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RESUMEN 

 

TITULO: PRODUCCIÓN DE BIOSURFACTANTES A PARTIR DE RESIDUOS 

AGROINDUSTRIALES UTILIZANDO BACILLUS SUBTILIS 

 

AUTORES: David Caballero Torres, María Angélica Castillo Castañeda. 

PALABRAS CLAVES: Biosurfactantes, Bacillus subtilis, residuos, suero de leche, extracto de piña, 

mucílago del café. 

 

Los residuos orgánicos provenientes de productos agroindustriales presentan un impacto 
ambiental negativo al ser vertidos en las fuentes hídricas (en caso de ser líquidos) o en las basuras 
(para residuos sólidos). En esta investigación se desea evaluar el potencial para producir 
biosurfactantes de algunos residuos que se generan en grandes cantidades en Santander, como lo 
son: extracto de la piña, lactosuero dulce y mucílago de café, utilizándolos como medio de cultivo. 
Se utilizaron medios de cultivo con 1 g.L-1 de sulfato de amonio, 10 g.L-1 de azúcares reductores 
totales y pH de 7. Se inocularon por 72 horas a condiciones de 150 rpm y 30 °C. Se realizó una 
extracción y purificación de los biosurfactantes secretados en el medio de cultivo utilizando 
diclorometano con relación 2:1 en 3 etapas. El rendimiento de biosurfactante sin purificar por litro 
de cultivo fue de  3,75 g.L-1 para mucílago de café, 2,23 g.L-1 para extracto de piña, 5,20 g.L-1 para 
medio LB y 6 g.L-1 para lactosuero.  La concentración de los biosurfactantes semipurificados fue de 
4,07 mg.mL-1 para el mucílago de café, 4,63 mg.mL-1 para el extracto de piña, 3,37 mg.mL-1 para el 
medio LB y 0,72 mg.mL-1 para el lactosuero. En la prueba de barrido de salinidad el biosurfactante 
obtenido en medio de mucílago de café presentó mayor volumen emulsificado que el del lactosuero 
y el extracto de piña. Los medios de cultivo formulados a partir de los residuos agroindustriales 
escogidos e inoculados con Bacillus subtilis a las condiciones establecidas, presentaron actividad 
tensoactiva sugiriendo la presencia de biosurfactantes.    

                                                             
 Proyecto de grado. 
 Facultad de Ingenierías Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Director: Ph.D. Viviana 
Sánchez Torres. Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.   
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ABSTRACT 

 

TITLE: BIOSURFACTANTS PRODUCTION FROM AGROINDUSTRIAL WASTE USING 

BACILLUS SUBTILIS 

AUTHORS: David Caballero Torres, María Angélica Castillo Castañeda. 

KEYWORDS: Biosurfactants, Bacillus subtilis, waste, whey, pineapple peel, coffee mucilage. 

 

The organic wastes from agroindustrial products have a negative environmental impact when they 
are poured into water sources (in case of liquids) or garbage (solid waste). In this study we aimed to 
evaluate the potential to produce biosurfactants from some kind of wastes generated in large 
quantities in Santander such as: pineapple extract, sweet whey and coffee mucilage, using them as 
culture medium. Culture media were used with 1g.L-1 of ammonium sulfate, 10g.L-1 of ART and pH 
7. They were inoculated for 72 hours at 150 rpm and 30 ° C conditions. Final product was purified 
and characterized using dichloromethane at a 2:1 ratio in 3 stages. The crude biosurfactant yield 
per liter of culture was 3.75 g.L-1 for coffee mucilage, 2.23 g.L-1 for pineapple extract, 5.20 g.L-1 LB 
medium and 6 g.L-1 for whey. The concentration of semipurified biosurfactants was 4.07 mg.mL-1 for 
coffee mucilage, 4.63 mg.mL-1 for pineapple extract, 3.37 mg.mL-1 for LB medium and 0.72 mg.mL-1 
for whey. In the sweep test salinity the biosurfactant obtained from coffee mucilage showed higher 
volume emulsified than the obtained from whey and pineapple extract. The culture media 
formulated from the selected agro-industrial wastes and inoculated with Bacillus subtilis at the 
established conditions, showed surfactant activity suggesting the presence of biosurfactants. 

