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Optimizacion de Bioprocesos
Integrados a Partir de Cepas Aisladas
de Areas Créonicamente Contaminadas
con Hidrocarburos para la Obtencion
de Biosurfactantes

Resumen: Se aislaron cepas degradadoras de hidrocarburos de zonas contaminadas en Campana (Bs.As). El aislamiento
se llevd a cabo usando cultivos de enriquecimiento: medio salino minimo (MSM) suplementado con una mezcla de hidrocar-
buros comerciales (HC) como unica fuente de carbono. Paralelo a esto, se estudié la capacidad de biosintesis de surfactantes
de estas cepas a través de la medicion de la tension superficial (ST). La cepa AgHC, perteneciente a género Pseudomonas, fue
seleccionada para realizar los ensayos de optimizacion utilizando diferentes fuentes de carbono. Los cultivos fueron incu-
bados durante 48h en MSM con glucosa o glicerol como sustratos. La biomasa obtenida en esta etapa se transfirio a MSM
fresco con HC durante 72h. AgHC fue capaz de crecer utilizando todas las fuentes de carbono ensayadas. En cuanto a la medi-
cién ST, mostré ser menor cuando se usaron Glucosa y Glicerol. No se observé un descenso significativo cuando se utilizé HC.

Palabras Claves: Biosurfactantes; Pseudomonas; Hidrocarburos.

Abstract: THydrocarbon-degrading strains were isolated from polluted areas in Campana (Bs.As). Isolation was performed
by enrichment cultures in a mineral saline medium (MSM) containing a mixture of commercial hydrocarbons (HC) as
carbon source. The ability of these strains to produce biosurfactants was estimated by direct measurement of the surface
tension (ST). One of them, AgHC belonging to Pseudomonas spp., would have a potential use in biosurfactant production.
Experiments were carried out in Erlenmeyer flasks cultured for 48h in MSM supplemented with glucose or glycerol as carbon
source. Next, biomass produced with each substrate was transferred to fresh MSM supplemented with HC during 72h.
Biomass and biosurfactant production were estimated. Results showed that AgHC was able to grow using all the carbon
sources tested. Regarding ST measurement, the minimum value was obtained when the bacteria grew on glucose and
glycerol. No significant decrease was observed on ST value when HC was used.

Keywords: Biosurfactants; Pseudomonas; Hydrocarbons.

Franco Liporace!”, Débora Conde Molina™, Ana M. Giulietti"?, Carla Quevedo
MLaboratorio de Investigacién en Bioprocesos (FRD - UTN), San Martin 1171, Campana, Argentina.

@Instituto NANOBIOTEC (FFyB - UBA), Junin 953, CABA, Argentina.

Mail: francoliporace@hotmail.com

LIPORACE, MOLINA, GIULIETTI, QUEVEDO RTyC - Afio 15- N2 30 ¢ P4agina 231



* Universidad Tecnoldgica Nacional

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El interés social por la conservaciéon del medio
ambiente ha resultado en el endurecimiento de legis-
laciones ambientales y cambios de politica fiscal que
buscan reducir el impacto ambiental de las activi-
dades desarrolladas por el hombre. En este contexto,
la Argentina enfrenta las consecuencias de la explota-
cion de recursos no renovables (petrdleo, minerales),
de la actividad agropecuaria (uso de agroquimicos)
y de la actividad industrial (industrias quimicas,
petroquimica, curtiembres, celulosa, entre otras), que
muchas veces no contemplan las practicas de conser-
vaciéon del medio ambiente e impactan en diversos
ecosistemas, incluyendo suelos, aguas superficiales
y subterraneas. Entre las clases mas importantes de
contaminantes organicos en el medio ambiente estan
los hidrocarburos del petrdleo y productos haloge-
nados derivados de los petroquimicos. En nuestro
pais amplias zonas se ven afectadas por este tipo de
contaminacion. Tradicionalmente, la eliminacion de
los contaminantes organicos se ha encarado mediante
tecnologias probadamente efectivas que involucran
tratamientos fisicos y/o quimicos [Araruna et al
(2004)]. En la actualidad, a causa de su elevado costo
y la perturbacién que generan sobre las zonas afec-
tadas, solo se aplican en ciertos casos y como primera
accion de emergencia a fin de remover grandes masas
de contaminantes. El petréleo es la principal fuente de
energia para las actividades humanas en la actualidad.
Su utilizacién como tal y como materia prima para la
produccion de diversos compuestos genera uno de los
mayores problemas ambientales que debe enfrentar
el mundo actual. La mayoria de los componentes del
petrdleo son biodegradables, pero ésta degradacion
es relativamente lenta. En este sentido, un objetivo
ecologico prioritario es el desarrollo de nuevas meto-

