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RESUMEN
Los biosurfactantes, son moléculas anfifílicas que consisten en una parte hidrofóbica y otra hidrofílica logrando disminuir la tensión superficial del agua y soluciones acuosas. La producción de biosurfactante se ve influenciada por diversos factores, como el tipo de microorganismo, salinidad, pH, temperatura, fuente de carbono, etc. El presente trabajo consistió en evaluar a la cepa Rhodococcus sp. para la producción de biosurfactante. Se realizó un diseño experimental Taguchi L9 donde fueron probadas diferentes concentraciones de fuente de carbono, nitrógeno, sulfato de magnesio y cloruro de fierro en el medio de cultivo. El mejor sistema presentó una disminución de la tensión superficial de 64 mN/m hasta 36.67 mN/m a las 72 horas de incubación, siendo la mejor combinación con 2% de glicerol, 0.55 g/L de nitrógeno, 0.1 g/L de sulfato de magnesio y 7.5 mg/L de cloruro de fierro. Las pruebas de estabilidad del biosurfactante, demostraron su capacidad para mantener su actividad a pH neutro, concentraciones de NaCl hasta de 200 gL-1, y temperaturas de hasta 120°C.La medición de la tensión interfacial, mostró la capacidad del biosurfactante para modificar las fuerzas interfaciales, en sistemas con diferentes solventes. Los resultados de la evaluación de la cepa Rhodococcus sp. como productora de biosurfactante, establece que es interesante continuar con su estudio para posibles aplicaciones en la biorremediación y recuperación de hidrocarburos. 

1. INTRODUCCIÓN
Las especies del género Rhodococcus son microrganismos aerobios, inmóviles y presentan un crecimiento fragmentado entre elementos cocoides y bacilioides (Jones y Goodfellow, 2010). La capacidad de este género para degradar hidrocarburos y otros contaminantes químicos hace que juegue un papel importante en la degradación natural de estos compuestos y en la biorremediación. Esta propiedad es acompañada por la capacidad de producir biosurfactantes (Sadouk et al., 2008). Estas moléculas son predominantemente glicolípidos, pero se han reportado también polisacáridos asociados a la pared celular (Christofi y Ivshina, 2002). En específico, los biosurfactantes, reducen la tensión interfacial ente los sistemas aceite/agua. La aplicación de los biosurfactantes en la biorremediación de sitios contaminados con compuestos orgánicos, como los hidrocarburos, sirven para aumentar la biodegradación y remoción de contaminantes. Los mecanismos involucrados son la solubilización o la emulsificación del aceite (Banat et al., 2010).
La formulación del medio de cultivo y los factores ambientales, como el pH, temperatura, agitación y disponibilidad de oxígeno, pueden afectar la producción del biosurfactante (Jardim et al., 2010; Pal et al., 2009). El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de diferentes componentes del medio de cultivo en la producción de biosurfactante por la cepa Rhodococcus sp. 

[bookmark: _Toc379945476][bookmark: _Toc379969940][bookmark: _Toc379971938][bookmark: _Toc379972218]2. MATERIALES Y MÉTODOS 
Se empleó un medio mineral modificado indicado por Philp y colaboradores (2002). Se elaboró un diseño Taguchi L9 a tres niveles con cuatro variables correspondientes a diferentes concentraciones de nutrientes (Tabla 1). Los valores de cada uno de los niveles se muestran en la tabla 2. Los tratamientos se inocularon con la cepa de Rhodococcus y se incubaron a 30 °C a100 rpm  por 100 h. La presencia de biosurfactante fue evaluado mediante la medición de tensión superficial al sobrenadante de los cultivos, usando un tensiómetro (Salager, 2005). Los tratamientos se realizaron por triplicado.
[bookmark: _Toc379973061]Tabla 1. Diseño experimental Taguchi L9
	No. de tratamiento
	Concentración de glicerol
	Concentración de KNO3
	Concentración de  Mg SO4
	Concentración de FeCl3

