, 2014). 
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Figura 5. Soforolípido de Candida bombicola (Haussmann & Syldatk, 2015) 

 

 

Los trehalolípidos (Figura 6) son biosurfactantes que poseen en su estructura el disacárido 

trehalosa unido a ácidos micólicos. Este tipo de compuestos los producen distintos tipos de 

microorganismos pertenecientes a los géneros Mycobacterium sp., Nocardia sp., Corynebacterium 

sp., Rhodococcus sp., donde el tamaño y estructura de los ácidos micólicos difiere de acuerdo con 

el organismo productor. Algunas aplicaciones de estos glicolípidos son: agente antitumoral y 

antifúngico en medicina, emulsificador en la industria de la cosmética y alimentaria, y para la 

biorremediación de suelos contaminados con hidrocarburos poliaromáticos (Franzetti et al., 2010; 

Steinbu, 2010). 

 

 

Figura 6. Trehalolípido de Rhodococcus erythropolis, m+n = 18-22 (*parcialmente insaturado) (Haussmann & 

Syldatk, 2015) 

      

Diversos microorganismos producen biosurfactantes lipopeptídicos, entre ellos se puede 

mencionar Bacillus sp., Lactobacillus sp., Streptomyces sp., Pseudomonas sp. y Serratia sp. Este 

tipo de biosurfactantes se caracteriza por poseer una muy buena capacidad tensioactiva (Alvarez 

et al., 2020; Jemil et al., 2018) y muchos de ellos poseen efecto antibiótico (Baltz et al., 2005). 
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Entre los biosurfactantes con estructura lipopeptídica el más estudiado es surfactin, producido por 

Bacillus subtilis (Figura 7). La estructura de esta molécula consta de un péptido cíclico, compuesto 

por 7 aminoácidos, que se encuentra acilado con 3-hidroxiácidos grasos. Surfactin es uno de los 

pocos biosurfactantes disponibles comercialmente y posee diversas aplicaciones ámbito de la 

medicina, como inhibidor de la coagulación sanguínea, agente antitumoral y antiinflamatorio 

(Mulligan, 2014). 

 

Figura 7. Surfactin de Bacillus subtilis (Haussmann & Syldatk, 2015). 

 

Además de los biosurfactantes de bajo peso molecular, se encuentran los de alto peso 

molecular, que son polisacáridos, proteínas, lipopolisacáridos, lipoproteínas o mezclas complejas 

de éstos a las que se refiere como lipoheteropolisacáridos. Estos biosurfactantes son bien 

conocidos debido a su capacidad para formar emulsiones estables de aceite/hidrocarburo en agua 

(Calvo et al., 2009). Diversas especies de microorganismos producen este tipo de biosurfactantes 

entre las que podemos mencionar las bacterias del género Acinetobacter sp., Halomonas 

eurihalina, Planococcus maitriensis, la levadura Cándida lipolytica (Calvo et al., 2009). De este 

grupo de biosurfactantes los más estudiados son los denominados bioemulsan, producidos por 

Acinetobacter sp. Estos son emulsificadores de gran rendimiento, entre los que destaca RAG-1. 

La estructura de este último es una mezcla compleja de exopolisacáridos de alto peso molecular y 

lipopolisacaridos con un peso superior a 250kDa (Figura 8).  
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Figura 8. RAG-1 Emulsan de Acinetobacter sp. ATCC 31012 (Haussmann & Syldatk, 2015). 

 

1.5.- Empleo de residuos agroindustriales 

Día a día crece la utilización de residuos o subproductos agroindustriales como fuente de 

carbono para procesos biotecnológicos. La agricultura e industrias estrechamente relacionadas 

aportan una gran variedad de sustancias que pueden utilizarse en este sentido y, en particular, para 

la producción de biosurfactantes. Algunos ejemplos son: la utilización de aceite agotado de soja o 

girasol (Moya Ramírez et al., 2015; Rocha e Silva et al., 2014), residuos lignocelulósicos (Panjiar 

et al., 2020), residuos con alto contenido de almidón (Gurjar & Sengupta, 2015) y residuos de la 

industria láctea (Daverey et al., 2011). Entre ellos, el glicerol es quién destaca debido a que se ha 

demostrado su capacidad como sustrato para la producción de biosurfactantes (Moshtagh et al., 

2021), sumado a que su propia producción se encuentra asociada a la producción de biodiesel, la 

que se ha incrementado sostenidamente desde el año 2006, desde 20000 litros (Marin et al., 2014) 

hasta la capacidad actual de unos 4,5 millones de toneladas (MAGYP, 2018).  

La utilización de este tipo de materias primas en procesos productivos redunda en el cuidado 

del medio ambiente, al disminuir la cantidad de residuos a disponer, y en una transformación 

sustentable debido al aprovechamiento de subproductos y desechos de otras industrias con alta 

carga orgánica. Sumado a esto, este tipo de sustratos son de bajo costo comparados con los 

convencionales, por lo que su empleo beneficia desde el punto de vista económico al proceso 

global (Rodrı et al., 2019). En este contexto, este trabajo aborda el desarrollo y optimización de 

un bioproceso para la obtención de biosurfactantes utilizando glicerol como fuente de carbono y 

energía con el objetivo de que este sea técnico económicamente viable.  
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1.6.- Problemática regional 

El polo industrial Zárate-Campana, ubicado al noroeste de la provincia de Buenos Aires, 

representa uno de los polos industriales más importantes de la Argentina. Esto se debe a diversos 

motivos, pero principalmente a su ubicación estratégica, siendo que se encuentra a 75 km al 

nordeste de la Ciudad de Buenos Aires sobre la ruta Nacional Nº 9, cuya ruta le permite la 

comunicación a nivel nacional. Además, limita al norte con el Río Paraná de las Palmas con la 

disponibilidad de un puerto propio para buques de gran calado, que conecta al polo con la Ciudad 

de Buenos Aires y el mundo, con Rosario y el litoral argentino. Asimismo, atraviesan el polo otras 

vías de comunicación de vital importancia en la economía y desarrollo de la zona y del país, como 

son la ruta Provincial Nº 6, la Ruta Nacional Nº 12 y el ex ferrocarril Mitre.  

En una zona del margen del Río Paraná de Las Palmas de la ciudad de Campana, se 

encuentra un conglomerado de empresas dedicadas exclusivamente a la actividad petroquímica. 

Como el caso de dos destilerías emplazadas y diversas empresas cuyas materias primas son 

derivados del petróleo crudo. Siendo que la zona lleva 100 años en dicha actividad, la misma posee 

un historial importante de derrames accidentales o intencionales, fugas de tanques de 

almacenamiento y barriles, vuelcos accidentales en el proceso de carga y descarga de camiones. 

Esto hace que los suelos y los cuerpos de agua de esta área se encuentren crónicamente 

contaminados con hidrocarburos.  

 Una de las refinerías que se encuentra en la zona mencionada es la empresa Pobater S.A. 

(ex RHASA y previamente Fábrica Militar de Tolueno Sintético) (Figura 9). Resulta que a 

principios de los años ´90, en tiempos del surgimiento de la ley nacional Nº 24051 (Ley Nacional 

de Residuos Peligrosos), la empresa decidió realizar la limpieza barros de hidrocarburos que se 

van acumulando en el fondo de los tanques de almacenaje, y dispuso volcarlos en la laguna que se 

encuentra dentro del predio de la misma empresa. Esta inadecuada práctica ambiental ha 

empeorado la situación medioambiental debido a la contaminación por hidrocarburos. 

  

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

51 
 

           

Figura 9. Izquierda: Vista satelital (Google Earth) de la ciudad de Campana donde se observa el predio de la 

empresa Pobater S.A. (ex RHASA) y el lago dentro de este. Derecha: Imágenes de la descarga de planta a la laguna. 

 

En los últimos años, motivados principalmente por exigencias legales del Organismo 

Provincial para el Desarrollo Sustentable (OPDS), las empresas han tenido que comenzar a realizar 

tareas de disminución del impacto ambiental y del pasivo ambiental. Es en este marco que la 

Facultad Regional Delta (FRD) de la Universidad Tecnológica Nacional (UTN) firmó un convenio 

de trabajo conjunto con la empresa Pobater S.A. para el desarrollo de una estrategia de 

biorremediación de suelos y cuerpos de agua crónicamente contaminados con hidrocarburos. Es 

dentro de este convenio que se enmarca el presente trabajo de investigación. 
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2.1.- Hipótesis 

La biorremediación es un proceso biológico el cual ha probado su efectividad en la 

descontaminación y recuperación de suelos contaminados con hidrocarburos. Dicha remoción 

puede ser llevada a cabo por microorganismos y/o por plantas y este proceso puede ser favorecido 

por la aplicación de procesos de bioestimulación, bioaumentación o la aplicación de agentes 

tensioactivos (biosurfactantes/surfactantes) que contribuyen en el aumento de la biodisponibilidad 

de los hidrocarburos para que puedan ser degradados por los microorganismos y/o plantas. En base 

a esto, nuestras hipótesis de trabajo son: 

− Las cepas productoras de biosurfactantes y de biomasa aisladas de sitios crónicamente 

contaminados, pueden ser utilizadas como agentes biológicos para procesos de producción 

de biosurfactantes. 

− Co-productos obtenidos de destilerías, tales como el glicerol, son potenciales sustratos para 

la producción de surfactantes. Estos sustratos pueden ser empleados en los procesos 

fermentativos. 

− Es posible poder purificar e identificar a los biosurfactantes ya que son moléculas 

anfifílicas de origen biológico con propiedades similares a los surfactantes sintéticos, es 

decir, con capacidad de reducir la tensión superficial del agua en la interfaz y llegan a 

formar estructuras agregadas denominadas micelas. 

− De la optimización del proceso productivo a escala de laboratorio, se obtendrá la 

información para la simulación primero a escala piloto y así evaluar su escalado a nivel 

industrial. 
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3.1.- Objetivo General 

El objetivo de este trabajo es el desarrollo y optimización de un bioproceso para la 

obtención de biosurfactantes a partir del aprovechamiento de co-productos como sustratos de bajo 

costo provenientes de la producción de biocombustibles. La producción de estos será destinada al 

tratamiento biológico de suelos contaminados con hidrocarburos con el fin diseñar procesos 

económicamente viables, rendimientos y eficiencia, evaluándose la transferencia tecnológica del 

mismo. Para el cumplimiento se partirá de cepas microbianas previamente aisladas de suelos 

crónicamente contaminados con hidrocarburos en la zona del polo petroquímico Zárate-Campana, 

Pcia. de Buenos Aires, específicamente en la Empresa Pobater S.A. (ex Refinería RHASA), con 

la cual la FRD-UTN posee un convenio específico de trabajo. 

Los objetivos específicos que se plantean son los siguientes: 

1. Selección de cepas y/o consorcios microbianos potenciales productoras de 

biosurfactantes y caracterización molecular, bioquímica y taxonómica de las mismos. 

2. Relevamiento de residuos agroindustriales de la región, con especial referencia a glicerol 

(subproducto de la producción de biodiesel) factibles de ser usados como sustrato para la 

producción de biosurfactantes. 

3. Diseño y optimización de medios de cultivo que satisfagan los requerimientos 

nutricionales de los microorganismos seleccionados, evaluándose el modo de operación y 

determinación de los criterios para el escalado del proceso. 

4. Optimización a nivel de fermentador de laboratorio de un proceso de producción del 

biosurfactante y biomasa, empleando el medio seleccionado, evaluándose el modo de operación. 

5. Purificación del agente tensioactivo. 
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4.1.- Área de Estudio 

 El presente estudio fue realizado a partir de la toma de muestras en la zona de Campana, 

provincia de Buenos Aires, Argentina (-34.167872, -58.939692). La misma se ubica 75 km al 

noroeste de la Ciudad de Buenos Aires sobre la Ruta Nacional N°9. Limita al norte con el río 

Paraná de las Palmas, al sur con los Partidos de Exaltación de la Cruz y Pilar, al sureste con el 

Partido de Escobar, y al Oeste con el Partido de Zárate. Además, atraviesan el partido de Campana 

otras vías de comunicación de vital importancia en la economía y desarrollo de la zona y el país, 

como son la Ruta Provincial N°6, la Ruta Nacional N°12 y el ex ferrocarril Mitre. Sumado a esto, 

el puerto de Campana (se encuentra en el km 67 del Río Paraná de las Palmas) conecta la ciudad 

con Buenos Aires con Rosario, el litoral argentino y el Mercosur.  

 

4.1.1.- Muestras 

Las muestras fueron tomadas en sectores de la empresa Pobater S.A. en la ciudad de 

Campana (Figuras 10 y 11), en diferentes áreas del predio de la refinería, de acuerdo con el 

historial de contaminación: 

− Montículo de tierra de relleno (Mt). Esta tierra fue adicionada a un lugar que solía 

ser una laguna artificial, donde se desechaban los remanentes de los tanques de 

almacenamiento de la destilería. Esta muestra fue tomada a una profundidad de 

entre 10 y 20 cm, utilizando palas de mano y frascos de vidrio de 800 ml estériles 

para su almacenamiento. 

− Tanque de almacenamiento (Tk). Estos sirven como depósito de barros y material 

de descarte de los equipos utilizados en planta. Muestra de tierra alrededor del 

tanque (Tk.1), muestra del interior de este (Tk.2). Tk.1 fue tomada a una 

profundidad de entre 10 y 20 cm, utilizando palas de mano y Tk.2 del contenido 

del tanque. Ambas fueron almacenadas en frascos de vidrio de 800 ml estériles. 

− Costa de la laguna natural dentro del predio de la empresa, donde se descargan los 

efluentes de planta (Co). Esta muestra fue tomada a una profundidad de entre 10 y 

20 cm, utilizando palas de mano y frascos de vidrio de 800 ml estériles para su 

almacenamiento. 
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− Lecho de la laguna natural cercano a las orillas (Lg). Esta muestra se tomó a un 

metro de profundidad y una distancia de 10 metros de la descarga de la planta de 

tratamiento de efluentes. 

− Agua de la laguna (Ag). Esta muestra se tomó directamente del agua superficial de 

la laguna, a unos 5 metros de la descarga de efluentes de la planta, en botellas de 

vidrio tipo Duran Schott de 1000 ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Plano de la ciudad de Campana. En amarillo se indica la ubicación de la destilería de petróleo de la 

empresa Pobater S.A. 