                                                             
  Bachelor thesis 
 Facultad de Ingenierías Fisicoquímicas. Escuela de Ingeniería Química. Director: Ph.D. Viviana 
Sánchez Torres. Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.   
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INTRODUCCIÓN 

 

Los vertimientos de hidrocarburos en suelos como consecuencia de actividades 

industriales, derrames accidentales o mala disposición representan un problema 

grave de contaminación para las fuentes de agua subterránea [1]. Una de las 

técnicas utilizadas para descontaminar este tipo de derrames es la 

biorremediación in situ por medio de microorganismos capaces de degradar las 

sustancias allí presentes. Sin embargo, uno de los problemas que presentan es la 

poca accesibilidad en fase acuosa de los hidrocarburos, debido a que la mayoría 

son insolubles en agua y forman capas o agregados entre las superficies del suelo 

y estas sustancias [2].  

 

Para la solución a este problema es necesario agregar moléculas tensoactivas las 

cuales son capaces de modificar la tensión interfacial reduciendo la energía libre 

del sistema, haciendo más estables las mezclas de sustancias que se componen 

de dos fases para promover la formación de emulsiones [3]. La producción de 

surfactantes a nivel mundial se estimó en el año 2007 alrededor de 10 millones de 

ton/año [4].  Debido a que la mayoría de surfactantes utilizados en la industria 

proceden de origen petroquímico, éstos no son renovables y su posterior 

disposición resulta en una afectación medioambiental. Por lo tanto existe un 

interés en la producción de surfactantes biodegradables que además representen 

un recurso renovable [5].  

 

Los biosurfactantes producidos por microorganismos son una alternativa a los 

surfactantes convencionales debido a que presentan múltiples ventajas frente a 

ellos como: notable actividad superficial comparada con los sintéticos; tolerancia al 

pH, concentración de sales y temperatura; biodegradabilidad y baja toxicidad [6]. 

Dentro de los biosurfactantes más potentes se encuentran lipopéptidos como la 

surfactina producida por la bacteria Bacillus subtilis [7]. Este lipopéptido aniónico 

tiene la capacidad de reducir la tensión superficial del agua de 72 mN.m-1 a 27 
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mN.m-1 en concentraciones de aproximadamente 10 µmol.L-1 [8]. Sin embargo el 

costo elevado de los medios de cultivo hace que sea una necesidad buscar 

medios alternativos que permitan reducir los costos de producción [9] como por 

ejemplo los residuos procedentes de actividades agroindustriales. 

 

Teniendo en cuenta que Colombia es un país dedicado en su mayoría al sector 

agroindustrial, se presenta la oportunidad de conseguir fácilmente subproductos 

originados en el desarrollo de estas actividades. En el presente trabajo se buscó 

producir biosurfactantes a partir de residuos de cáscara de piña, lactosuero, y 

mucílago de café utilizando B. subtilis. Para caracterizar la actividad de los 

surfactantes se estudió el comportamiento de las fases agua-aceite-surfactante al 

variar la concentración de sales.  
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1. FUNDAMENTO TEÓRICO 

 

1.1  RESIDUOS AGROINDUSTRIALES 

 

La agroindustria es una actividad económica que combina procesos agrícolas con 

industriales para generar materias primas semi-elaboradas destinadas al mercado, 

además de comercializar productos provenientes del campo [10]. Los residuos 

sólidos o líquidos provenientes de la agroindustria, presentan materia orgánica 

que puede ser utilizada como sustrato para procesos biológicos que permitan 

obtener productos de valor agregado.  

 

1.1.1 Extracto de piña. Santander cuenta con 5.600 hectáreas donde se cultiva 

piña, en los municipios de Girón, Rionegro y Lebrija [11]. En el 2010 se reportó un 

rendimiento de 50.285 kg por hectárea cultivada con piña en Santander [12]. La 

composición media de los residuos de piña, extracto y corazón se presentan en la 

Tabla 1. Teniendo en cuenta que el extracto de la piña es rico en vitaminas y 

azúcares [13] se desea utilizar como fuente de carbono para la producción de 

surfactina con la especie B. subtilis. 

 

Tabla 1. Composición físico-química de la piña en porcentaje. 

 

Parámetro Residuo de piña 

Humedad (%) 91,35 

Cenizas (mg/100g) 0,04 

Ácido ascórbico (mg/100g) 26,5 

Azucares reductores (%) 8,2 

Azucares no reductores (%) 8,8 

Fibra cruda (g/100g-fw) 0,6 

Proteína (mg/100g) 10 

 

Fuente: Hemalatha et.al (2013) [14]. 
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1.1.2  Lactosuero. El lactosuero es un subproducto originado por la coagulación 

de la leche, ya sea por vía ácida o enzimática, donde la primera produce 

lactosuero ácido y la segunda lactosuero dulce. En la Tabla 2 se presenta la 

composición fisicoquímica del lactosuero dulce, el cual se usará debido a alto su 

contenido nutricional, proveniente de la coagulación enzimática de la caseína [15].  