	1
	1
	1
	1
	1

	2
	1
	2
	2
	2

	3
	1
	3
	3
	3

	4
	2
	1
	2
	3

	5
	2
	2
	3
	1

	6
	2
	3
	1
	2

	7
	3
	1
	3
	2

	8
	3
	2
	1
	3

	9
	3
	3
	2
	1


.
[bookmark: _Toc379973062]Tabla 2. Concentración de los niveles estudiados en el diseño experimental Taguchi
	Nivel 
	Glicerol (%)
	KNO3 (gL-1)
	MgSO4  (gL-1)
	FeCl3 (gL-1)

	1
	1.5%
	0.40 
	0.1 
	0.005 

	2
	2%
	0.55 
	0.15 
	0.0075 

	3
	2.5%
	0.75 
	0.2 
	0.01 


[bookmark: _Toc379945495][bookmark: _Toc379969941][bookmark: _Toc379971940][bookmark: _Toc379972220][bookmark: _Toc379973063][bookmark: _Toc379973327]
Los resultados del diseño experimental Taguchi, fueron analizados empleando el software Statistica v.6, considerando como variable de respuesta la disminución de la tensión superficial (TS).

3. PARTE EXPERIMENTAL  (RESULTADOS Y DISCUSIÓN)
Los resultados del diseño experimental Taguhi se observan en la tabla 3

Tabla 3. Resultados de los 9 tratamientos probados en el diseño experimental Taguchi a las  96 h 
	Tratamiento
	Tensión superficial 
control (mN/m)
	Tensión superficial tratamiento (mN/m)

	1
	62.14
	48.69

	2
	52.58
	42.57

	3
	51.51
	50.48

	4
	68.37
	53.77

	5
	65.37
	39.26

	6
	64.14
	36.64

	7
	70.72
	54.37

	8
	68.88
	48.98

	9
	68.76
	51.01



Los tratamientos 5 y 6 mostraron los mejores resultados de tensión superficial a las 72 horas de incubación. El tratamiento 5 mostró una disminución de la tensión superficial de 26 unidades y el tratamiento 6 de 27 unidades, en el mismo periodo. Este tratamiento es un sistema con concentración alta de KNO3 (0.75 g/L), baja de sulfato de magnesio (0.1 g/L) y concentración media de cloruro de fierro. Los resultados sugieren que para la producción de biosurfactante la mejor concentración de glicerol fue 2%.  El análisis estadístico del diseño  muestra que el mayor efecto sobre la disminución de la tensión superficial es ocasionado por la concentración de  la fuente de carbono (figura 1). Siendo la concentración de nitrógeno el segundo factor más importante, y presentando el mejor resultado a 0.75 g/L. La concentración de sulfato de magnesio óptima para la producción de agente tensoactivo de Rhodococcus se encontró a 0.1 g/L, es decir, la concentración más bajas del intervalo evaluado. El nivel óptimo de la concentración de cloruro de fierro, fue en la concentración de 7.5 mg/L, correspondiente al nivel medio. 
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[bookmark: _Toc379971956][bookmark: _Toc379972236]Figura 1. Efecto de los 4 factores en el análisis estadístico Taguchi en la tensión superficial 

 En la Tabla 4 se muestra la combinación óptima resultante del análisis estadístico del software (combinación estadística o teórica) y la mejor combinación experimental (tratamiento 6). 