 

El proceso se realizó utilizando palas de mano y material de vidrio estéril (frascos de 800 

ml) para el almacenamiento. También se recolectó agua de la laguna para ser utilizada como única 

fuente de carbono para el aislamiento de los microorganismos. Todas las muestras fueron 

debidamente rotuladas y almacenadas en una heladera a 4 °C hasta el momento de procesarlas. 
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Figura 11. Vista ampliada del predio de la empresa. Se muestra la zona de donde se obtuvieron las muestras. 

 

4.1.2.- Análisis Fisicoquímicos de las Muestras 

El análisis fisicoquímico de las muestras de suelo y agua obtenidas se realizó en el Centro 

de Investigaciones Toxicológicas S.A. de la ciudad de Buenos Aires. Para cada una de las muestras 

enviadas, se realizaron tres ensayos: 

− Hidrocarburos Totales: se realizó a través del método analítico EPA 9071. 

− Rango Orgánico de Gasolinas (GRO): se realizó a través del método analítico EPA 

8015. 

− Rango Orgánico de Diésel (DRO): se realizó a través del método analítico EPA 

8015. 

 

4.2.- Medios de cultivo 

     Para los estudios realizados se empleó un medio de cultivo salino mínimo (MSM), 

formulado con (g/L): NaNO3 (4,0); KH2PO4 (1,5); Na2HPO4 (0,5); FeSO4.7H2O (0,0011); 

MgSO4.7H2O (0,2); CaCl2.2H2O (0,0132); suplementado con una fuente de carbono. Todas las 

sales fueron marca Biopack. El MSM fue ajustado a pH 7 y esterilizado en autoclave, a 121 ºC y 

1 atm durante 15 min. La fuente de carbono fue esterilizada según se indica en cada caso, y luego 

adicionada al MSM estéril. 
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En los ensayos en los que se realizó un pre-cultivo, se empleó medio de cultivo Luria-

Bertani (LB) (Al-wahaibi et al., 2014), formulado con (g/L): tripteína bacteriológica (10), extracto 

de levadura (5), cloruro de sodio (10). Los reactivos fueron adquiridos a Laboratorios Britania 

S.A., a excepción del NaCl (Alcor reactivos analíticos). 

 

4.3.- Técnicas analíticas 

4.3.1.- Medición de la producción de biomasa y pH 

La estimación de concentración de biomasa se llevó a cabo a partir de la medición del peso 

seco (PS). Para ello se centrifugaron 18 mL de cada muestra a 13500 rpm, a 19 °C durante 15 min. 

Se separó el sobrenadante y el pellet fue colocado en una estufa a 80 ºC durante 24 hs. Luego por 

diferencia de peso se calculó la biomasa en g/L. Cuando se grafica el logaritmo natural de la 

concentración de biomasa en función del tiempo de cultivo y se traza una recta en la zona 

exponencial de crecimiento, se obtiene la velocidad específica de crecimiento del microorganismo 

(µ) a partir de la pendiente de dicha recta. Asimismo, el pH se determinó sobre cada muestra de 

cultivo con un pHmetro (Adwa). 

 

4.3.2.- Medición del KLa 

La medición del coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno se llevó a cabo a partir 

del método dinámico (Doran, 2013; Garcia-ochoa & Gomez, 2009), que se basa en realizar un 

balance de ese elemento en estado no estacionario. Para realizar la medición se utilizó una sonda 

marca Mettler Toledo provista junto con el biorreactor Bioflo 115. Se utilizó este método debido 

a que el valor calculado para el KLa se encuentra en función de la velocidad de agitación, del flujo 

de aire, de las características del medio de cultivo y de la capacidad de respiración del 

microorganismo que se encuentra en crecimiento.  

El proceso de cálculo es el siguiente, en un momento determinado (t0) se procede a cortar 

el suministro de aire al fermentador por lo que la concentración de oxígeno disuelto (CAL) comienza 

a disminuir debido al consumo del microorganismo en el medio. Luego, se reestablece el flujo de 

aire y se observa un aumento en la CAL con el tiempo y se espera a que se alcance un valor estable 

(𝐶𝐴𝐿̅̅ ̅̅ ), condición de estado estacionario (Figura 12). Entonces, en el proceso de re-oxigenación el 

balance de oxígeno es: 
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𝑑𝐶𝐴𝐿
𝑑𝑡

= 𝐾𝐿𝑎. (𝐶𝐴𝐿
∗ − 𝐶𝐴𝐿) − 𝑞𝑜. 𝑋 

Donde:  𝑞𝑜. 𝑋 es la velocidad de consumo de oxígeno (OUR) 

𝐶𝐴𝐿
∗  es la concentración de saturación de oxígeno en el líquido 

 Cuando se alcanza el estado estacionario final, 
𝑑𝐶𝐴𝐿

𝑑𝑡
= 0 y el valor de OUR se puede 

calcular de la siguiente forma: 

0 = 𝐾𝐿𝑎. (𝐶𝐴𝐿
∗ − 𝐶𝐴𝐿̅̅ ̅̅ ) − 𝑞𝑜. 𝑋 

𝐾𝐿𝑎. (𝐶𝐴𝐿
∗ − 𝐶𝐴𝐿̅̅ ̅̅ ) = 𝑞𝑜. 𝑋 

Sustituyendo en el balance fuera del estado estacionario queda: 

𝑑𝐶𝐴𝐿
𝑑𝑡

= 𝐾𝐿𝑎. (𝐶𝐴𝐿̅̅ ̅̅ − 𝐶𝐴𝐿) 

Suponiendo KLa constante en función del tiempo, integrando y despejando se tiene: 

𝑲𝑳𝒂 =

𝐥𝐧 (
𝑪𝑨𝑳̅̅ ̅̅ ̅ − 𝑪𝑨𝑳𝟏
𝑪𝑨𝑳̅̅ ̅̅ ̅ − 𝑪𝑨𝑳𝟐

)

𝒕𝟐 − 𝒕𝟏
 

Utilizando esta ecuación puede calcularse el valor del coeficiente global de transferencia 

de oxígeno a partir de dos o varios puntos. Resulta de suma importancia que, cuando se corte la 

oxigenación del medio, la concentración de oxígeno no baje hasta valores cercanos a la crítica para 

que la OUR sea independiente de esta.  

 

Figura 12. Curva de cambio en la concentración de oxígeno disuelto en función del tiempo durante la medición del 

KLa por el método dinámico. 
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4.3.2.- Medición de la velocidad específica de crecimiento 

El cálculo de la velocidad específica de crecimiento del microorganismo en la etapa de 

crecimiento exponencial se llevó a cabo a partir de la ecuación cinética del proceso (Doran, 2013):  

𝑑𝑋

𝑑𝑡
= 𝜇. 𝑋 

∫
𝑑𝑋

𝑋
= ∫𝜇. 𝑑𝑡 

𝑙𝑛𝑋 = 𝑙𝑛𝑋𝑜 + 𝜇. (𝑡 − 𝑡0) 

𝝁 =
𝒍𝒏𝑿 − 𝒍𝒏𝑿𝟎

𝒕 − 𝒕𝟎
 

 

4.5.- Aislamiento y selección de los microorganismos 

De acuerdo con el protocolo indicado en Mason, 1992, se dispusieron las muestras en 

cristalizadores de vidrio y se procedió a mezclar y reducir el tamaño de partícula. En el caso del 

agua proveniente de la laguna, se agitó vigorosamente el recipiente que la contenía para 

homogeneizarla. En tubos Falcon se agregaron 5 ml de agua destilada y 1 g de cada una (1 ml para 

el caso de la líquida), se agitaron en un vortex por 3 minutos a 2000 rpm y se los dejó reposar 15 

minutos. Luego, se utilizaron 2 ml del sobrenadante de cada una para inocular los cultivos de 

enriquecimiento, los que se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 150 ml. Fueron utilizados 

12 matraces con medio de cultivo salino mínimo (MSM), seis fueron suplementados con una 

mezcla en partes iguales de hidrocarburos (HC; nafta super, diesel y kerosene) y los otros seis con 

muestra agua extraída de la laguna del predio de la empresa (AgLag) como fuente de carbono. La 

concentración de las fuentes de carbono utilizadas en cada caso se determinó de acuerdo con la 

bibliografía consultada. Cuando se utiliza un hidrocarburo como sustrato las concentraciones 

varían entre el 0,5 % y el 5 % (Chandran & Das, 2014; Mnif et al., 2011; Saimmai et al., 2012; 

Sharma et al., 2019). En cuanto a la utilización del agua de laguna como sustrato, al ser una fuente 

diluida de hidrocarburos se seleccionó una concentración superior a la anterior (Mandri & Lin, 

2007). De esta manera se optó por utilizar un 3 % de HC y un 25 % de AgLag. Se cultivaron en 

un agitador orbital a 100 rpm y 25 °C por 3 días. Se llevaron a cabo 8 repiques de cada cultivo, 

utilizando 1 ml del medio crecido como inóculo. 

Para el aislamiento de las cepas microbianas, una alícuota de los cultivos de 

enriquecimiento fue transferida a las placas de Petri conteniendo 10 ml de MSM con 20 g/l de 
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agar, suplementadas con 100 µl de HC o AgLag como fuente de carbono. La misma fue distribuida 

con una espátula de Drigalsky, las placas se dejaron reposar por 2 horas y, luego, se mantuvieron 

en estufa de cultivo a 25 °C durante 6 días. Con aquellas colonias aisladas, se realizaron repiques 

seriados, repitiendo el proceso por 3 veces.  

 

4.5.1.- Mantenimiento de las cepas aisladas: Criopreservación 

Los microorganismos fueron criopreservados en glicerol 20 %v/v. Para ello, cada una de 

las cepas fue cultivada en Erlenmeyers de 250 mL conteniendo medio LB y el correspondiente 

inóculo de cada cepa (1,5 % v/v). Los cultivos fueron inoculados en un shaker a 25 ºC, 135 rpm, 

durante 48 hs. Luego se tomaron alícuotas de 0,960 mL de cultivo más 0,240 mL de glicerol estéril, 

se colocaron dentro de tubos eppendorf de 1,5 mL y se vortexearon a 1600 rpm por 2 minutos. 10 

tubos correspondientes a cada cepa se almacenaron a -18 ºC, hasta el momento de su uso. Este 

procedimiento se repitió cada 6 meses para el mantenimiento de las cepas. 

 

4.5.2.- Selección de cepas con poder tensioactivo 

A partir de cada una de las colonias aisladas, se inocularon Erlenmeyers con MSM 

suplementado con HC y AgLag, para evaluar su producción de tensioactivos. Los cultivos se 

mantuvieron en un agitador orbital a 100 rpm y 25 °C por 10 días, siendo el criterio de selección 

la capacidad para disminuir la tensión superficial del sobrenadante libre de células en más de un 

30 %.  

 

4.6.- Identificación filogenética de los microorganismos 

Aquellas colonias aisladas que mostraron tener capacidad tensioactiva fueron identificadas 

taxonómicamente.  

 

4.6.1.- Tinción de Gram 

A las cepas se les realizó la tinción Gram con un kit comercial (Sistemas Analíticos S.A., 

Biopack). 
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4.6.2.- Identificación bioquímica 

La caracterización bioquímica se realizó utilizando los sistemas de identificación API: API 

20 NE (sistema de identificación para bacilos Gram negativos, aerobios, no fermentadores), API 

20 Strep (sistema de identificación para estreptococos), API Coryne (sistema de identificación 

para corinebacterias), según las indicaciones del fabricante BioMérieux, Mercy l`Etoile, Francia. 

 

4.6.3.- Susceptibilidad a antibióticos 

 Con el fin de ampliar la caracterización de los microorganismos aislados se determinó la 

susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusión de discos en agar. Los antibióticos 

empleados fueron: eritromicina 15 µg, imipenem 10 µg, ampicilina 10 µg, cefalotina 30 µg, 

meropenem 10 µg, vancomicina 30 µg, ampicilina 10 µg / sulbactama 10 µg, minociclina 30 µg, 

penicilina 10 U, piperaciclina 100 µg / tazobactam 10 µg, ciprofloxacina 5 µg.  

Las bacterias sembradas en placas de Petri conteniendo medio sólido LB + agar (1,5 %) 

fueron incubadas 48 hs. Se tomaron colonias aisladas y se resuspendieron en solución fisiológica 

en tubos falcon de 15 mL, para la obtención de una suspensión bacteriana con un patrón de turbidez 

de 0,5 en la escala McFarland. Las mismas se inocularon en placas de Petri conteniendo medio 

sólido LB + agar (1,5%), sin dejar ninguna zona libre, utilizando un hisopo estéril. Las placas se 

secaron durante 3-5 min y posteriormente se depositaron los discos de antibióticos. Luego de 48 

hs de incubación a 25 ºC, se midió el halo de inhibición del crecimiento de cada bacteria ante cada 

antibiótico, para establecer si las bacterias son susceptibles o resistentes a cada antibiótico 

(EUCAST, 2023; Radice et al., 2011).  

 

4.6.4.- Identificación genética de los microorganismos 

La identificación se realizó a partir de la extracción del material genético del 

microorganismo con el kit comercial Wizard ® Genomic DNA Purification Kit (Promega®). Este 

se utilizó como templado para una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 16s. Se utilizaron 

los primers 27F y 1492R (2µl de solución 10 µM, cada uno), 5µl de una solución buffer 15 mM 

de MgCl2, 5 µl de solución 1 mM de desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP), 0,5 µl de solución 

30 mg/ml de albúmina de suero bovino (BSA), 0,3 µl de polimerasa Taq (5 U/µl) y agua 

desionizada. El ciclo de PCR que se realizó fue: 94 °C por 2 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 1 

minuto, 55 °C por 1 minuto y 72 °C por 2 minutos, 72 °C por 10 minutos y 10 °C en el paso final. 
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Luego, se purificó el material obtenido a partir del kit comercial AxyPrep PCR Clean-up Kit 

(Axygen Bioscience). Finalmente, se envió el material genético amplificado a la Unidad de 

Genómica del Servicio de Secuenciación del INTA Castelar. 

Las secuencias fueron analizadas con el software BioEdit® y comparadas con las existentes 

en las bases de datos: EZ Taxon, RDP y SILVA. 