dologias compatibles con el medio ambiente para la
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remediacion de ambientes contaminados [Juwarkar
etal. (2010)]. Las capacidades de los microorganismos
aerdbicos son particularmente relevantes para la
biodegradacion de dichos compuestos. La degrada-
cién completa de la mayoria de los hidrocarburos se
produce en condiciones aerébicas [Fritsche y Hofri-
chter (2005)]. En los ultimos afios, muchos estudios
han probado la eficacia y la factibilidad del aprove-
chamiento de las capacidades metabdlicas de los
microorganismos (bacterias y hongos) en procesos de
biodegradacién de diferentes grupos de compuestos
[Ponce et al. (2011), Navacharoen y Vangnai (2011)].

El fracaso de la biorremediacion se puede atribuir a las
condiciones ambientales desfavorables, ausencia de vias
catabdlicas apropiadas o biodisponibilidad del compuesto
quimico a degradar. Es por eso que se han desarrollados
diferentes estrategias, como la aplicaciéon de nutrientes
y aireacién (bioestimulacion) [Nikolopoulou (2009)] y el
agregado de degradadores apropiados (bioaumentacion)
[Mrozik et al. (2010)]. El grado de biodisponibilidad es, en
su mayoria, el que condiciona la eliminacién de contami-
nantes del medio, es por eso que el uso de surfactantes,
aumentaria la disponibilidad de los hidrocarburos.

Los biosurfactantes son compuestos producidos
por diferentes géneros de bacterias y hongos. Son
moléculas organicas tensioactivas producidas sobre
superficies vivas, mayormente superficies de células
microbianas o excretadas al medio, que facilitan la
eliminacién de las particulas adheridas al contami-
nante y dan lugar a un descenso significativo de la
tension superficial y/o interfacial. El uso de los mismos
acelera los procesos de biorremediacién de medio
ambientes contaminados por hidrocarburos [Rodri-
gues et al. (2006)]. Diferentes estudios muestran los
potenciales usos de los biosurfactantes en las indus-

trias alimenticias, farmacéuticas [Nitschke y Costa
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(2007)], petroquimicas, en agricultura, en cosmética
[Williams (2009)] y en remediacién de ambientes
contaminados [Mulligan (2009)].

En términos de estructura quimica, los biosurfac-
tantes se pueden dividir en diferentes grupos: glico-
lipidos, lipopéptidos, lipopolisacaridos, fosfolipidos y
acidos grasos o lipidos polares. Son moléculas anfipa-
ticas, que contienen un dominio liposoluble y otro hidro-
soluble. Esta solubilidad parcial permite al surfactante
ocupar la interfase. Se ha visto que tanto la produccion
como las cantidades de biosurfactante obtenido estan
directamente ligadas a las condiciones de crecimiento,
incluyendo: fuente de carbono, nutrientes (nitrégeno,
fosfatos, hierro), pH, temperatura y aireacién [Miller y
Zhang (1997)]. Se han obtenido biosurfactantes que han
sido utilizados en procesos de biorremediacién u otros,
incluyendo agentes terapéuticos, a partir de residuos
agroindustriales como alternativa al uso de sustratos
no renovables [Deleu y Paquot (2004)]. Los sustratos
disponibles en la actualidad son una variedad de resi-
duos organicos procedentes de la agricultura y las
industrias relacionadas. Entre ellos se destaca el glicerol
como fuente de carbono alternativa importante, porque
la cantidad de este co-producto ha ido en aumento
afio tras ano ligado principalmente a la producciéon de
biodiesel [Liguori et al. (2013)].