[bookmark: _Toc379973066]Tabla 4. Combinación estadística vs. Combinación experimental
	Factor
(concentraciones)
	Combinación Estadística
	Combinación experimental

	Glicerol
	2
	2

	
	2
	3

	MgSO4
	1
	1

	FeCl3
	2
	2



En este tratamiento la TS disminuyó casi 30 unidades a las 96 horas de incubación con respecto al control. Este resultado es comparable con el reportado por Najafi et al. (2010) para Bacillus mycoides usando una fuente de carbono soluble en agua y por Kim (1990) para Rhodococcus erythropolis y Nocardia corynebateroides, con una disminución de la tensión superficial de 30 unidades aproximadamente, para cada uno de los organismos creciendo en sustratos inmiscibles en agua.
Los estudios indican que la composición del medio, incluida la fuente de carbono, y nitrógeno, juegan un papel crítico en la concentración de biosurfactante producido (Wu, 2008). Ciapina et al. (2006), reportaron una disminución de la tensión superficial en el cultivo de Rhodococcus erythropolis, usando glicerol como sustrato, de 28 unidades. Por su parte Jardim et al., (2010) probaron la influencia del glicerol a 3 diferentes concentraciones, para la producción de biosurfactantes por Rhodococcus erythropolis ATCC 4277. Este trabajo demostró que la producción óptima del biosurfactante por Rhodococcus sp.se presenta con glicerol al 2%. Respecto a los metales, se ha reportado la importancia del Fe y Mg como factores coenzimáticos en concentraciones menores a 0.2 g/L y 0.01 g/L respectivamente, para la producción  de biosurfactante por P. aeruginosa (Sabasioglu,2008). El análisis de los resultados mostró que la cepa Rhodococcus sp. tiene potencial para la producción de biosurfactante y estos resultados son comparables a los reportados en la literatura. La figura 2 muestra el efecto los factores evaluados (concentración de fuente de carbono y la concentración de nitrógeno) sobre la disminución de la tensión superficial. En este caso se observa que un cambio en la concentración de estos componentes, afecta drásticamente la reducción de la tensión superficial. El valor óptimo de nitrógeno y carbono se encontró en el nivel 2, correspondiente a la concentración de 0.55  y 2 g/L respectivamente.
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[bookmark: _Toc379971957][bookmark: _Toc379972237]Figura 2. Superficie de respuesta en la disminución de la TS por la concentración de C y N.

(Tabla 5). Efecto de factores ambientales  en la estabilidad del biosurfactante producido por  Rhodococcus sp.
	Temperatura (°C)
	TS (mN/m)
	
	Salinidad
	TS (mN/m)

	22
	31.1
	
	0
	31.8

	38
	32.6
	
	50
	31.6

	50
	34.3
	
	100
	34.05

	70
	34
	
	150
	34.4

	100
	33.3
	
	200
	34.7



Las pruebas de estabilidad del biosurfactante, demostraron su capacidad para mantener su actividad a pH neutro, concentraciones de NaCl hasta de 200 gL-1, y temperaturas de hasta 120°C (tabla 5).
La medición de la tensión interfacial, mostró la capacidad del biosurfactante para modificar las fuerzas interfaciales, en sistemas modelo. Con hexano, el biosurfactante producido por Rhodococcus sp. disminuyó la tensión interfacial de 47.18 a 17.98 mN/m, con queroseno de 28.79 a 5.86 mN/m, con diesel de 29.98 a 5.42 mN/m, con hexano de 45.61 a 9.71 mN/m y con heptano, de 45.15 a 7.64 mN/m.

4. CONCLUSIONES
[bookmark: _GoBack]Mediante un diseño experimental Taguchi se logró optimizar el medio de cultivo, para la producción más eficiente de biosurfactante producido por Rhodococcus sp. EL sistema con mejores resultados tiene la siguiente formulación: nitrógeno 0.75 g/L; sulfato de magnesio 0.1 g/L; cloruro de fierro fue de 7.5 mg/L y glicerol al 2%. El análisis estadístico del diseño experimental Taguchi L9 de los factores estudiados, indica que la concentración de la fuente de carbono y nitrógeno son las variables con mayor efecto en la producción de biosurfactante. El biosurfactante se mantuvo estable a diferentes condiciones ambientales, y fue capaz de disminuir la tensión interfacial de diferentes solventes orgánicos.
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