 

Tabla 2. Composición físico-química del lactosuero dulce. 

Propiedad Lactosuero dulce 

pH 6,4-6,6 

Sólidos Totales (%) 7 

Ácido Láctico [g.L-1] 0,37 

Proteínas (%) 0,86 

Cenizas (%) 0,587 

Grasa (%) 0,55 

Lactosa (%) 4,74 

 

Fuente: Bon Rosas (1990) [16]. 

 

1.1.3  Mucílago de café. Para la industria del café, solo el 9.5% del fruto fresco 

se utiliza para el consumo humano y el 90.5% restante queda como residuo. El 

mucílago de café corresponde a una fibra soluble ubicada entre el mesocarpio y el 

endocarpio del grano de café, la composición del mucílago de café se presenta en 

la Tabla 3 [17]. Debido a que el mucílago es rico en nutrientes, los vertimientos de 

este residuo al suelo o fuentes hídricas provocan una sobrecarga de materia 

orgánica, afectando el medio ambiente. 

 

Tabla 3. Composición físico-química del mucílago de café.  

 

Porcentaje de Composición  en base seca % 

Azucares Totales 45,8 

Azucares reductores 30 

Azucares no reductores 20 

Celulosa y cenizas 17 

 

Fuente: Bressani (1987) [18].  
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1.2  BACILLUS SUBTILIS 

 

B. subtilis es una bacteria Gram positiva [19] con la capacidad para formar 

endosporas que le ayudan a sobrevivir a ambientes hostiles [20]. Se considera 

una bacteria aerobia facultativa [21], se encuentra principalmente en el suelo y se 

conoce que hace parte de la microbiota intestinal de los seres humanos [22]. 

Debido a su versatilidad para ser manipulada genéticamente, la B. subtilis se ha 

convertido en un microorganismo ampliamente utilizado la para producción de 

metabolitos secundarios [23]. El crecimiento de esta bacteria se lleva a cabo en un 

rango de temperaturas de 5 °C-55 °C, presentando valores óptimos de 28 °C-30 

°C. En cuanto al pH el rango activo de crecimiento es  5,5-8,5 [24]. 

 

1.3  SURFACTANTES 

 

Un surfactante es una sustancia que al presentarse en baja concentración en un 

sistema tiene la capacidad de adsorberse sobre las superficies o interfases del 

sistema [3]. En el caso de las interfases reduce la energía libre del sistema que es 

la mínima cantidad de trabajo requerida para formar una interfase. Los 

surfactantes están formados por una cabeza polar y una cola apolar la cual 

generalmente es un ácido graso [25]. 

 

Los surfactantes se clasifican de acuerdo a la naturaleza de la carga de su 

fracción polar [26]: 

 

 Catiónico: presentan una carga positiva. 

 Aniónico: presentan una carga negativa. 

 Anfótero: contienen carga negativa y positiva. 

 No iónico: no posee cargas.  
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Los surfactantes tienen aplicaciones en la industria de petróleo, de cosméticos, de 

productos de higiene y de limpieza [10] siendo este último el sector que utiliza la 

mayor parte de los surfactantes producidos como materia prima para la fabricación 

de detergentes de uso doméstico [5]. La mayoría de los surfactantes disponibles 

son sintetizados a partir de derivados del petróleo [7].  

 

1.3.1 Biosurfactantes producidos por B. subtilis. En 1968 se descubrió la 

existencia de un nuevo compuesto biológicamente activo producido por B. subtilis, 

el cual fue denominado surfactina, debido a su alta actividad superficial y 

emulsificante [27]. La molécula es un lipopéptido compuesto por un  ciclo de 7 

aminoácidos y ácido graso β-hidroxiácido con una longitud de cadena que varía 

entre los 12 a 16 átomos de carbono [28]. Tanto el tipo de aminoácidos presentes 

en el ciclo como la longitud de la cadena del ácido graso dependen de la cepa 

utilizada, de las condiciones de cultivo y la naturaleza del medio [29]. En la Figura 

1 se presenta la estructura de la surfactina.  

 

Figura 1. Estructura de la surfactina. 

 

Fuente: Autores usando programa Jmol. 