Desde hace varias décadas, los residuos agroindus-
triales han sido foco de atencién a nivel mundial, debido
a que parte de sus constituyentes pueden ser materia
prima para generar diversos productos de interés
[Aburto et al. (2008)]. Ademas de la importancia econé-
mica que ello supone para la produccién de productos
con mayor valor agregado (enzimas, proteina unicelular,
pigmentos, antibiéticos, etc.), la utilizacion de co-pro-
ductos agroindustriales tiene incidencia en la preserva-

cion del medio ambiente, al considerar el desarrollo de

LIPORACE, MOLINA, GIULIETTI, QUEVEDO

Universidad Tecnoldgica Nacional *

tecnologias orientadas hacia una transformacion susten-
table de los recursos naturales [Aburto et al. (2008)]. La
busqueda de materias primas de bajo costo y facil adqui-
sicién que puedan ser utilizados como sustratos fermen-
tables (fuentes de C o N) constituye uno de los retos mas
interesantes de la biotecnologia actual. A pesar de las
ventajas y la potencial aplicabilidad de estos compuestos
bioldgicos, el éxito de la produccién de los biosurfac-
tantes depende de la economia del proceso utilizado y
el uso de materias primas de bajo costo (10-30% de los
costes globales). También se plantea la necesidad de
atender de una manera ambientalmente responsable, la
disposicion final de los residuos que ya no pueden ser
reutilizados, tomando como base el marco regulatorio
vigente, para evitar que se conviertan en contaminantes
de suelos y aguas, incluidas las subterraneas [Chun-
dawatetal. (2012)].

El objetivo de este trabajo es el desarrollo y optimi-
zacion de un bioproceso para la obtencién de biosur-
factantes destinado al tratamiento bioldgico de suelos
contaminados con hidrocarburos, con el fin disefiar
procesos viables en costos, rendimientos y eficiencia. Se
evaluaran trabajos de disefio de medio de cultivo a partir
del uso de hidrocarburosy co-productos agroindustriales
de la region. Se partira de cepas microbianas aisladas de
suelos crénicamente contaminados con hidrocarburos
en la zona del polo petroquimico Zarate-Campana, Pcia.
de Buenos Aires, especificamente en la Refineria RHASA

[Liporace etal. (2012), Liporace et al. (2012)].
METODOLOGIA
Toma de Muestra y Almacenamiento

Las muestras de suelo y agua fueron recolectadas

con palas de mano de zonas crénicamente contami-
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nadas con hidrocarburos del predio que la empresa
RHASA (Campana) en frascos de 8oocm3. Todas las
muestras fueron debidamente rotuladas y almace-

nadas en heladera a 4°C.
Analisis Fisicoquimico de las Muestras

El andlisis fisicoquimico de las muestras obtenidas
se realizé en el Centro de Investigaciones Toxicol6-
gicas S.A. de la ciudad de Buenos Aires. Se realizaron
tres ensayos a las muestras: Hidrocarburos Totales
(EPA 9071), Rango Organico de Gasolinas (GRO, EPA
8015) y Rango Organico de Diésel (DRO, EPA 8015).

Medios de Cultivo

Se utilizé un medio minimo salino (MSM) [Shen et
al. (1998)] cuya composicion es: 4g de NaNO; 1,5g de
KH,PO,; 0,58 de Na ,HPO ; 0,0011g de FeSO,.7H,0; 0,2g
de MgS0,.7H,0; 0,0132g de CaCl,.2H,0; 20g agar-agar
(cultivo en medio sé6lido) por litro de solucién. El pH
del medio se ajusto a 7,00 + 0,02.

Los sustratos utilizados fueron: una mezcla en partes
iguales de tres hidrocarburos comerciales (HC): nafta
super (RON95), diésel (<2zo00ppm de azufre) y kerosene
(YPF S.A.). Ademas, se utiliz6 glicerol (en primera instancia
de grado analitico, Sistemas Analiticos S.A., Biopack) y
glucosa bacteriolégica (Laboratorios Britania S.A.).