 

4.7.- Estudio de la producción de biosurfactantes con las cepas aisladas 

4.7.1.- Producción de biosurfactantes a escala Erlenmeyer utilizando HC y AgLag 

como sustratos 

Con el objetivo de poder evaluar la respuesta a la síntesis de biosurfactantes por parte de 

las cepas aisladas se llevaron a cabo cultivos en Erlenmeyers de 150 ml con 25 ml de volumen 

final. Se utilizó MSM y dos fuentes de carbono: una mezcla de nafta super, diesel y kerosene en 

partes iguales al 4,5 %v/v (HC); o agua de la laguna del predio de la empresa al 25 %v/v (AgLag). 

Los cultivos se mantuvieron a 100 rpm y 25 °C por 7 días en un agitador orbital y se midió la 

tensión superficial, distorsión óptica y pH de cada cultivo (inicial y final).  

 

4.7.2.- Potencial producción de biosurfactantes con AgHC a escala Erlenmeyer 

Se estudió el potencial de la cepa AgHC para producir biosurfactantes a través de estudios 

en donde se tuvieron como variables principales la concentración de la fuente de carbono y la 

temperatura de incubación. De esta manera, se realizaron tres cultivos a tres concentraciones 

diferentes (2 %v/v, 4,5 %v/v y 6 %v/v) de la fuente de carbono (HC + MSM) y a cada uno de ellos 

se los incubaron a 21°C, 25°C y 29°C respectivamente, a 120 rpm durante 6 días. Los ensayos 

fueron realizados a escala Erlenmeyer por duplicado. Se utilizó 1 ml de una solución con una 

densidad óptica de 0,200 que contenía la cepa Ag HC como inóculo y se estimó la concentración 

de biomasa (PS), tensión superficial (TS), distorsión óptica en policubeta (MPA) y pH en cada 

muestra. Se utilizó la medida de la tensión superficial como indicador indirecto de la producción 

de biosurfactantes. 
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4.7.3.- Potencial producción de biosurfactantes a escala biorreactor de laboratorio 

La condición que evidenció mejores resultados en escala Erlenmeyer fue evaluada en un 

biorreactor modelo BioFlo 115 (New Brunswick Scientific Co.) con un vaso encamisado de 3 litros 

de capacidad total, un agitador mecánico con dos turbinas de tipo Rushton y un sistema de 

distribución de aire con un difusor circular ubicado debajo del agitador. Este estudio MSM 

suplementado con HC a 200 rpm, pH 7, 25 °C por 7 días. Se tomaron muestras diarias para 

determinar la concentración de biomasa (PS), pH, tensión superficial (TS), distorsión óptica 

(MPA) y capacidad emulsificadora. Además, se determinó el coeficiente el coeficiente global de 

transferencia de oxígeno (KLa) del sistema a través del método dinámico de estimación del KLa 

(Doran, 2013; Garcia-ochoa & Gomez, 2009). 

 

4.7.4.- Estimación de la producción de biosurfactantes 

Se evaluó la capacidad de las cepas de producir tensioactivos por la medición directa de la 

tensión superficial (TS) del sobrenadante de cultivo. Resulta importante medir esta magnitud 

debido a que muchas bacterias degradadoras de hidrocarburos producen biosurfactantes y estos 

disminuyen el valor de esta magnitud. Los compuestos tensioactivos permiten emulsionar 

hidrocarburos en disolución acuosa, aumentando la biodisponibilidad de estos últimos (Patowary 

et al., 2017). 

La TS se midió empleando un equipo tensiómetro Attension Sigma Force Tensiometer 702 

(Biolin Scientific Holding AB), mediante el método anillo de Du Nouy (Walter et al., 2010; 

Youssef et al., 2004). Para ello se utilizaron los 18 ml de sobrenadante de cultivo centrifugado a 

13500 rpm, a 19 °C durante 15 minutos, obtenidos del ensayo de estimación de biomasa. Se 

realizaron 12 medidas sobre cada muestra y se registró la media y el desvío estándar de los 

resultados. El control de cada medición fue el medio de cultivo sin inocular, cultivado en las 

mismas condiciones que cada muestra. 

Se complementó la estimación de la producción de biosurfactantes con: ensayo de 

distorsión óptica en policubeta (MPA), de emulsificación (E24) y de hemólisis. El primero de ellos 

se realizó en una policubeta de 96 hoyos utilizando 100 µl de agua destilada estéril como control. 

La policubeta se dispuso sobre una hoja con un grillado perpendicular y en cada orificio se 

introdujo 100 µl de sobrenadante de cultivo libre de células de cada muestra (Chen et al., 2007; 

Walter et al., 2010). 
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Para el ensayo de emulsificación se utilizó un método publicado previamente (Cooper & 

Goldenberg, 1987) con una modificación, además de kerosene se utilizó n-hexano, aceite de 

girasol y nafta super como fases orgánicas. La técnica de hemólisis se realizó en placas de agar 

sangre base tripticasa soya (TSA) inoculadas con las cepas aisladas. El ensayo se llevó a cabo a 

25 °C y 37  °C, donde se evaluó el tipo de hemólisis luego de 24 hs y 48 hs (Carrillo et al., 1996; 

Youssef et al., 2004). 

 

4.7.5.- Técnicas de purificación de biosurfactantes 

Se llevó a cabo a través de un proceso de precipitación en medio ácido, 24 ml de muestra 

que se centrifugaron a 13500 rpm y 19 °C por 15 min. El sobrenadante fue acidificado a pH 2 con 

una solución 1 M de HCl y 18 ml de este fueron centrifugados a 13500 rpm y 4 °C por 20 min. El 

pellet obtenido se secó en estufa a 80 °C por 1 hora y, luego, por diferencia de peso se calculó la 

concentración de biosurfactante en g/l (Nair et al., 2020). 

 

4.8.- Evaluación de fuentes de carbono alternativas para la producción de 

biosurfactantes 

4.8.1.- Medio de cultivo suplementado con glucosa y glicerol.  

Continuando con los estudios sobre el crecimiento y producción de biosurfactantes de 

Pseudomonas sp. Ag HC, se llevó a cabo un ensayo de cultivo en dos etapas a escala Erlenmeyer. 

En una primera etapa, se utilizó MSM suplementado con dos fuentes de carbono por ensayo:  

Por un lado se empleó glucosa (20 g/l) como fuente de carbono y por otro lado glicerol (3 

%v/v). Los cultivos fueron incubados a 25 °C y 135 rpm por 48 horas en un agitador orbital, 

tomándose muestras a las 0, 24 y 48 horas, para determinar concentración de biomasa, pH, tensión 

superficial y distorsión óptica en policubeta. Se utilizó como inóculo 2 ml de una solución con una 

absorbancia de 0,100 (a 600 nm) que contenía a la cepa Ag HC y el medio de cultivo sin inocular 

como control.  

A las 48 horas de cultivo, se separó la biomasa producida por centrifugación a 3500 rpm 

durante 20 minutos. Ésta se utilizó para la segunda etapa del ensayo por lo que se la transfirió a 

Erlenmeyers con MSM suplementado con HC (4,5 %v/v) que se cultivaron en un agitador orbital 

a 135 rpm y 25 °C por 72 horas más (5 días en total). Se tomaron muestras al día 2, 3, 4 y 5, y se 

determinó concentración de biomasa, pH, tensión superficial y distorsión óptica en policubeta. Los 
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ensayos se llevaron a cabo por triplicado y el medio de cultivo completo sin inocular fue empleado 

como control.  

 

4.8.2.- Evaluación de la producción de biosurfactantes utilizando glicerol como fuente 

de carbono  

En línea con el desarrollo de bioprocesos económicamente viables, se llevó a cabo un 

experimento en matraces Erlenmeyers utilizando, como única fuente de carbono y energía, 

glicerol. Este es un sustrato de bajo costo y que puede obtenerse como co-producto del biodiesel, 

aunque inicialmente se utilizó glicerol grado analítico para evaluar el comportamiento de la cepa 

AgHC. Se utilizó medio MSM suplementado con glicerol grado analítico (3 % v/v) como fuente 

de carbono y energía, a 135 rpm y 25 °C por 4 días. 6,7 ml de una solución con una densidad óptica 

de 0,200 a 600 nm de longitud de onda que contenía a la cepa Ag HC fue utilizada como inóculo, 

y como cultivo control se utilizó MSM suplementado con glicerol (3 %v/v) sin inocular. Los 

ensayos se condujeron por triplicado. Se tomó una muestra por día y se midió concentración de 

biomasa, pH, valor de la tensión superficial y se purificó el biosurfactante a partir de una 

precipitación ácida. 

 

4.8.2.1- Determinación de la concentración micelar crítica (CMC) 

 La CMC es la mínima concentración a partir de la cual las moléculas de biosurfactante se 

agregan formando micelas. Se llevó a cabo la determinación de la CMC del biosurfactante 

precipitado a partir de un proceso de diluciones seriadas en agua destilada del mismo, con la 

correspondiente medición de la tensión superficial. Para realizar las mediciones se utilizó un 

tensiómetro Attension Sigma Force Tensiometer 702 (Biolin Scientific Holding AB), mediante el 

método anillo de Du Nouy. Luego se graficaron los resultados y se determinó la concentración de 

biosurfactante precipitado para la cual la curva de TS sufre un cambio brusco de pendiente (CMC) 

(Figura 13). 
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Figura 13. Representación del arreglo de moléculas de un tensioactivo en concentraciones cercanas a la CMC. I: 

Molécula de tensioactivo. II: Monómeros por debajo de la CMC. III: Micelas por encima de la CMC. IV: Arreglos 

cilíndricos de micelas a concentraciones mucho mayores a la CMC. (Jiménez Islas et al., 2010). 

 

4.9- Optimización del medio de cultivo para la producción de biosurfactantes 

4.9.1.- Concentración de fuente de carbono y temperatura de incubación 

Se realizó un diseño central compuesto con el objetivo de determinar un modelo empírico 

del efecto y las interacciones de dos factores (variables) en la producción de biosurfactantes 

(respuesta). Dentro de los costos de producción, el de la fuente de carbono puede llegar a suponer 

hasta el 80 % del total de la materia prima y el costo de los servicios auxiliares para calentar o 

enfriar el fermentador hasta el 93 % (Ashby et al., 2013). Por ello, las variables seleccionadas 

fueron temperatura y concentración de glicerol, utilizado como fuente de carbono y energía.  Como 

respuesta se utilizó la concentración de biosurfactante obtenida. En la Tabla 2 se muestran los 

rangos de los componentes (Fontes et al., 2010; Silva et al., 2010). 

 

Tabla 2. Rango experimental de las variables independientes para el diseño central compuesto utilizado para 

optimizar la producción de biosurfactantes. 

Factor Mínimo Medio Máximo 

Concentración de Sustrato 

(%v/v) 

5 7,5 10 

Temperatura (°C) 20 25 30 
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El diseño central compuesto basado en el número de factores seleccionados se muestra en 

la Tabla 3; se llevaron a cabo 13 experimentos teniendo en cuenta los niveles de los factores allí 

indicados. 

Para el diseño de los experimentos, el análisis de regresión de datos experimentales y los 

gráficos de relación entre las variables, fue utilizado el software Minitab 19®. Los valores óptimos 

fueron obtenidos resolviendo la ecuación de regresión y analizando el gráfico de superficie de 

respuesta. La información obtenida a partir del diseño central compuesto fue sometida a un análisis 

de varianza (ANOVA) para verificar los errores y la significancia de cada parámetro. El 

comportamiento del sistema experimental puede ser explicado a partir de una ecuación cuadrática 

de la forma (Hippolyte et al., 2018; Nickzad et al., 2018). 

�̂� = 𝑏0 + 𝑏1. 𝑋1 + 𝑏2. 𝑋2 + 𝑏11. 𝑋1
2 + 𝑏22. 𝑋2

2 + 𝑏12. 𝑋1. 𝑋2 

donde �̂� es la respuesta, X1 y X2 las variables independientes codificadas, b0 el término de 

compensación, b1 y b2 los efectos lineares, b11 y b22 los efectos cuadráticos y b12 el término de 

interacción. 

 

Tabla 3. Combinación de los factores para los experimentos llevados a cabo utilizando un diseño central compuesto 

Experimento N° 
Concentración de 

Sustrato (%v/v) 
Temperatura (°C) 

1 7,50 25,00 

2 7,50 25,00 

3 11,04 25,00 

4 5,00 20,00 

5 10,00 30,00 

6 7,50 25,00 

7 5,00 30,00 

8 7,50 25,00 

9 7,50 25,00 

10 7,50 32,07 

11 7,50 17,93 

12 10,00 20,00 

13 3,96 25,00 
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 Los ensayos experimentales, se llevaron a cabo en Erlenmeyers con MSM suplementado 

con glicerol y fueron mantenidos en un agitador orbital a 135 rpm por 4 días. La concentración de 

glicerol en el medio y la temperatura del proceso se establecieron de acuerdo con las condiciones 

de cultivo detalladas en la Tabla 3. El inóculo utilizado fue de 3,6 ml del cultivo de Pseudomonas 

sp. Ag HC (DO a 600 nm: 0,200). Se tomaron muestras al inicio y a los 4 días de cultivo, y se 

determinó la concentración de biomasa, pH y valor de la tensión superficial. A la muestra obtenida 

a los 4 días se le determinó la concentración de biosurfactante a partir de una precipitación ácida.  

 Teniendo en cuenta la combinación óptima de los factores obtenida a partir del estudio 

estadístico, se analizó el crecimiento de la cepa y la producción de biosurfactantes a mayor escala. 

Para ello, se llevó a cabo un ensayo en un biorreactor BioFlo 115 (New Brunswick Scientfic Co.) 

con un vaso encamisado de volumen operativo de 2000 ml. Este sistema se operó a 26,9 °C y 200 

rpm por el término de 4 días. Se utilizó MSM suplementado con glicerol como única fuente de 

carbono y energía a una concentración de 7,6 % v/v y se tomaron muestras diarias para determinar 

la concentración de biomasa, pH y el valor de la tensión superficial. Se evaluó la concentración de 

biosurfactantes a partir de una precipitación ácida. Se utilizaron 89 ml de una solución que contenía 

la cepa Ag HC (DO a 600 nm: 0,200) como inóculo y medio de cultivo sin inocular como control.  