Para realizar los cultivos de activaciéon para los

ensayos, se utilizé caldo de lisogenia (LB).
Aislamiento y Seleccién de los Microorganismos
Las muestras obtenidas fueron cultivadas en Erlen-

meyers, en medio de enriquecimiento (MSM + 4,5%

HC) con el objetivo de seleccionar microorganismos
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nativos productores de biosurfactantes. Estos fueron
cultivados a 100 rpm y 25°C por 72 horas. Este proceso
se repitid 8 veces. A partir de estos cultivos, se inocu-
laron placas en MSM + HC solido a 25°C por 6 dias con
el objetivo de obtener colonias aisladas.

Se evalu6 la capacidad de produccién de biosur-
factantes de las colonias aisladas. Se establecié como
criterio de seleccién la capacidad de un microorga-
nismo para disminuir la tension superficial del sobre-
nadante mas de un 30% respecto del control. Los
cultivos se llevaron a cabo en Erlenmeyers y se incu-

baron a 100rpm y 25°C por 10 dias.

Estimacion de Concentracion de Biomasa

Se llevé a cabo a partir la medicién del peso seco
al cabo de 24 horas (CDW): se centrifugé6 la muestra a
13500 rpm a 19°C durante 15 minutos, se removi6 el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido con n-hexano
para extraer restos de hidrocarburo (Chandankere et al.
2013). Luego, la suspensidén fue trasvasada a un tubo
eppendorf previamente pesado, y se centrifugd nueva-
mente. Se descart6 el sobrenadante y el pellet fue colo-
cado en una estufa a 802C durante 24 hs. En aquellos
casos en los que no se utilizé HC como sustrato para los

cultivos, el pellet fue resuspendido con agua destilada.

Estimacion de la Produccion de Biosurfactantes

La estimacién de la produccién de biosurfactantes
se realizé por tres métodos, a saber: medicién directa
de la tension superficial (ST) del sobrenadante de
cultivo con un tensiémetro Attension Sigma Force
Tensiometer 702 (Biolin Scientific Holding AB) por
el método del anillo de Du Nouy [Walter et al. (2010);
Youssef et al. (2004); Abouseoud et al. (2008)]. Se utili-
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zaron 18ml de sobrenadante de cultivo centrifugado a
13500rpm y 19°C por 15 minutos. El control de cada
medicién fue el medio de cultivo suplementado con
el sustrato correspondiente sin inocular cultivado
en las mismas condiciones que la muestra. Ademas,
se realizé un ensayo de distorsiéon 6ptica en policu-
beta (MPA), realizado segtin Walter et al. (2010), y un
ensayo de capacidad emulsificadora (E24), de acuerdo
a Cooper et al. (1987) con una ligera modificacién.
Ademas de kerosene se utilizo n-hexano, aceite comer-
cial de girasol, diésel comercial (<2000ppm azufre) y

nafta stiper (RON 95) como fases organicas.

Identificacion Genética de los Microorganismos

La identificacion se realizé a partir de la extraccién
del material genético del microorganismo con el kit
comercial Wizard ® Genomic DNA Purification Kit
(Promega®). Este se utiliz6 como templado para una
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) 16s. Se utili-
zaron los primers 27F y 1492R (2ul de solucién 10 uM,
cada uno), 5ul de una solucién buffer 15mM de MgClz,
5ul de solucién 1mM de desoxirribonucleétidos trifos-
fato (dNTP), o,5ul de solucién 30mg/ml de albimina de
suero bovino (BSA), 0,3ul de polimerasa Taq (5U/ul) y
agua desionizada. El ciclo de PCR que se realizé 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. Luego, se purificé el material obte-
nido a partir del kit comercial AxyPrep PCR Clean-up
Kit (Axygen Bioscience). Finalmente, se envié el mate-
rial genético amplificado a la Unidad de Gendmica del
Servicio de Secuenciacion 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.
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Ensayo en Erlenmeyer