 

4.9.2.- Concentración de fuente de nitrógeno y fósforo 

La producción de biosurfactantes se ve afectada por múltiples causas, como los 

componentes del medio de cultivo y ciertos factores ambientales (Gakpe, 2008). En los 

componentes del medio de cultivo resaltan la fuente de nitrógeno y la de fósforo, además del 

sustrato, ya que tienen un papel importante en la síntesis de los componentes celulares y de los 

tensioactivos (Mehdi et al., 2011). Por esto, se llevó a cabo un análisis de las concentraciones 

óptimas de nitrógeno (NaNO3) y fósforo (KH2PO4) en el medio de cultivo, utilizando como 

respuesta la concentración de biosurfactantes, utilizando el diseño central compuesto mencionado 

en el inciso 4.9.1. En la Tabla 4 se muestran los rangos de los componentes, que fueron 

determinados en base a valores evaluados previamente para la producción de diversos 

biosurfactantes por (Francisca et al., 2010; Peekate et al., 2017; Suja et al., 2014). 

Los Erlenmeyers con medio MSM suplementado con glicerol (7,6 %v/v) fueron 

mantenidos en un agitador orbital a 135 rpm y 26,9 °C por 4 días, tiempo en el que se alcanza la 

etapa de crecimiento estacionario. La concentración de NaNO3 y de KH2PO4 en el medio se 

establecieron de acuerdo con las condiciones de cultivo (Tabla 5). Se utilizó como inóculo para 
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los ensayos 3,6 ml de una solución con una densidad óptica de 0,200 a 600 nm, que contenía la 

cepa del microorganismo seleccionado (Pseudomonas sp. Ag HC). Se tomaron muestras al inicio 

y a los 4 días de cultivo, y se determinó la concentración de biomasa, pH y valor de la tensión 

superficial. A la muestra obtenida a los 4 días se le determinó la concentración de biosurfactante 

a partir de una precipitación ácida. 

 

Tabla 4. Rango experimental de las variables independientes para el diseño central compuesto utilizado para 

optimizar la producción de biosurfactantes. 

Factor Mínimo Medio Máximo 

C(100):N 3 11,5 20 

C(100):P 0,5 2,25 4 

C(100):N y C(100):P quiere decir que la cantidad de N y P están indicadas por cada 100 partes de carbono (C). 

 En la Tabla 5 se presenta el diseño central compuesto formado por un total de 13 

experimentos utilizado para determinar el modelo empírico que correlaciona la concentración de 

las fuentes de nitrógeno y fósforo con la producción de biosurfactantes. 

 

Tabla 5. Combinación de los factores para los experimentos utilizando una matriz CCD 

Experimento N° N P NaNO3 (g/l) KH2PO4 (g/l) 

1 0 0 26,162 3,220 

2 0 0 26,162 3,220 

3 1 1 45,499 6,097 

4 1 -1 45,499 0,342 

5 0 0 26,162 3,220 

6 1 0 45,499 3,220 

7 0 0 26,162 3,220 

8 0 -1 26,162 0,342 

9 -1 1 6,825 6,097 

10 -1 0 6,825 3,220 

11 -1 -1 6,825 0,342 

12 0 1 26,162 6,097 

13 0 0 26,162 3,220 
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Al igual que en el ítem 4.9.1, se utilizó el software estadístico Minitab19® para el diseño 

de los experimentos, análisis de regresión de los datos experimentales y los gráficos de la relación 

entre los factores y la respuesta.  

Con la combinación óptima de valores de concentración de NaNO3 y de KH2PO4 obtenidos 

a escala Erlenmeyer, se llevó a cabo un ensayo en un biorreactor BioFlo 115 (New Brunswick 

Scientfic Co.) con un vaso encamisado de volumen operativo de 2000 ml. Este sistema se operó a 

26,9 °C y 200 rpm por el término de 4 días. Se utilizó MSM suplementado con glicerol como única 

fuente de carbono y energía a una concentración de 7,6 % v/v y se tomaron muestras diarias para 

determinar la concentración de biomasa, pH y el valor de la tensión superficial. Además, a la 

muestra extraída a los 4 días se le evaluó la concentración de biosurfactantes a partir de una 

precipitación ácida. El inóculo utilizado fue de 3,6 ml del cultivo de Pseudomonas sp. Ag HC (DO 

a 600 nm: 0,200) y como control se utilizó una muestra del medio de cultivo sin inocular obtenida 

antes del inicio del experimento.  

 Debido a la gran cantidad de espuma observada en cultivos previos, se optó por colectarla 

y evaluar el contenido de biosurfactantes en ella. Con este objetivo se utilizó una trampa de espuma 

conectada a una tubuladura en la tapa del reactor cuyo objetivo es el de colectar y acumular la 

espuma generada. Esta muestra fue analizada de la misma manera que los sobrenadantes de 

cultivo.  

 

4.9.3.- Evaluación de la producción de biosurfactantes a partir de glicerol clarificado 

de la industria del biodiesel. 

Actualmente, el costo de producción de los biosurfactantes resulta mayor al de los 

surfactantes sintéticos en general, es por eso por lo que continuamente se evalúan distintas 

alternativas para disminuirlos y llevar adelante procesos más económicos. Teniendo en cuenta que 

en la producción de biodiesel se genera alrededor de un 10 % de glicerol entre los productos de la 

transesterificación y que se producen unos 4,5 millones de toneladas al año de biodiesel (He et al., 

2017; MAGYP, 2018), el glicerol clarificado obtenido como co-producto resulta un interesante 

sustrato para la producción de biosurfactantes. Por ello, se llevó a cabo un ensayo en matraces 

Erlenmeyers utilizando como única fuente de carbono y energía glicerol clarificado co-producto 

de la industria del biodiesel (GLYBIO). Las condiciones de cultivo seleccionadas fueron aquellas 

que resultaron óptimas en los ensayos previos, por lo que se utilizó medio MSM optimizado 
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suplementado con GLYBIO (7,6 % v/v) como fuente de carbono y energía, a 135 rpm y 26,9 °C 

por 4 días. El inóculo utilizado fue de 3,6 ml del cultivo de Pseudomonas sp. Ag HC (DO a 600 

nm: 0,200) y como control se utilizó el medio de cultivo sin inocular. Se tomó una muestra por día 

y se midió concentración de biomasa, pH y valor de la tensión superficial. Los cultivos se 

realizaron por triplicado y, al finalizar el ensayo, se procedió a purificar el biosurfactante del 

cultivo a partir de una precipitación ácida. 

 

4.10.- Análisis por HPLC 

El análisis se llevó a cabo en un equipo Shimadzu LC-20AC con inyector manual, horno 

de columna, bomba cuaternaria y detector de arreglo de diodos (PDA), corriendo con un caudal 

de 1 ml/min. En todos los casos, el volumen de muestra inyectada fue de 20 μl. 

El método utilizado para la detección del biosurfactante resulta de una modificación a un 

método publicado previamente (Nielsen et al., 2002). Se utilizó una columna Intersil ODS-3 C18 

(30 mm x 1,0 mm x 5 μm) calefaccionada a 40°C, por la que circuló un gradiente de dos fases 

móviles: FMA: H3PO4 0,1% en agua pura grado HPLC; y FMB:  acetonitrilo (ACN). El gradiente 

utilizado fue: 

 

Tabla 6. Gradiente de fase móvil utilizado. 

Tiempo (min) FMA (%) FMB (%) 

0 100 0 

30 0 100 

 

Los cromatogramas fueron obtenidos a una longitud de onda de 220 nm. 

 

4.11.- Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos ha sido llevado a cabo a través del análisis de la varianza 

(ANOVA) y la diferencia significativa entre medias a través de la prueba de Tukey. 
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5.1.- Análisis de las Muestras de Suelo  

La ciudad de Campana se ubica en el Delta del río Paraná, el cual transporta depósitos de 

sedimentos cuyo destino final será el Río de la Plata. El principal material originario de los suelos 

es fango fluvial, constituyente del aluvión no consolidado. El relieve característico de la zona tiene 

como principal factor al régimen fluvial que produce frecuentes inundaciones. Cuando el agua se 

retira, los sedimentos no depositados se ven retenidos por la vegetación elevando el nivel de las 

márgenes respecto del interior de las islas y tierra firme, conformando el albardón perimetral 

(Álvarez et al., 2009). Estas zonas presentan suelos con bajo contenido de materia orgánica, 

valores de pH entre 5 y 6 y relación C/N inferiores a 14 (Hapludoles ácuicos) (Álvarez et al., 2009). 

Por otro lado, las zonas bajas presentan suelos que se caracterizan por sus valores altos de materia 

orgánica (hasta 40 %), bajos valores de pH (entre 4 y 5) y relaciones C/N altas, de más de 16 

(Haplacuentes aéricos y Haplacuoles hísticos). 

En los resultados de los ensayos (ver Anexo I) se observó la presencia de un 9,5 % de 

hidrocarburos totales en una de las muestras únicamente. Con respecto al resto de los resultados, 

el resultado fue no cuantificable por los protocolos llevados a cabo, indicando una concentración 

de compuestos orgánicos e hidrocarburos volátiles, semivolátiles despreciable. Esto último puede 

deberse a la presencia de compuestos de menor masa molecular, de menor punto de ebullición y/o 

más hidrofílicos que son eliminados por métodos físicos o se dispersan más fácilmente. Por el 

contrario, en todas las muestras analizadas se detectó la presencia de hidrocarburos poliaromáticos, 

algo que a priori se suponía debido a que generalmente cuando se trata con sitios crónicamente 

contaminados, los principales compuestos presentes son de naturaleza más recalcitrantes.  

      

5.2.- Aislamiento y Selección de los Microorganismos   

 A partir de las muestras recolectadas en la refinería se llevaron adelante cultivos para el 

aislamiento y selección de microorganismos con potencial para la producción de biosurfactantes. 

Estos se desarrollaron a escala Erlenmeyer y, luego de varios repiques, se pudieron aislar 13 

colonias con morfologías diferentes. Cada una de las muestras aisladas fue designada de acuerdo 

con el lugar de extracción de la muestra (ver apartado 4.1.1.- Muestras). En la Figura 14 se 

observan los cultivos y placas realizados.  
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Figura 14. Cultivos de enriquecimiento y placas realizadas con el objetivo 

 de lograr el aislamiento de cepas degradadoras de hidrocarburos. 

 

Las colonias aisladas en placas fueron repicadas en medio líquido a escala Erlenmeyer y se 

midió la tensión superficial del medio de cultivo, como una medida de la potencial capacidad para 

producir biosurfactantes que posee cada una. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 7.  

 

Tabla 7. Resultados de las medidas de tensión superficial de las muestras aisladas. Se observa TS promedio, desvío 

estándar y porcentaje de disminución del valor de TS de cada una de las colonias. 

Muestra Lg 

HC 

Mt 

HC 

Co 

HC 

Ag 

HC 

Tk2 

HC 

Tk1 

HC 

A 

Tk1 

HC 

B 

Lg 

Ag 

Lag 

Mt 

Ag 

Lag 

Co 

Ag 

Lag 

Ag 

Ag 

Lag 

Tk2 

Ag 

Lag 

Tk1 

Ag 

Lag 

Control 

TS Prom 

(mN/m) 

49,8 46,7 45,0 49,2 50,3 53,9 52,4 65,5 70,8 62,6 69,8 69,8 73,1 75,0 

Desvío 

estándar 
3,0 3,2 2,2 5,5 5,9 1,4 2,7 9,2 4,1 13,0 7,1 4,9 1,5 0,6 

% 

Disminución 
33,7 37,7 39,9 34,4 28,2 32,9 30,2 12,6 5,6 16,6 7,0 7,0 2,5 0,0 

 

Se puede observar que las cepas que crecieron en medio salino mínimo con hidrocarburos 

como fuente de carbono (HC) redujeron la tensión superficial del medio en más de un 30 % 
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(parámetro tomado como valor de referencia para la selección de los microorganismos). 

Resultados similares a estos fueron hallados en la bibliografía cuando se cultivaron cepas aisladas 

en sitios crónicamente contaminados con hidrocarburos, utilizando estos como sustrato del medio 

de cultivo (Zhang et al., 2012). Por otro lado, en aquellas muestras cultivadas con agua de la laguna 

(AgLag) no se observó una disminución significativa del valor de la tensión superficial. 

En relación con los resultados del ensayo en policubeta, se observó una tendencia similar 

a la descrita anteriormente, aquellas muestras cuya única fuente de carbono fueron hidrocarburos 

presentaron distorsión óptica, mientras que las cepas cultivadas con agua de la laguna no 

exhibieron dicha capacidad (Figura 15).  

 

N° Cepa N° Cepa 

1 Lg HC 9 Mt AgLag 

2 Mt HC 10 Co AgLag 

3 Co HC 11 Ag AgLag 

4 Ag HC 12 Tk2 AgLag 

5 Tk2 HC 13 Tk1 AgLag 

6 Tk1A HC 14 Agua destilada 

7 Tk1B HC 15 Agua destilada 

8 Lg AgLag     

Figura 15. Resultados del estudio en policubeta.  

 

En el estudio de emulsificación, se evaluó la capacidad del sobrenadante de cultivo de 

formar una emulsión frente a 4 fases orgánicas diferentes (aceite de girasol, diésel comercial, 

kerosene y nafta súper). En base a esto, el sobrenadante de cada una de las 13 colonias se ensayó 

con cada una de las 4 fases orgánicas, por lo que se analizaron 52 muestras en total de las que sólo 

3 lograron mantener la emulsión formada luego de 1 día. De estas 3, ninguna alcanzó el 50 % del 

parámetro de referencia E24, por lo que se concluye que las muestras aisladas carecen de capacidad 

emulsificadora. Esto no resulta extraño, ya que diversos autores han reportado una falta de 

correlación entre la capacidad para formar y mantener emulsiones, y la capacidad tensioactiva de 

un biosurfactante (Plaza et al., 2006; Willumsen & Karlson, 1997). Como se mencionó en el 

apartado 4.2 de la introducción, los biosurfactantes se clasifican en compuestos de bajo y alto peso 

molecular (LMW y HMW). Cada uno de estos grupos posee una característica particular, los 

primeros poseen buena capacidad tensioactiva y los últimos buena capacidad emulsificadora. En 

base a esto, los resultados obtenidos nos estarían indicando que los biosurfactantes producidos por 

las cepas aisladas son moléculas de bajo peso molecular. 
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En cuanto a la prueba de hemólisis en placas de agar sangre, ninguna de las 13 colonias 

aisladas exhibió actividad hemolítica significativa al cabo de 48 horas. Debido a que hay 

biosurfactantes que no poseen actividad hemolítica (Das et al., 2008), la ausencia de hemólisis no 

implica ausencia de producción de biosurfactantes.   

 

5.3.- Identificación filogenética de los microorganismos 

5.3.1.- Tinción de Gram 

Se llevó a cabo la tinción de Gram de las colonias aisladas. Los resultados se pueden 

observar en la Tabla 8 y en la Figura 16. 

 

Tabla 8. Resultados de la tinción de Gram de los microorganismos aislados. 

Ag HC Mt HC Co HC Lg HC Tk1 HC B Tk1 HC A 

Bacilo - Coco 

Bacilo  

 

Gram 

Negativo 

Bacilo - Coco 

Bacilo  

 

Gram 

Negativo 

Cocos 

 

 

Gram 

Negativos 

Bacilo - Coco 

Bacilo  

 

Gram 

Negativo 

Coco - Coco 

Bacilo 

 

Gram Positivo 

Bacilo - Coco 

Bacilo  

 

Gram Negativo 

 

 

Figura 16. Tinción de Gram de la muestra de la cepa Ag HC vista en un microscopio óptico con un objetivo de 

100x. 

 

5.3.2.- Identificación Bioquímica  

Para obtener más información sobre los microorganismos aislados también se realizaron 

pruebas bioquímicas comerciales (Kits API comerciales) que permitieron obtener perfiles 
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metabólicos numéricos asociados a distintos géneros de microorganismos. En la Figura 17 se 

observan las reacciones colorimétricas (galerías inoculadas) de estos kits para una de las cepas, 

estas se deben constatar con la base de datos API WEB (versión 7.0 para API 20 Strep y API 20 

NE, y versión 3.0 para API Coryne). 

 

             

Figura 17. Reacciones colorimétricas para uno de los microorganismos bajo estudio (Ag HC). Arriba: KIT API 

20NE y la reacción de la enzima oxidasa a su derecha. Medio: KIT API Coryne. Abajo: KIT API 20 Strep. 

 

  Los perfiles numéricos y los resultados obtenidos a partir de ellos se visualizan en la Tabla 

9 y Tabla 10, respectivamente. 

 

Tabla 9. Perfiles numéricos hallados a partir de los kits API de identificación de microorganismos. 

Método Ag HC Mt HC Co HC Tk1 HC B Lg HC Tk1 HC A 

API 20 

Strep 

0040000/00

41000 

0160000/01

60002 

0160000/41

64000 

4240004/42

46017 

0040000/00

41000 

2040004/20

40104 

API Coryne 0002000 2010002 4350521 3470721 1000000 3100000 

API 20 NE 
0047555/01

47555 

0447724/04

67724 

0447734/04

77734 

1463600/14

73700 

1000475/10

46775 

1040454/31

40454 
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Tabla 10. Resultados obtenidos a partir de los ensayos bioquímicos con los diferentes kits API. 

Muestra Ensayo Resultado 

Ag HC API 20 Strep 85% identidad respecto de Gemella morbillorum. 

API Coryne Identificación no válida. 

API 20 NE 99,9% identidad respecto de Pseudomonas fluorescens. 

Mt HC API 20 Strep 63,4 % identidad respecto de Gemella haemolysans (24 hs de incubación). 

API Coryne 
Identificación dudosa, 62 % identidad respecto de Arcanobacterium 

bernardiae. 

API 20 NE 99,8 % identidad respecto de Sphingomonas paucimobilis. 

Co HC 
API 20 Strep 

63,1 % identidad respecto de Gemella haemolysans (4hs). Perfil 

inaceptable (24 hs). 

API Coryne Perfil inaceptable. 

API 20 NE Perfil inaceptable. 

Tk 1 HC B API 20 Strep Perfil inaceptable. 

API Coryne 
Identificación dudosa, 98,6 % identidad respecto de Cellulomonas 

spp./Microbacterium spp. 

API 20 NE 
94,2 % (24 hs) y 83,1 % (48 hs) identidad respecto de Sphingomonas 

paucimobilis. 

Lg HC API 20 Strep 56 % (4 hs) y 85 % (24 hs) identidad respecto de Gemella morbillorum. 

API Coryne 
Identificación dudosa, 93,8 % identidad respecto de Corybebacterium 

propinquum. 

API 20 NE 
Identificación no válida (24 hs). 39,2 % identidad respecto de 

Pseudomonas fluorescens (48 hs). 

Tk 1 HC A 
API 20 Strep 

Identificación dudosa, 54,5 % identidad respecto de Aerococcus urinae (24 

hs). 

API Coryne 
Identificacion dudosa, 83,3 % identidad respecto de Corybebacterium 

propinquum. 

API 20 NE 

Perfil con baja discriminación, 52,6 % identidad respecto de Pseudomonas 

stutzeri (24 hs). Identidad dudosa, 64,3 % identidad respecto de 

Plesiomonas shigeloides (48 hs). 

 

5.3.3.- Identificación genética 

Se comparó las secuencias obtenidas de la amplificación del ARNr16s de los 

microorganismos aislados, en donde se obtuvieron secuencias de alrededor de 1400 nucleótidos y 

se las comparó con 3 bases de datos diferentes. Se encontró que las cepas aisladas correspondientes 

a Ag HC, Mt HC, Lg HC y Tk1 HC B pertenecen al género Pseudomonas, y Tk1 HC A al 

Cellulosimicrobium. La muestra Co HC no pudo ser identificada genéticamente ya que la 

secuenciación de su material genético arrojó resultados compatibles con la presencia de más de un 

tipo de microorganismo. 

Según las bases de datos de EZBioCloud y SeqMatch RDP, los resultados obtenidos se 

observan en la Tabla 11: 

 

  



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

89 
 

Tabla 11. Resultados obtenidos a partir del análisis del ARNr16s de las cepas aisladas 

Muestra Resultado 
Grupo al que pertenecería 

según Mulet et al., 2010. 

Ag HC 
99,3 % identidad respecto de Pseudomonas koreensis Ps 9-

14 (T) (AF468452) 
P. fluorescens 

Mt HC 
99,6 % de identidad respecto de Pseudomonas 

kunmingensis (HL22-2(T)) (JQ246444) (EZBioCloud) 

P. oleovorans, P. stutzeri o P. 

aeruginosa 

Lg HC 
99,86 % de identidad respecto de Pseudomonas veronii 

(CIP 104663 (T)) (AF0644660) 
P. fluorescens 

Tk 1 HC B 
100 % de identidad respecto de Pseudomonas panipatensis 

(Esp-1(T)) (EF424401) 
P. aeruginosa 

Tk 1 HC A 
99,7 % de identidad respecto de Cellulosimicrobium funkei 

(ATCC BAA-886 (T)) (AY501364). 
No corresponde 

 

5.4.- Selección de microorganismos potencialmente productores de 

biosurfactantes  

 Se observó que en el caso particular de la cepa de Pseudomonas sp. Ag HC, de los 

resultados de la tinción de Gram, identificación bioquímica y filiación genética fueron consistentes 

entre sí. Sumado a esto, demostró una buena capacidad para disminuir la tensión superficial del 

medio de cultivo cuando se la hizo crecer utilizando hidrocarburos como único sustrato (Tabla 7), 

manteniendo estas propiedades luego de 6 meses en criopreservación. Por todo ello, Pseudomonas 

sp. Ag HC fue la seleccionada para continuar con los estudios. En la Figura 18 se ven dos imágenes 

de la cepa Ag HC tomadas con un microscopio electrónico de barrido (SEM), las cuales fueron 

obtenidas en el Centro de Microscopias Avanzadas de la Facultad de Ciencias Exactas de la 

Universidad de Buenos Aires.  

 

Figura 18. Fotografías tomadas con un microscopio electrónico de barrido (SEM), luego de un tratamiento 

superficial con oro. 
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5.5.- Resistencia a antibióticos  

Con el fin de obtener más información acerca del perfil metabólico de la cepa en estudio, 

se llevaron a cabo ensayos de resistencia a diferentes tipos de antibióticos. Esto nos permitirá, en 

un futuro, estudiar la presencia de genes que confieran resistencia a estos compuestos y a su vez 

estén relacionado con la metabolización de compuestos derivados del petróleo. 

En la Figura 19 se observa inhibición del crecimiento de la cepa frente a 5 de los 11 

antibióticos ensayados: Minociclina, Meropenem, Ciprofloxacina, Imipenem y Piperacilina + 

Tazobactama. Estos resultados se obtuvieron a partir de la comparación de los diámetros 

experimentales de los halos con los estandarizados en la bibliografía (EUCAST, 2023), y se 

muestran en la Tabla 12. 

 

 

Figura 19. Ensayo de resistencia a antibióticos de Pseudomonas sp. Ag HC. Se observa el halo de inhibición del 

crecimiento frente a Minociclina, Meropenem, Ciprofloxacina, Imipenem y Piperacilina + Tazobactama. 

 

A partir de la secuenciación del ARN16s se determinó que la cepa Ag HC posee un 99,3 

% de identidad respecto de Pseudomonas koreensis. De acuerdo con Ryan K, 2004, el género 

Pseudomonas sp. es uno de los pocos que posee resistencia a los antibióticos beta-lactámicos, 

como la penicilina y sus derivados, cefalotina, etc., y es sensible frente a cefalosporinas, 

antibióticos carbapenémicos y monobactámicos. Esto se ve reflejado en los resultados obtenidos, 

ya que la cepa AgHC resultó ser resistente a ampicilina, eritromicina, cefalotina, vancomicina y 

penicilina, mientras que evidenció sensibilidad frente a minociclina, meropenem, ciprofloxacina, 

imipenem, piperacilina-tazobactam. Estudios con cepas de Pseudomonas aeruginosa, productoras 

de biosurfactantes, han demostrado que poseen un perfil de resistencia a antibióticos similar al 

hallado en nuestros estudios (Jiménez et al., 2015). 
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Tabla 12. Resultados observados a partir del ensayo de resistencia a antibióticos con Pseudomonas sp. Ag HC. 

Antibióticos Ag HC 

Minociclina 30 µg Sensible 

Ampicilina 10 µg Resistente 

Eritromicina 15 µg Resistente 

Meropenem 10 µg Sensible 

Ampicilina 10 µg 

Sulbactama 10 µg 
Resistente 

Cefalotina 30 µg Resistente 

Ciprofloxacina 5 µg Sensible 

Vancomicina 30 µg Resistente 

Imipenem 10 µg Sensible 

Penicilina 10 U Resistente 

Piperacilina 100 µg 

Tazobactam 10 µg 
Sensible 

 

 

5.6.- Producción de biosurfactantes con Pseudomonas sp. AgHC a escala 

Erlenmeyer 

En una primera instancia se llevaron a cabo estudios para evaluar la síntesis de 

biosurfactantes por parte de la cepa de Pseudomonas sp. Ag HC, donde se tuvieron en cuenta como 

variables directamente implicadas a la temperatura de incubación y la concentración de 

hidrocarburos como única fuente de carbono y energía. Los rangos de temperatura utilizados en 

los ensayos fueron seleccionados de acuerdo con la bibliografía consultada y al clima de la zona. 

A continuación, a modo de ejemplo, se muestran los cultivos a 29 °C luego de 6 días (Figura 20).  
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Figura 20. Cultivo a 29 °C luego de 6 días de cultivo en MSM suplementado con HC. Izquierda: 2 %v/v HC. 

Medio: 4,5 %v/v HC. Derecha: 6 %v/v HC. 

 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21, Figura 22, Tabla 13 y Tabla 14. 

 

Tabla 13. Disminución de TS en función de la temperatura y concentración de HC 

[HC] 

Temperatura 

2 % 4,50 % 6 % 

21 °C 0,89 6,44 6,64 

25 °C -0,23 7,92 10,16 

29 °C 3,4 7,25 7,38 

 

 

Figura 21. Disminución de TS en función de la temperatura y concentración de HC 

  

En la Figura 21 se puede observar que la mayor disminución en el valor de la tensión 

superficial sucedió cuando la cepa fue incubada a 25 °C con una concentración 6 %v/v de fuente 

de carbono. En este caso, la disminución en la tensión superficial fue de 48,44 mN/m ± 0,03 mN/m 

hasta 38,29 mN/m ± 0,15 mN/m. Sumado a esto, una correlación entre concentración de fuente de 
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carbono y diminución del valor de la tensión superficial a cada temperatura fue observada. La 

explicación a este fenómeno podría deberse a la síntesis de biosurfactantes, en donde se podría 

plantear que, ante una gran concentración de una fuente de carbono insoluble, el microorganismo 

debe producir gran cantidad de biosurfactantes para mantener una biodisponibilidad adecuada y 

poder degradarla. Sumado a esto, dado que la presencia de los hidrocarburos afectan la tensión 

superficial del agua (solvente del MSM) haciendo que esta propiedad disminuya su valor, podría 

estar sucediendo que a mayor concentración de hidrocarburos, su impacto en la tensión superficial 

sea mayor (Mesa et al., 2019). 

En la Figura 22 se puede observar el perfil de concentración de biomasa (expresado como 

PS) respecto de la temperatura de cultivo y de la concentración de HC. 

 

Tabla 14. Concentración de biomasa (PS) en función de la temperatura y concentración de HC 

[HC] 

Temperatura 

2 % 4,50 % 6 % 

21 °C 0,0998 0,2427 0,3831 

25 °C 0,1071 0,1844 0,3025 

29 °C 0,2317 0,4715 0,4858 

 

 

Figura 22. Concentración de biomasa (PS) en función de la temperatura y concentración de HC 

   

En cuanto a la biomasa, se pudo observar que la mayor producción se obtuvo cuando la 

Pseudomonas sp. Ag HC se cultivó a 29 °C con una concentración de HC del 6 %v/v, obteniéndose 

una concentración de 0,4858 g/l ± 0,0082 g/l. El comportamiento del microorganismo frente a las 
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condiciones ensayadas nos permite inferir que el empleo de HC como única fuente de carbono 

constituye un factor limitante del crecimiento. El valor de pH final de cada uno de los cultivos fue 

mayor a medida que la disminución en el valor de la tensión superficial y producción de biomasa 

fueron mayores. El perfil de pH en función de la temperatura y concentración de HC se muestra 

en la Figura 23. Con respecto al estudio de distorsión óptica de cada muestra, se observó que, a 

mayor concentración de fuente de carbono, mayor es la distorsión producida por el sobrenadante 

de cultivo libre de células (Figura 24). Esto guarda relación con los resultados que se muestran en 

la Figura 21. 