Se ensayaron tres concentraciones de fuente de
carbono y tres temperaturas de cultivo diferentes (2%
v/v, 4,5%v/vy 6%v/v; 21°C, 25°C y 29°C respectiva-
mente), y se analizd la capacidad de la cepa microbiana
para crecer y producir compuesto tensioactivo en cada
ensayo. Para ello, se realizé un precultivo en MSM
suplementado con 4,5%v/v HC en un Erlenmeyer de
250ml con 25ml de volumen final durante 6 dias a 25°C
y 120rpm. Luego, se tomo6 una alicuota de este cultivoy
serealiz6 una dilucién con MSM hasta obtener un valor
de densidad 6ptica a 60onm (DO) de 0,200 * 0,010. Se
utilizé 1 ml de esta solucion como inoculo inicial. Para
cada temperatura ensayada se utilizé MSM suplemen-
tado con 2%v/v, 4,5%v/vy 6%v/v HC como sustrato a
120rpm # 2rpm por 6 dias. Cada conjunto de variables
estudiadas fue realizado por duplicado. Se midié CDW,
ST, MPA y pH (inicial y final) de cada cultivo.

Ensayo en Biorreactor

A partir de los resultados obtenidos, se evalu6 el
comportamiento del microorganismo a escala biorre-
actor de laboratorio (modelo BioFlo 115, New Brunswick
Scientific Co.), con una capacidad de 3 litros. Los cultivos
fueron realizados en Erlenmeyers de 250ml con 25ml de
volumen final. Se utiliz6 MSM suplementado con 4,5%v/v
de HC como sustrato. El cultivo se dispuso en un agitador
orbital a 25°C y 120rpm por 6 dias. Luego, una alicuota
de este se diluyé en MSM hasta un valor de DO de 0,200
+ 0,010 y se utilizaron 45ml como inéculo para el biorre-
actor (volumen final 2000ml). El proceso se llevé a cabo

durante 7 dfasa 25°C, 20orpmy un pH inicial de 7,10 + 0,1,
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utilizando 4,5%v/v HC como sustrato. Se tomaron mues-
tras diarias y se midi6 CDW, pH, ST, E24 y MPA. Ademas,
se midi6 el coeficiente global de transferencia de oxigeno
(KLa) con el objetivo de evaluar la eficiencia del sistema
respecto de la transferencia de materia. El KLa se midi6 a

partir del método dinamico simple (Doran P. (2013)).
Ensayo de Induccidn de Sintesis de Biosurfactantes

Se cultivé el microorganismo por 72h a 25°C y
135rpm en un Erlenmeyer con 6oml de medio LB. A
partir de este, se realizé una dilucién en agua destilada
hasta una turbidez correspondiente a una solucién 0,5
McFarland para su uso como indculo de los cultivos.

Los cultivos con MSM suplementados con 20g/1 de
glucosa o 3%v/v de glicerol, como fuentes de carbono,
fueron inoculados e incubados a 135rpm y 25°C por 48hs.
Se tomaron muestras alas 0, 24 y 48 horas y se midi6 CDW,
pH, ST y MPA. La biomasa producida a las 48hs se centri-
fugd a 3500rpm por 20 minutos, se retir6 el sobrenadante
de cultivo y se resuspendi6 el pellet con 10ml de agua
destilada. La solucion resultante se utiliz6 como in6culo
para la siguiente etapa. Con esta solucién se inocularon
Erlenmeyers de 250ml con 125ml de MSM suplemen-
tado con 4,5%v/v de HC como tnica fuente de carbono
y energia. Estos se mantuvieron a 135rpm y 25°C por 72
horas. Se tomaron muestras a las 0, 24, 48 y 72 horas y se
midié CDW, pH, ST y MPA. Se utilizé un MSM suplemen-
tado con glucosa, glicerol o 4,5%v/v de HC segtin corres-

ponda, sin inocular como control para los ensayos.
ANOVA-Estadistica
El analisis estadistico de los datos ha sido llevado a cabo

a través del andlisis de la varianza (ANOVA) y la diferencia

significativa entre medias a través del test de Tukey.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Toma de Muestras y Analisis Fisicoquimico