 

 

Figura 23. Variación en el valor de pH del cultivo en función de la temperatura y concentración de HC. 

 

 

Figura 24. Ensayo en policubeta del sobrenadante de cultivo  

 

  

2% HC 

4,5% 

HC 

6% HC 

21°C 25°C 29°C 

Control 
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A partir de estos resultados, se evaluó el comportamiento del microorganismo seleccionado 

en un cultivo a escala biorreactor de laboratorio. Para ello se seleccionó la mejor condición 

obtenida respecto de la tensión superficial, ya que puede ser la óptima para la producción de 

biosurfactantes. El sistema utilizado se muestra en la Figura 25. 

 

 

Figura 25. Biorreactor y sistema de control utilizado para el cultivo del microorganismo (BioFlo 115, New 

Brunswick Scientific Co.).  

 

El cultivo se llevó a cabo durante 7 días, y se monitorearon las siguientes variables de 

proceso (Figura 26): 

i. pH: se configuró a un valor inicial de 7,00 ± 0,02 y, a lo largo del cultivo aumentó 

hasta 8,26 ± 0,05. 

ii. Temperatura: se estableció a 25 °C (cultivo isotérmico). Esta variable se controló 

en función del caudal de agua que circuló por la camisa. 

iii. Velocidad de Agitación: se estableció a un valor de 200 rpm ± 1 rpm. 

iv. Oxígeno Disuelto en el Medio de Cultivo: Se monitoreó esta variable a lo largo del 

cultivo. Se observó una disminución en su valor en conjunto con el progreso del 

cultivo. Esto se corresponde con el aumento de biomasa en el reactor. 
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Figura 26. Variables de proceso en el cultivo en biorreactor: pH y Oxígeno disuelto (%). Se mantuvieron constantes 

la velocidad de agitación (200 rpm) y la temperatura (25°C). 

 

A partir de los datos de concentración de oxígeno disuelto se determinó el valor del 

coeficiente de transferencia de oxígeno (KLa) del sistema, cuyo valor fue 0,0085 s-1. En la Figura 

27 se muestra la variación de oxígeno disuelto durante el ensayo. 

 

 

Figura 27. Concentración de oxígeno disuelto durante la medición del KLa. 

 

En la Figura 28 se observa la concentración de biomasa y el valor de la tensión superficial 

del sobrenadante de cultivo en función del tiempo. Respecto de la biomasa, se observó un perfil 

de crecimiento típico de un cultivo en batch, con cada una de sus etapas. Se observó una pequeña 

fase de latencia inicial, una fase de crecimiento exponencial entre el día 1 y el día 4, y una fase 

estacionaria desde el día 4 al final del cultivo. La concentración de biomasa final obtenida fue de 

0,698 g/l. Con respecto a la medición de la tensión superficial, se observó un aumento progresivo 
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hasta un valor final de 45,71 mN/m ± 0,08 mN/m, mayor a la inicial y a la del control (medio de 

cultivo suplementado con el sustrato antes de ser inoculado). Estos resultados podrían deberse al 

cambio en la configuración del sistema ya que, en el biorreactor, el agitador se encuentra 

sumergido en el medio de cultivo y produce la ruptura de las gotas del hidrocarburo utilizado como 

sustrato. De esta forma, hay mayor área superficial de contacto entre las fases, este se encuentra 

más biodisponible para el microorganismo y no necesitaría producir biosurfactantes, ya que el 

principal modo de consumo de hidrocarburos por parte de la cepa sería el consumo directo 

(Angeles et al., 2017). Otras posibilidades serían que el microorganismo haya sufrido un proceso 

de adaptación al sustrato utilizado o que, debido al estrés producido por alguna característica del 

sistema (esfuerzos de corte, por ejemplo), se afecte o inhiba la producción del tensioactivo. Una 

consecuencia de esto último puede observarse en Kachrimanidou et al., 2022, donde un cambio en 

la escala de producción modifica el perfil de producción de compuestos tensioactivos. 

 

 

Figura 28. Tensión superficial del sobrenadante de cultivo y concentración de biomasa en función del tiempo de 

cultivo. 

 

5.7.- Evaluación de fuentes de carbono alternativas para la producción de 

biosurfactantes: glucosa y glicerol 

Se evaluó el crecimiento de la cepa Pseudomonas sp. AgHC utilizando como fuentes de 

carbono glucosa y glicerol y, con ello, la producción de biosurfactantes. En una primera etapa se 

utilizaron las fuentes de carbono nombradas con el objetivo de partir con una buena concentración 

de biomasa, seguida de una etapa en la que se quiso observar la producción de biosurfactantes con 
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hidrocarburos como sustrato. Los resultados obtenidos en la primera etapa se observan en la Tabla 

15 y la Figura 29. 

 

Tabla 15. Resultados de la 1ra etapa de cultivo. 

Fuente de Carbono  Glucosa   Glicerol  

Tiempo Cultivo (d) 0 1 2 0 1 2 

PS (g/l) N/D 0,172 1,286 N/D 0,048 0,092 

ST (mN/m) 66,98 61,74 25,10 61,10 61,20 27,84 

∆ST (mN/m) -12,75 -9,06 21,64 7,20 -3,60 33,64 

 

 

Figura 29. Resultados de la 1ra etapa del cultivo. Se observa concentración de biomasa y TS del cultivo y control en 

función del tiempo de cultivo. Fuentes de carbono utilizadas: Arriba, glucosa; Abajo, glicerol. 
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La cepa fue capaz de crecer en ambas fuentes de carbono. Cuando se utilizó glucosa, al 

segundo día la cepa alcanzó una concentración de biomasa de 1,29 g/l ± 0,06 g/l, tres veces mayor 

que cuando fue inoculada con medio de cultivo con HC como fuente de carbono y energía. Con 

respecto a la tensión superficial, se observa una disminución significativa en el valor de esta entre 

el día 1 y 2 respecto del control, para cada uno de los sustratos. A los 2 días de cultivo se obtuvieron 

valores de tensión superficial de 25,10 mN/m ± 0,54 mN/m y 27,84 mN/m ± 0,39 mN/m para el 

cultivo con glucosa y glicerol respectivamente, lo que representa una disminución del 46,3 % y 

54,7 % respecto de cada uno de los controles. Estos resultados son comparables a los publicados 

por Cooper & Goldenberg, 1987 y Silva et al., 2010. Además, muestran una mejora sustancial 

frente a los obtenidos cuando HC fue la fuente de carbono, donde el mínimo valor de tensión 

superficial obtenido fue de 38,29 mN/m.  

Con respecto a la segunda etapa de cultivo, los resultados obtenidos se observan en la Tabla 

16 y en la Figura 30.  

 

Tabla 16. Resultados de la 2da etapa de cultivo. Inóculo proveniente de glucosa con HC e inóculo proveniente de 

glicerol con HC 

Fuente de 

Carbono 

Glucosa - 

HC 

Glicerol - 

HC 

Tiempo Cult. (d) 2 3 4 5 2 3 4 5 

PS (g/l) 0,1857 0,2770 0,4398 0,4257 0,0324 0,3128 0,3835 0,3517 

ST (mN/m) 43,53 44,55 43,13 41,29 43,87 45,53 43,34 41,65 

∆ST (mN/m) 0,63 1,21 0,93 2,04 0,29 0,23 0,72 1,68 
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Figura 30. Resultados de la 2da etapa del cultivo. Se observa la concentración de biomasa y TS del cultivo y del 

control en función del tiempo de cultivo. Fuentes de carbono utilizadas: Arriba, glucosa y luego HC; Abajo, glicerol 

y luego HC. 

 

En esta segunda etapa del cultivo, se observó crecimiento del microorganismo luego de 

haberlo transferido a MSM suplementado con HC. Se lograron concentraciones finales de biomasa 

de 0,43 g/l ± 0,07 g/l en el caso en que se utilizó glucosa seguido de HC y 0,35 g/l ± 0,06 g/l en el 

caso en que se utilizó glicerol seguido de HC. Estos resultados muestran un aumento en la 

concentración de biomasa respecto de los resultados obtenidos para el cultivo de la cepa utilizando 

HC como sustrato (0,18 g/l) en una única etapa. Con respecto al valor de TS, se observó que en el 

cultivo no hubo diferencias significativas con respecto a la TS del control durante todo el 

experimento. Llegado al día 4 y 5 de cultivo se observó una pequeña disminución, alcanzando 

valores finales de 41,29 mN/m ± 0,61 mN/m y 41,65 mN/m ± 0,90 mN/m (control: 43,33 mN/m 

± 0,08 mN/m) cuando las fuentes de carbono fueron glucosa–HC y glicerol–HC respectivamente. 

La diminución en el valor de la TS obtenida resultó ser despreciable cuando se lo cultiva con HC, 
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esto podría sugerir que el microorganismo no se encuentra produciendo biosurfactantes debido a 

la adaptación metabólica a dicha fuente de carbono. De acuerdo con los resultados obtenidos de 

ambas etapas, tanto la glucosa como el glicerol podrían ser sustratos adecuados para llevar adelante 

la producción de biosurfactantes con la cepa AgHC, debido a que los valores de TS en ambos casos 

resultaron significativamente menores que los obtenidos para el cultivo con HC como única fuente 

de carbono (Das et al., 2009; Jain et al., 2013). Dado que el costo del sustrato es uno de los que 

más influye dentro de los costos de proceso, se planteó continuar los estudios utilizando glicerol 

como único sustrato. Al ser el principal co-producto de la industria del biodiesel, su costo resulta 

varias veces menor que el de la glucosa, producto de la gran oferta disponible (Banat et al., 2014). 

 

5.8.- Evaluación de la producción de biosurfactantes utilizando glicerol como 

fuente de carbono  

Se utilizó MSM suplementado con glicerol como única fuente de carbono y energía durante 

todo el proceso y se observó un crecimiento del microorganismo desde el inicio hasta el final, 

alcanzándose una concentración de 0,77 g/l ± 0,12 g/l a las 96 h. En la Figura 31 se observa la 

curva de crecimiento. En este caso, la velocidad específica de crecimiento se calculó a partir de la 

ecuación cinética del proceso y arrojó un resultado de: 

𝝁 = 𝟎, 𝟎𝟏𝟕𝒉−𝟏 

 

 

Figura 31. Curva crecimiento de biomasa en función del tiempo. 
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Respecto de la estimación de la producción de biosurfactantes, se observó una disminución 

en el valor de la tensión superficial del sobrenadante de cultivo en el tiempo que duró el proceso. 

Los valores de tensión superficial disminuyeron desde 67,33 mN/m ± 0,13 mN/m al comienzo 

hasta 26,23 mN/m ± 0,01 mN/m al final del proceso, lo que, respecto del control, representa una 

disminución del 57,89 %. (Figura 32). A la muestra obtenida al día 4 se le aplicó una técnica de 

precipitación en medio ácido para obtener el biosurfactante a partir del sobrenadante del medio de 

cultivo. Esta técnica requiere pocos insumos y es de fácil aplicación con un buen rendimiento del 

biosurfactante purificado. Como resultado, se pudo obtener una concentración máxima de 

biosurfactante de 0,11 g/l y un rendimiento de producto en función de la biomasa (YPX) de 0,09 g/l 

± 0,02 g/l. A este precipitado se lo sometió a un proceso de diluciones seriadas en agua destilada 

con el objetivo de evaluar la concentración micelar crítica del mismo. A cada una de estas 

diluciones se le determinó el valor de la tensión superficial, información que se observa en la 

Figura 33. En esta gráfica, el punto para el cual la pendiente de la curva de tensiones superficiales 

frente al logaritmo natural de la concentración de biosurfactante posee un cambio abrupto en su 

valor, corresponde al de la CMC. Esto es, la mínima concentración a partir de la cual las moléculas 

de biosurfactante se agregan formando micelas. Teniendo en cuenta esto, resulta importante 

destacar que la mayor disminución del valor de la tensión superficial se observa entre el comienzo 

(día 0) y los 2 días de cultivo, por lo que se podría decir que entre el día 1 y el día 2 se estaría 

alcanzando la CMC del biosurfactante (Figura 32).  

 

 

Figura 32. Valores de tensión superficial en función del tiempo. 
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Figura 33. Perfil de tensión superficial en función de la concentración de biosurfactante para la obtención 

del valor de CMC del tensioactivo producido por Ag HC. 

 

La concentración mínima para la cual se forman espontáneamente micelas de un 

tensioactivo en una disolución es un parámetro fundamental para su caracterización. A partir de 

los datos experimentales (Figura 33) se calculó la CMC del compuesto producido por la cepa Ag 

HC, para la cual se obtuvo un valor de 452,21 mg/l. A esta concentración se halló un valor de 

tensión superficial de 26,05 mN/m ± 0,05 mN/m. Este valor es comparable al obtenido por 

Hultberg et al., 2010 para el biosurfactante producido por P. koreensis.  

 

5.9.- Optimización del medio de cultivo de Pseudomonas sp. Ag HC 

 5.9.1.- Concentración de sustrato y temperatura 

Con el objetivo de optimizar la producción de biosurfactantes a partir del crecimiento de 

la cepa AgHC, se realizó un análisis de regresión múltiple utilizando una metodología de superficie 

de respuesta (RSM) para ajustar la función de respuesta a los datos experimentales en el medio de 

cultivo y evaluar la influencia de las dos variables seleccionadas. Cabe destacar que las mismas 

fueron seleccionadas debido a que impactan directamente en los procesos metabólicos de los 

microorganismos y, en consecuencia, en la producción de biosurfactantes (Darvishi et al., 2011; 

Ghasemi et al., 2019). Las combinaciones de las temperaturas y concentraciones de sustrato y sus 

resultados se observan en la Tabla 17. Allí se puede observar que la mejor condición de las 

ensayadas, teniendo en cuenta la producción de biosurfactantes, resulta la combinación de los 

valores medios de cada variable, los que se encuentran en 25 °C y 7,5 %v/v.  
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Tabla 17. Combinación de variables ensayadas para optimizar la producción de biosurfactantes a partir del cultivo 

de Ag HC. Se muestran también la concentración de biomasa alcanzada en cada caso y el rendimiento de producto 

en biomasa. 