Se obtuvieron cinco muestras, cuatro de ellas de suelo
correspondiente a sitios crénicamente contaminados
con hidrocarburos de diversos sectores del predio de
la empresa, y la restante, de agua de laguna situada en
las inmediaciones de la empresa. Dos de las muestras
de suelo fueron seleccionadas para llevar a cabo el
analisis fisicoquimico con el objetivo de conocer el tipo
de hidrocarburos presentes en las mismas. Se detect6
la presencia de hidrocarburos poli aromaticos (PAH’s)
y acidos grasos. Esto se debe principalmente a que,
cuando se produce un derrame o vuelco, los hidrocar-
buros de bajo peso molecular, bajo punto de ebullicion
y/o de baja hidrofobicidad, se remueven y/o dispersan

rapidamente por métodos fisicos, principalmente.
Aislamiento y Seleccién de los Microorganismos

A partir de las muestras se aislaron 13 colonias de
microorganismos fenotipicamente diferentes. Estos
se cultivaron para evaluar su potencial utilizacién en
procesos de produccion de biosurfactantes. Para estimar
la capacidad de produccién de tensioactivos se evalu6 ST,
E24 y MPA. Los resultados significativos se muestran en
la Tabla 1 y en la Figura 1.

De las muestras ensayadas, 6 disminuyeron el valor

de ST mas de un 30% respecto del control, por lo que

Muestra LgHC MtHC CoHC AgHC Tk2HC Tk1HCCC Tk1HCCG Control

ST 498 467 450 492 503 539 52,4 75.0

Desvio ., 35, 22 55 59 1,4 27 0,6
estandar

AST 337 377 399 344 329 282 30,2 0,0

Tabla 1. Medidas de tensién superficial de las muestras aisladas.
Los valores se expresan en mN/m.

OPTIMIZACION DE BIOPROCESOS...
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se continuo el estudio con éstas. El MPA respaldé estos
resultados. Por otro lado, ninguna de las muestras ensa-

yadas exhibié capacidad emulsificadora (E24 50%).

Figura 1. Resultados MPA. 1-Lg; 2-Mt; 3-Co; 4-Ag; 5-Tk2;
6-Tk1 CC; 7-Tk1 CG; 8 y 9-Agua destilada
Identificaciéon Bacteriana Mediante Secuenciacion
del ARN Ribosomal 16S de las Colonias Aisladas

Respecto al andlisis filogenético a partir de la
secuenciacion del ARNr16S, se obtuvieron secuencias
de alrededor de 1400 nucleétidos y se las comparé con
3 bases de datos diferentes disponibles de forma on

line. Los resultados se muestran en la Tabla 2.

Grupo al que

. oy )
Cepa Género y Especie (% identidad) perteneceria’

AgHC Pseudomonas koreensis (99,3%) P, fluorescens

Pseudomonas kunmingensis

MtHC (99,6%)

P. oleovorans o P. stutzeri

LgHC Pseudomonas veronii (99,86%) P. fluorescens

Tk1HCCG  Pseudomonas panipatensis (100%) P. aeruginosa

Tk1HCCC  Cellulosimicrobium funkei (99,7%) No corresponde

1De acuerdo a Mulet et al. (2010).

Tabla 2. Resultados de la identificacion de las cepas aisladas.

La muestra CoHC no pudo ser identificada. Esto
podria deberse a que la muestra estaria formada por un
consorcio de microorganismos y no por una cepa aislada.

De éstas, se seleccion6 la cepa AgHC para su poste-
rior estudio en cuanto a la optimizaciéon de medios
de cultivos, ya que fue capaz de disminuir significati-
vamente la tension superficial en MSM con HC como
fuente de carbono, manteniendo esta actividad inva-

riable a lo largo del tiempo.
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Se ensay6 el comportamiento de la cepa a partir de
la estimacién de la producciéon de biomasa y biosur-
factantes en un ensayo a tres temperaturas (21°C, 25°C
y 29°C) y tres concentraciones de fuente de carbono
(2%vV/Vv, 4,5%v/vy 6%v/v).

[HC]
2% 4,5% 6%
Temp.
21°C 0,89 6,44 6,64
25°C -0,23 7,92 10,16
29°C 3,40 7,25 7,38

Tabla 3. Disminucién de tensién superficial (mN/m)
obtenida para cada condicién ensayada.

[HC]
2% 4,5% 6%
Temp.
21°C 0,100 0,243 0,383
25°C 0,107 0,184 0,303
29°C 0,232 0,472 0,436

Tabla 4. Concentracion de biomasa (CDW) obtenida,
en g/l, para cada condicién ensayada.

En la Tabla 3 se observa que la mayor disminu-
cion en el valor de ST se produjo a 25°C y 6% HC,
desde 48,44mN/m * 0,03mN/m hasta 38,29mN/m
+ 0,15mN/m. Ademads, se observé una correlacién
entre el aumento de la concentracién de sustrato y la
disminucién del valor de ST a cada una de las tempe-
raturas. Esto podria atribuirse a que los hidrocarburos
disueltos en soluciéon normalmente modifican la ST
del solvente y/o al hecho de que el microorganismo
requiere de mayor cantidad de tensioactivo para

consumir el sustrato disponible en el medio.

RTyC - Afio 15- N2 30 e Pdgina 237



* Universidad Tecnoldgica Nacional

Por otro lado, se observd crecimiento del microor-
ganismo a todas las concentraciones y temperaturas
ensayadas, teniendo un valor maximo a 29°Cy 6%v/v
HC de 0486g/l + 0,008g/1 (Tabla 4). Nuevamente,
se observd un perfil creciente de concentracién de
biomasa respecto de la concentracién de HC a cada
temperatura ensayada, por lo que, dentro de este
rango, no se observd inhibicién del crecimiento debida

a exceso de sustrato.
Ensayo en Biorreactor

A partir de los resultados previos, se evalu6 el
comportamiento del microorganismo a escala biorre-
actor de laboratorio. El cultivo se llevd a cabo isotérmi-
camente con 6%v/v HC, durante 7 dias. Se monitore6
el pH (tomo valores desde 7,00 + 0,02 hasta 8,26 *
0,05), temperatura (25°C), velocidad de agitacién
(zoorpm * 1 rpm) y oxigeno disuelto (se observé una
disminucién a lo largo del proceso hasta un 90% del
valor inicial). Ademas, como se muestra en la Figura
2, se tomaron muestras diarias para el monitoreo del
proceso a partir de la medicién de CDW y ST. También,
se midié el coeficiente global de transferencia de
oxigeno del sistema (KLa).

En la Figura 2 se observa un perfil de concentracién
de biomasa tipico para un microorganismo creciendo
en un cultivo discontinuo. Se observa una fase de
latencia de 1 dia, una fase exponencial de 3 dias y una
fase estacionaria hasta el final del cultivo. El valor
maximo obtenido fue de 0,698g/l. Con respecto al
valor de ST, se observé una leve disminucién hasta el
dia 2 (de 42,23mN/m * 0,03mN/m hasta 41,25mN/m
+0,11mN/m) seguido de un aumento progresivo hasta
un valor final de 45,71mN/m * 0,08mN/m (mayor al

inicial y al del control).
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Figura 2. Izquierda: ST y concentracién de biomasa en funcién
del tiempo de cultivo. Derecha: variacién de la concentracién de
oxigeno disuelto a lo largo del proceso de medicién del KLa.

Por 1ltimo, se midi6 el valor del coeficiente global
de transferencia de oxigeno del sistema utilizado. La
medicion se llevo a cabo a través del método dinamico

de estimacion del KLa, y el valor obtenido fue 0,0085s-1.

Ensayo de Induccidn de Sintesis de Biosurfactantes

A partir de los resultados obtenidos, se llevaron a
cabo estudios de induccién de producciéon de biosur-
factantes. Los mismos se realizaron en dos etapas:
primeramente, una etapa de crecimiento en una
fuente de carbono de asimilacién simple (glucosa o
glicerol) para un crecimiento rapido. Luego, en una
segunda etapa, se transfirié dicha biomasa a un medio
con 4,5%v/v HC como Unico sustrato para inducir la
produccion de biosurfactantes. El ensayo completo

se condujo por 6 dias (1ra etapa: 2 dias; 2da etapa: 4
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dias) a 25°C y 135rpm. Los resultados obtenidos en la

primera etapa se observan en la Figura 3.
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Figura 3. Resultados de la primera etapa de cultivo.