Temperatura 

(°C) 

Conc. de 

Sustrato 

(%v/v) 

Conc. de 

Biosurfactante 

(g/l) 

Conc. de 

Biomasa (g/l) 

Rendimiento 

(YPX) 

17,9 7,50 0,14074 0,71204 0,19766 

20,0 5,00 0,13259 0,96792 0,13699 

20,0 10,00 0,18278 0,54604 0,33473 

25,0 3,96 0,17685 0,78604 0,22499 

25,0 7,50 1,64870 2,73333 0,60318 

25,0 7,50 0,89815 1,36854 0,65628 

25,0 7,50 0,95352 1,35979 0,70122 

25,0 7,50 1,69204 1,65646 1,02148 

25,0 7,50 2,20630 1,32708 1,66252 

25,0 11,03 0,26593 1,16146 0,22896 

30,0 5,00 1,04296 1,12042 0,93087 

30,0 10,00 1,13056 1,19583 0,94541 

32,1 7,50 0,77704 1,29729 0,59897 

 

La utilización de la RSM para estimar los parámetros óptimos condujo a una relación 

empírica entre la concentración de biosurfactante y las variables. El polinomio que mejor ajusta 

dichos datos es el siguiente: 

𝑌 = −16,18 + 0,939. 𝑋1 + 1,337. 𝑋2 − 0,01751. 𝑋1
2 − 0,0896. 𝑋2

2 − 0,0007. 𝑋1. 𝑋2 

donde Y es la concentración de biosurfactante, X1 la temperatura y X2 la concentración de sustrato. 

 La evaluación del modelo empírico fue realizada utilizando ANOVA. En la Figura 34 se 

puede observar que este posee reproducibilidad de los datos experimentales (error: 1,48813), 

obteniéndose un buen ajuste de estos (R2 = 73,31 %). Se considera que un valor cercano al 75% 

de este parámetro indica un buen ajuste por parte del modelo y este puede utilizarse para describir 

adecuadamente la producción de biosurfactantes. Sumado a esto, el valor de S (S = 0,461075) está 

indicando que el modelo obtenido predice de forma adecuada la producción de biosurfactantes. 

Respecto de los términos del polinomio, la regresión para la respuesta fue significativa al 95% del 

nivel de confianza, por lo que aquellos términos con p < 0,05 son los que afectan 
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significativamente a la respuesta: temperatura2 y concentración de sustrato2, siendo el último de 

los dos el más importante en este sentido.  

 

 

Figura 34. Análisis de la varianza para la concentración de biosurfactante 

 

Para que el modelo obtenido explique de forma adecuada los resultados experimentales, 

los residuos (diferencia entre la respuesta observada y la predicha por el modelo) deben poder 

verse como una muestra aleatoria con una distribución normal con media igual a cero y varianza 

constante. Para ello, la muestra de residuos debe cumplir con 3 supuestos: normalidad, varianza 

constante e independencia de los resultados respecto del orden en que se obtuvieron. De los 

resultados observados en la Figura 35 se puede afirmar que estos supuestos se cumplen, por lo 

que se podría afirmar que el modelo puede ser utilizado para analizar la producción de 

biosurfactantes a partir del cultivo de la cepa Ag HC utilizando glicerol como fuente de carbono y 

energía. 
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Figura 35. Gráficos de residuos para la producción de biosurfactantes 

 

 En la Figura 36 se observa el gráfico de superficie y en la Figura 37 el de contorno de la 

producción de biosurfactantes, en donde se puede ver la interacción entre la temperatura y la 

concentración de sustrato. Cuando observamos el gráfico de superficie se aprecia que la 

producción máxima del biosurfactante se obtiene en condiciones cercanas a los valores medios de 

los factores (temperatura y concentración de sustrato) y que, si se aumentan o disminuyen estos 

valores, la producción del tensioactivo decae con cierta rapidez. En el gráfico de contorno se 

observa la interacción entre las variables, por lo que se hace necesario encarar la optimización a 

través de métodos estadísticos de un medio de cultivo.  
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Figura 36. Gráfico de superficie de la concentración de biosurfactante en función de la temperatura y la 

concentración de sustrato. 

 

 

Figura 37. Gráfico de contorno de la concentración de biosurfactante en función de la temperatura y la 

concentración de sustrato. 

 

A partir del diseño experimental realizado y en base a los resultados obtenidos por el 

modelo planteado, se puede decir que la combinación que hace óptima la producción de 

biosurfactantes en el intervalo de valores evaluado para los factores es 26,9 °C y 7,6 % de glicerol, 
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Figura 35: Gráfico en 3 dimensiones de la concentración de biosurfactante en función de la temperatura y la 

concentración de sustrato. 
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y la máxima producción de biosurfactantes es de 1,55 g/l. Esto puede observarse a partir de realizar 

la maximización del polinomio del modelo matemático (Figura 38). 

 

 

Figura 38. Maximización del polinomio de ajuste de los valores experimentales. Los valores de cada factor que 

maximizan la producción de biosurfactantes se observan en color rojo. 

 

Con los valores óptimos de las variables se llevó a cabo el cultivo en biorreactor, 

observándose que la cepa AgHC ha sido capaz de crecer en las condiciones de proceso, alcanzando 

una concentración final de biomasa de 0,965 g/l a los 4 días de cultivo. Se observó, además, un 

incremento progresivo en el valor del pH desde el inicio hasta el final del ensayo, desde un valor 

de 7,04 hasta 8,41. Además, a partir del 2do día, se pudo advertir la producción de espuma en la 

parte superior del reactor (Figura 39). Estos resultados se condicen con lo observado en el cultivo 

de diferentes microorganismos para la producción de biosurfactantes en estudios realizados por 

Bongartz et al., 2023; Doheim, 2014.  
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Figura 39. Izquierda: Esquema experimental utilizado. Derecha: A los 4 días de cultivo se observa gran 

producción de espuma por sobre el medio de cultivo. 

 

Respecto del valor de la tensión superficial, se ha observado una pequeña disminución de la 

misma hasta un valor de 55,46 mN/m al 4to día de cultivo y se estimó la producción de 

biosurfactantes a partir de una técnica de doble precipitación ácida con HCl, a partir de la cual se 

obtuvo una concentración de 0,03 g/l de biosurfactante. En la Figura 40 se observan los resultados 

obtenidos para el proceso que difieren de los obtenidos a escala Erlenmeyer, esto puede deberse a 

que las células y los compuestos tensioactivos se ven arrastrados por la espuma cuando ésta se 

presenta, por lo que la falta de disminución de la tensión superficial del medio de cultivo puede 

ser consecuencia de este fenómeno (Bages-Estopa et al., 2018). Así mismo, también puede deberse 

al cambio en la escala del cultivo ya que, cuando se lleva a cabo, muchos factores pueden afectar 

al proceso de producción, la geometría del reactor, el tipo de agitador y la velocidad de este, y los 

esfuerzos de corte a los que se encuentra sometido el agente biológico. En nuestra situación 

particular, en el cultivo de la cepa Pseudomonas sp. Ag HC, se pudo visualizar que la velocidad 

de agitación del proceso podría ser uno de dichos factores, ya que en la bibliografía consultada se 

trabaja a muy variados valores que van desde 180 rpm (Eraqi et al., 2016) hasta 600 rpm (Borges 

et al., 2015), cuando se cultivan microorganismos, más específicamente del género Pseudomonas 

sp., demostrando que afecta a la tensión superficial del medio y, junto a esto, a la producción de 

biosurfactantes (Santos et al., 2014). 
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Figura 40. Tensión superficial y concentración de biomasa obtenida en función del tiempo para el ensayo en 

biorreactor. 

 

5.9.2.- Concentración de Nitrógeno y Fósforo 

Continuando con la optimización del medio de cultivo, se estudió el efecto de la 

concentración de nitrógeno y fósforo en la producción de biosurfactantes utilizando un análisis de 

regresión múltiple con el que se ajustó la función de respuesta a los resultados experimentales 

obtenidos y se examinó la influencia de las dos variables seleccionadas. Las combinaciones de 

variables ensayadas y los correspondientes resultados se muestran en la Tabla 18, en donde se 

puede observar una variación considerable en la respuesta determinada por las variables 

independientes (concentración de nitrógeno y fósforo). En los experimentos 3,4 y 6, donde se 

utiliza la mayor concentración de fuente de nitrógeno, la concentración de biomasa y 

biosurfactante fueron despreciables, y la tensión superficial del sobrenadante de cultivo superior a 

la del control (45,93 mN/m). Es decir, a medida que aumenta la concentración de fuente de 

nitrógeno, disminuye la producción de biomasa, por lo que se podría decir que la fuente de 

nitrógeno resulta un factor que influye considerablemente en el crecimiento de Pseudomonas sp. 

Ag HC.  Esto se correlaciona con lo hallado en Rashedi et al., 2006, donde se ve que altas 

concentraciones de nitrógeno son desfavorables para el crecimiento y la producción de 

biosurfactantes. 

La mejor condición fue obtenida en el experimento 11, en donde los factores se hallan en 

sus valores mínimos (6,825 g/l de NaNO3 y 0,342 g/l KH2PO4) y la concentración de 

biosurfactantes alcanzó 0,48 g/l. Si se considera la producción de biomasa, la mejor combinación 
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se obtiene en el experimento 10, seguido de los experimentos 11 y 9. En todos ellos la biomasa se 

encuentra en valores significativamente mayores a los de los demás. En cambio, si consideramos 

la disminución del valor de la tensión superficial y tenemos en cuenta los valores de concentración 

de nitrógeno, se observa una correlación entre ellos, cuando la concentración de nitrógeno es baja, 

también lo es el valor de la tensión superficial. Esto está relacionado con lo hallado en la 

bibliografía, donde se ha demostrado que concentraciones crecientes de fuente de nitrógeno 

afectan negativamente la producción de biosurfactantes. Esto explicaría la tendencia de los 

resultados obtenidos, cuando menor es la concentración de nitrógeno menor es la tensión 

superficial del medio de cultivo, favoreciendo la producción de biosurfactantes a partir de la cepa 

AgHC (Sivapathasekaran et al., 2010).  

En la Tabla 18 se observa una correlación entre producción de biomasa y biosurfactante, 

por un lado, y el valor de la tensión superficial del sobrenadante de cultivo por otro: en los 

experimentos donde la cepa Ag HC no fue capaz de crecer adecuadamente, la producción de 

biosurfactante fue muy baja y no se observa una disminución significativa del valor de la tensión 

superficial. Es para destacar que estos resultados estarían sugiriendo que el compuesto tensioactivo 

producido se encuentra asociado completa o parcialmente al crecimiento, algo que no se había 

observado previamente. Es decir, el biosurfactante podría ser un compuesto producto del 

metabolismo celular de la cepa Ag HC que se produce ante una variación en las concentraciones 

de las fuentes de nitrógeno y fosforo (Persson et al., 1988). 

     La utilización de la RSM para estimar los parámetros óptimos condujo a una relación 

empírica entre la concentración de biosurfactante y los factores. La ecuación cuadrátrica 

polinomica que mejor ajusta dichos datos es el siguiente: 

𝐵𝑆 = 0,549 − 0,0165. 𝑁 − 0,2014. 𝑃 − 0,000396. 𝑁. 𝑁 + 0,0182. 𝑃. 𝑃 + 0,00666.𝑁. 𝑃 

donde BS es la concentración de biosurfactante, N la concentración de nitrógeno (NaNO3) y P la 

concentración de fósforo (KH2PO4). 

 

  



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

112 
 

Tabla 18. Combinación de variables ensayadas para optimizar la producción de biosurfactantes a partir del cultivo 

de Pseudomonas sp. Ag HC. Se muestran también la concentración de biomasa alcanzada en cada caso y la tensión 

superficial del sobrenadante de cultivo. 

Experimento 

N° 
N P 

Concentración 

Biosurfactante (g/l) 

Tensión 

Superficial 

(mN/m) 

Concentración de 

Biomasa (g/l) 

1 0 0 0,10778 26,75 1,03063 

2 0 0 0,05167 26,55 1,10500 

3 1 1 0,02778 53,21 0,28062 

4 1 -1 0,04611 49,98 0,07187 

5 0 0 0,11667 28,25 1,21188 

6 1 0 0,03444 50,53 0,23687 

7 0 0 0,16667 27,89 1,28688 

8 0 -1 0,16056 25,05 1,22625 

9 -1 1 0,06778 26,55 1,86000 

10 -1 0 0,10111 25,58 1,91188 

11 -1 -1 0,48222 24,06 1,90438 

12 0 1 0,14389 26,70 1,48375 

13 0 0 0,19000 28,44 1,23875 

 

 Este modelo cuadrático para la producción de biosurfactantes fue evaluado a través de un 

análisis de ANOVA (Figura 41), donde se observa que el modelo resulta significativo para 

predecir la producción de biosurfactantes a partir del análisis de la concentración de nitrógeno y 

fosforo en el medio de cultivo. En la Figura 41 se puede observar que el modelo tendría una buena 

reproducibilidad de los datos experimentales (error: 0,037477), que posee un buen ajuste de los 

datos experimentales (R2 = 77,73 %) y que predice de forma adecuada la respuesta observada (S 

= 0,0731700). Además, se observan los términos que afectan significativamente la respuesta 

(aquellos para los que p < 0,05), siendo el termino lineal de concentración de nitrógeno el más 

importante en este sentido.  
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Figura 41. Análisis de la varianza para el modelo de superficie de respuesta para la producción de biosurfactante a 

partir de Pseudomonas sp. 