En esta etapa se observd que el microorganismo
posee capacidad para crecer en ambas fuentes de
carbono. Cuando se utiliz6 glucosa, la bacteria alcanzg,
a las 48hs, una concentracién de 1,29g/1 + 0,06g/1, 3
veces mayor a la obtenida con HC y en un tercio del
tiempo de cultivo. Ademas, en ninguno de los dos
casos se alcanzoé la fase estacionaria de crecimiento,
lo que sugiere que se podria continuar con el cultivo
si se quisiera alcanzar una concentracion de biomasa
mayor, o se podria utilizar menor concentracién de
sustrato con el objetivo de reducir costos de proceso.

Por otro lado, se observa una disminucidon signifi-
cativa en el valor de la tensién superficial del sobre-
nadante de cultivo entre el dia 1 y 2 respecto del
control, para cada uno de los sustratos. A las 48hs de
cultivo se obtuvieron valores de tension superficial de

25,10mN/m #* 0,54mN/m y 27,84mN/m * 0,39mN/m,
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para el cultivo con glucosa y glicerol respectivamente.
Esto representa una disminucién del 46,3% y 54,7%
respecto de cada uno de los controles. Ademas, resulta
una mejora sustancial respecto de los cultivos en los
que se utiliz6 HC como fuente de carbono. En esta
primera etapa se obtuvieron mejores resultados en
comparacion con bibliografia consultada (Abouseoud
etal.2008).Enla Figura 4 se observan los resultados de
la segunda etapa del ensayo. Aqui también se observé
crecimiento del microorganismo hasta valores de
0,43g/1 + 0,07g/1 y 0,35g/1 + 0,06g/1 con glucosa y
glicerol en la primera etapa respectivamente. Estos
resultados muestran un aumento en la concentracion
de biomasa respecto de la obtenida para el cultivo en
las mismas condiciones suplementado Unicamente

con HC (0,184g/1 + 0,027g/1).

~#—=STGLYHC ~——STBlanco GLYHC =X (g/l) GLY - HC

w
o

0,450

EN
&

0,400

.____—-——I\%; 0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

2 25 3 3,5 4 45 5 5,5

Tiempo de Cultivo (Dias)

=
=)

w
S

Tensién Superficial (mN/m)
5 8

o

~+—STGLUHC  =@=ST Blanco GLU HC X (/1) GLU - HC

50 0,50
- 0,45
£ ,
E s ‘____:z—_r,_——l%
H qﬁ 0,40
En 0,35
3 030 o
§ 35 0,25 §
2 020 =
2 30 0,15
§ g
£ 25 0,10
= 0,05

20 0,00

2 25 3 3,5 4 45 5 55
Tiempo de Cultivo (Dias)

Figura 4. Resultados de la segunda etapa de cultivo.

En cuanto a la medicién de ST, el valor se mantuvo
cercano al del control durante todo el experimento. Al

final, dia 2 y 3 de esta etapa, se observé una pequefia
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disminucién, alcanzando valores de 41,29mN/m #*
0,61mN/m y 41,65mN/m * 0,90mN/m, con glucosa-
HC y glicerol-HC respectivamente. La diminucién en
el valor de la ST obtenida result6 despreciable frente a
la esperada. Esta falta de actividad tensioactiva suge-
rirfa que el microorganismo no estaria produciendo

biosurfactantes durante su cultivo en HC.
CONCLUSIONES

Se aislaron 13 cepas de microorganismos capaces
de degradar hidrocarburos como Unica fuente de
carbonoyenergia. De ellas, seis poseen buena actividad
tensioactiva, a partir de su capacidad de disminucién
de la tensién superficial. De estos microorganismos,
cuatro pertenecen al género Pseudomonas sp., uno al
género Cellulosimicrobium sp. y el restante no se pudo
identificar hasta el momento.

Se estudié el comportamiento de la cepaidentificada
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