  

Para que el modelo obtenido explique de forma adecuada los resultados experimentales, 

los residuos (diferencia entre la respuesta observada y la predicha por el modelo) deben poder 

verse como una muestra aleatoria con una distribución normal con media igual a cero y varianza 

constante. Para ello, la muestra de residuos debe cumplir con 3 supuestos: normalidad, varianza 

constante e independencia de los resultados respecto del orden en que se obtuvieron. A partir de 

los resultados que se observan en la Figura 42, se puede afirmar que estos supuestos se cumplen 

y, por lo tanto, que el modelo puede ser utilizado para analizar la producción de biosurfactantes en 

función de la concentración de nitrógeno y fósforo en el medio de cultivo, a partir del cultivo de 

la cepa Ag HC asilada de un sitio crónicamente contaminado en Campana, Buenos Aires, 

utilizando glicerol como fuente de carbono y energía.   
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Figura 42. Gráficos de residuos para la producción de biosurfactantes 

 

En la Figura 43 se observa el gráfico de superficie y en la Figura 44 el de contorno, de la 

producción de biosurfactantes. En estos se puede visualizar claramente cómo la interacción entre 

la concentración de nitrógeno y la concentración de fósforo afectan la producción de 

biosurfactantes por parte de la cepa. La interacción entre variables se hace más evidente cuando 

alguno de los factores se mantiene en su nivel más bajo, ya que un pequeño cambio en el otro 

produce un gran cambio en la concentración de tensioactivo. Cuando ambos se encuentran en sus 

valores mínimos, se obtiene la máxima producción de biosurfactantes y, a medida que se aumenta 

la concentración de los factores, la producción de tensioactivo decae con cierta rapidez hasta que 

se alcanza una zona donde este aumento no la afecta significativamente (zona azul en la Figura 

44).  
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Figura 43. Gráfico en 3 dimensiones de la concentración de biosurfactante en función de la concentración de N y la 

de P. C(100):N y C(100):P indican las partes de N y P por cada 100 partes de carbono en el medio de cultivo, 

respectivamente 

 

 

Figura 44. Gráfico de contorno de la concentración de biosurfactante en función de la concentración de N y la de P. 

C(100):N y C(100):P indican las partes de N y P por cada 100 partes de carbono en el medio de cultivo, 

respectivamente 

 

A partir del diseño experimental realizado y en base a los resultados obtenidos por el 

modelo planteado, se puede decir que la combinación que hace óptima la producción de 

biosurfactantes en el intervalo de valores evaluado para los factores es 100:3 (C:N) y 100:0,5 (C:P), 

5
10

51

0,00

50,1

, 030

1

20

3

2

4

, 030

54,0

)l/g( SB

P:)001(C

N:)001(C



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

116 
 

y la máxima producción de biosurfactantes predicha por este es de 0,41 g/l. Esto puede observarse 

a partir de realizar la maximización del polinomio del modelo matemático (Figura 45). 

 

 

Figura 45. Maximización del polinomio de ajuste de los valores experimentales. Los valores de cada factor que 

maximizan la producción de biosurfactantes se observan en color rojo. 

 

De esta forma, los valores óptimos hallados fueron de: 7,6 %v/v de glicerol, 6,825 g/l de 

NaNO3, 0,342 g/l KH2PO4 y 26,9 °C; los cuales se utilizaron para formular el medio de cultivo 

MSM optimizado, a escala biorreactor de laboratorio de 2 litros a partir de la utilización de glicerol 

como única fuente de carbono. En este se observó que el microorganismo ha sido capaz de crecer 

en las condiciones de proceso alcanzando una concentración final de biomasa en el medio de 

cultivo de 0,398 g/l a los 4 días. Además, se observó un incremento progresivo en el valor del pH 

del cultivo desde el inicio hasta el final del ensayo, desde un valor de 7,07 hasta 8,24 al final del 

proceso.  

Debido a que en ensayos previos se había observado una baja actividad tensioactiva en el 

medio de cultivo y la producción de gran cantidad de espuma sobre la mezcla de reacción en la 

parte superior del reactor, se adaptó a la configuración de este una trampa de espuma cuya función 

principal es la de remover la misma y captarla para analizar si contiene biosurfactantes (Figura 

46). Esto se fundamentó en que el biosurfactante se podría encontrar disuelto en la película que 

forma la espuma y, por ello, no se estarían observando la presencia de este compuesto en el medio 

de cultivo. Por esto, el día 4 (día final) se pudo llevar a cabo el análisis de dos muestras, el medio 

de cultivo y la espuma captada. Cuando se analizó la muestra de espuma, se observó una cantidad 

significativamente mayor de biomasa respecto de la presente en el medio de cultivo líquido, 
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producto del arrastre, alcanzando un valor de 2,636 g/l frente a los 0,398 g/l presentes en el medio 

líquido. Con respecto al valor de la tensión superficial, no se observó disminución a lo largo del 

tiempo en la muestra del medio de cultivo, de hecho, el perfil de tensión superficial sufrió un leve 

aumento y al final del proceso disminuyó hasta valores cercanos a los del control (59,14 mN/m). 

Por el contrario, cuando se midió la tensión superficial de la muestra de espuma se observó un 

valor de 24,79 mN/m, lo que representa una disminución del 58,08 % respecto del control. 

Además, a dichas muestras se les determinó la producción de biosurfactantes a partir de una técnica 

de doble precipitación ácida con HCl. Allí se observó una concentración significativamente 

superior de precipitado en la muestra de espuma respecto de la muestra de medio de cultivo: 15,116 

g/l versus 0,03 g/l. En la Tabla 19 se observan los resultados obtenidos para el proceso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Izquierda: Se observa la espuma producida por el cultivo de la cepa Ag HC. Derecha: Se observa la 

configuración experimental con la trampa de espuma. 

 

Tabla 19. Concentración de biosurfactante, tensión superficial y concentración de biomasa obtenida en función del 

tiempo para el ensayo en biorreactor. 

Dia N° CDW (g/l) 
ST 

(mN/m) 
BS (g/l) 

0 N/D 58,68 N/D 

1 N/D 61,13 N/D 

2 0,070 65,97 N/D 

3 0,190 61,12 N/D 

4 

Medio de 

Cultivo 
0,398 61,30 0,030 

Espuma 2,636 24,79 15,116 
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La remoción in situ de la espuma generada en el proceso supone una ventaja operativa ya que 

permite llevar a cabo la separación del biosurfactante de forma sencilla (en una sola etapa y sin la 

utilización de solventes orgánicos), obteniéndose un producto de alta pureza (Santos et al., 2016). 

 

5.10.- Evaluación de la producción de biosurfactantes a partir de glicerol 

clarificado de la industria del biodiesel 

Se llevó a cabo el ensayo a escala Erlenmeyer usando glicerol co-producto del biodiesel 

(GLYBIO) como sustrato y utilizando concentraciones de 6,825 g/l NaNO3 y 0,343 g/l KH2PO4 

como fuentes de nitrógeno y fósforo, previamente optimizados. Este sustrato contiene ciertas 

impurezas provenientes del proceso productivo, por lo que se evaluó cómo se ve afectado el 

crecimiento y producción de biosurfactantes respecto de la utilización de glicerol grado analítico. 

Debido a que el costo de este resulta significativo en el del proceso de producción, la potencial 

utilización de GLYBIO como sustrato impactaría positivamente en los costos globales. En el 

cultivo de la cepa Ag HC utilizando GLYBIO como sustrato en el medio optimizado se observó 

crecimiento y producción de biosurfactante. Se obtuvo una concentración de biomasa de 3,22 ± 

0,06 g/l, lo que resulta un incremento del 61,3 % respecto de la biomasa obtenida en el cultivo con 

glicerol grado analítico. También se observó una disminución significativa de la tensión superficial 

del medio de cultivo desde el día 0 hasta el día 4 de cultivo, desde un valor de 45,64 ± 1,32 mN/m 

hasta un valor de 24,89 ± 0,18 mN/m (Figura 47), lo que resulta en un 53,2 % de disminución 

respecto del control (medio optimizado suplementado con GLYBIO sin inocular). Estos resultados 

se condicen con los obtenidos cuando la cepa fue cultivada en glicerol grado analítico (24,88 ± 

0,07mN/m). Por último, respecto de la producción de biosurfactante, este se precipitó a partir de 

la muestra del día 4 de cultivo y el valor obtenido fue de 0,05 ± 0,01g/l. Este valor se encuentra en 

el rango del obtenido para el cultivo con glicerol analítico, que fue de 0,08 ± 0,02g/l. Además, es 

similar a aquellos obtenidos en trabajos previos para cultivos de Pseudomonas sp., donde se trabajó 

con glicerol producto de la transesterificación de aceite de soja y se obtuvieron concentraciones 

de biomasa y valores de tensión superficial de 3,2 g/l y 27,65 mN/m (Pandey et al., 2020); o en 

cultivos de Bacillus subtilis ATCC6633 donde se trabajó con glicerol del mismo origen y se 

observaron concentraciones de biomasa y de biosurfactante de 1,69 g/l y 0,158 g/l (Sousa et al., 

2014). 
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Figura 47. Izquierda: Gráfico que muestra la tensión superficial y concentración de biomasa al inicio y final del 

cultivo. Derecha: Muestra de AgHC cultivada durante 4 días. 

 

 

5.11.- Análisis por HPLC 

Se puso a punto un método para identificar y poder realizar un seguimiento de la 

producción de biosurfactantes en el medio de cultivo de AgHC. Para ello, se realizaron 

modificaciones al método de identificación publicado en Nielsen et al., 2002. Primeramente, se 

analizaron los componentes del medio de cultivo por separado para identificar el perfil de cada 

uno de ellos, estos son: agua destilada, el MSM, una solución de glicerol analítico 7,6% en agua 

destilada. Luego, se analizaron diversas muestras de sobrenadante del medio de cultivo de la cepa 

Ag HC cultivada con 7,6% de glicerol grado analítico como sustrato. En la Figura 48 se observan 

los cromatogramas correspondientes a las corridas experimentales.  
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Figura 48. Cromatogramas obtenidos a 220nm. a: agua; b: medio salino mínimo; c: solución de glicerol grado 

analítico 7,6%; d: muestra del sobrenadante de cultivo que contiene el biosurfactante. 

 

A partir del análisis de los cromatogramas obtenidos en las corridas experimentales, se 

identificó un pico correspondiente a un tiempo de retención de 19,7 minutos (Figura 48 d) que no 

se observa al comienzo del cultivo ni en las corridas correspondientes a los componentes del 

medio. Este pico se observa apreciablemente en las corridas de HPLC de las muestras de cultivo 

a partir del día 3 y posee un 10,2% del total del área del cromatograma. Por todo lo mencionado, 

podemos concluir que el pico observado a los 19,7 min de la corrida es el que indicaría la presencia 

de biosurfactantes.  
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6.- Conclusiones  

A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que: 

1. Se logró aislar seis cepas de microorganismos nativos del predio de la empresa Pobater 

S.A., en la ciudad de Campana, Provincia de Buenos Aires, que demostraron tener 

capacidad para degradar hidrocarburos como única fuente de carbono y energía. 

 

2. De las cepas aisladas, Pseudomonas sp. Ag HC resultó ser efectiva en cuanto a su capacidad 

para disminuir la tensión superficial cuando fue cultivada utilizando glucosa y glicerol, 

demostrando presentar gran potencial de síntesis de biosurfactantes. En particular, cuando 

se utilizó glicerol, los resultados obtenidos fueron comparables a los reportados en la 

literatura. 

 

3. El compuesto tensioactivo pudo ser separado del medio de cultivo a partir del empleo de 

una técnica de precipitación ácida con HCl y se pudo determinar su concentración micelar 

crítica, observando que estos resultados coincidieron con los hallados en las referencias.  

 

4. A partir de la optimización del medio de cultivo de Pseudomonas sp. Ag HC a escala 

Erlenmeyer mediante el empleo de la metodología estadística de superficie de respuesta, se 

pudo establecer que las condiciones óptimas de crecimiento y síntesis de biosurfactantes de 

la cepa fueron 7,6 %v/v de glicerol, 26,9 °C de temperatura, 6,825 g/l de NaNO3 y 0,343 

g/l de fósforo (KH2PO4).  

 

5. Se evaluó la influencia del cambio de escala en la producción de biomasa y biosurfactante, 

llevando a cabo el proceso en un biorreactor de 2 litros de volumen operativo. En base a los 

resultados, una configuración de reactor que incluya una trampa de espuma para la 

separación in situ del producto se plantea como una excelente alternativa para la producción 

del biosurfactante utilizando Pseudomonas sp. Ag HC como agente biológico. 

 

6. Se logró llevar a cabo el crecimiento y observar la producción de biosurfactantes por parte 

de la cepa Pseudomonas sp. Ag HC en glicerol de origen biológico, co-producto de la 

industria del biodiesel (GLYBIO). Estos resultados arrojaron datos preliminares y 
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prometedores ya que implican el desarrollo de un bioproceso integrado, aprovechando la 

utilización de un coproducto como sustrato para producir un bien con mayor valor agregado 

y mejorando el manejo de los residuos. 

 

7. Se investigó y desarrolló un método en HPLC que permitiría detectar el biosurfactante en 

el medio de cultivo. De acuerdo con los resultados preliminares obtenidos, este método 

permite determinar y, con un estándar adecuado, permitiría cuantificar la concentración de 

biosurfactantes en el medio de cultivo a medida que el organismo se encuentra en 

producción. 
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7.- Trabajo a futuro 

La perspectiva del trabajo a futuro será continuar con las líneas del plan original, 

planteando el objetivo de la identificación molecular de la producción de biosurfactantes por cepas 

aisladas de suelos crónicamente contaminados con hidrocarburos, destinados al tratamiento 

biológico de los mismos, a través de cromatografía acoplada a espectrometría de masas. Las cepas 

microbianas empleadas en este proyecto han sido previamente aisladas de suelos crónicamente 

contaminados con hidrocarburos en la zona del polo petroquímico Zárate-Campana, Pcia. de 

Buenos Aires, específicamente en la Refinería RHASA (hoy Pobater S.A.), con la cual la FRD-

UTN posee un convenio específico de trabajo. Así mismo, en paralelo se continuará con la puesta 

a punto de la técnica de HPLC para la identificación y cuantificación del biosurfactante en el medio 

de cultivo a partir de la utilización de un estándar adecuado. Continuando con las detecciones 

cromatográficas, se está trabajando en el desarrollo que de una técnica de HPLC que involucre el 

análisis en cuanto al grado de pureza del glicerol biológico, co-producto de la industria del 

biodiesel, con el objetivo de analizar cómo afectan al crecimiento concomitantemente a la 

producción de biosurfactantes las distintas impurezas presentes en este sustrato, ya que las mismas 

variaran lote a lote.  De esta manera, a través de estos estudios, se buscará realizar transferencia 

de las tecnologías desarrolladas, las cuales incluirá brindar un servicio innovador e integral de 

biorremediación destinado al sector público y empresas privadas. 
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