 

Las interacciones que puede realizar con los componentes fosfolipídicos de las 

membranas celulares le confieren a la surfactina propiedades bactericidas, 

fungicidas, antivirales, antitumorales, inmunomoduladoras, así como servir de 

vehículo para la administración de medicamentos por vía pulmonar [30]. En   
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cuanto a su estabilidad frente a diferentes condiciones como temperatura, pH y 

concentración de sales; las cuales afectan a la mayoría de surfactantes, la forma 

cíclica de la surfactina y su composición mixta de lípidos y polos proteicos la 

convierten en una sustancia con una estabilidad destacable [31]. No obstante se 

han reportado otros lipopéptidos de acción surfactante como la Iturina A y la 

fengicina, con propiedades similares a la surfactina los cuales también son 

producidos por B. subtilis [32].  

 

1.4  CARACTERIZACIÓN DE BIOSURFACTANTES 

 

1.4.1  Prueba de la gota colapsada. La prueba de la gota colapsada es un 

método cualitativo que se utiliza para determinar la acción surfactante de una 

sustancia. Una gota de un compuesto apolar se agrega a una superficie sólida 

sobre la cual se deposita una gota de fase acuosa. Si la fase acuosa no contiene 

surfactantes repelerá la fase polar y se formarán gotas estables. Si al contrario, el 

líquido contiene surfactante, la gota se dispersará hasta colapsar debido a la 

disminución de la tensión interfacial entre el líquido de la gota  y la parte 

hidrofóbica [33].  

 

1.4.2  Barrido de salinidad. Cuando a una mezcla agua-aceite se adiciona una 

sustancia tenso activa, a menudo se forman sistemas llamados micelas que dan 

origen a microemulsiones las cuales son sistemas isotrópicos 

termodinámicamente estables [34]. La formulación de este tipo de sistemas 

requiere establecer parámetros de composición, como la proporción en la que se 

adicionan los componentes al sistema,  y fisicoquímicos como temperatura y 

presión en el caso de las físicas y la salinidad en fase acuosa, número de 

carbonos del aceite, longitud de la cola apolar del surfactante y presencia de co-

surfactantes en el caso de las variables químicas [35].   
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Hay tres comportamientos que pueden presentar los sistemas agua-surfactante-

aceite; se dice que exhibe un comportamiento Tipo I, cuando el surfactante posee 

mayores interacciones con la fase acuosa, si por el contrario se presenta mayor 

afinidad del surfactante con la fase apolar se dice que es de Tipo II, y si se 

presentan interacciones de carácter similar tanto en la fase acuosa como en la 

fase orgánica se habla de un comportamiento Tipo III [36]. Los tipos de 

comportamiento de dichos sistemas se presentan en la Figura 2. 

 

Figura 2. Comportamiento de sistemas agua-surfactante-aceite. 

 

 

 Fuente: Vidal Prada (2013) [35].  
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2.  METODOLOGÍA 

 

La Figura 3 ilustra el proceso global de la producción de biosurfactantes utilizando 

residuos agroindustriales a partir de B. subtilis. 

 

Figura 3. Diagrama metodológico de la producción de biosurfactantes utilizando 

lactosuero, mucílago de café y extracto de piña como sustrato a partir de B. 

subtilis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1 ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

 

Como sustrato se utilizó extracto de piña, mucílago de café y lactosuero. El 

extracto de piña se obtuvo mediante una infusión de 500 g de cáscara de piña y 3 

litros de agua destilada por 150 minutos a 97 °C. El mucílago de café y el 

lactosuero se utilizaron sin ningún procesamiento adicional. Se removieron 

mediante filtración las impurezas presentes en los sustratos utilizando un tamiz de 

apertura nominal de 150 µm. Los filtrados fueron almacenados a 4 °C. La bacteria 

ACONDICIONAMIENTO 

 

PRODUCCIÓN  

EXTRACCIÓN 

CARACTERIZACIÓN 
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Bacillus subtilis utilizada en esta investigación fue donada de The Pennsylvania 

State University. 

 

2.1.1 Caracterización de los sustratos. Se midió el pH inicial de cada uno de 

los sustratos utilizando el medidor de pH ORION 3 STAR BENCHTOP (Thermo 

Scientific, Estados Unidos). Se determinó la concentración de azúcares reductores 

totales (ART) utilizando el método del DNS de Miller [37] y el espectrofotómetro 

GENESYS 10S UV-Vis (Thermo scientific, Estados Unidos). Para realizar la curva 

de calibración se emplearon soluciones patrón de glucosa. La descripción 

detallada del método se encuentra en el Anexo A. 

 

2.1.2 Determinación de la concentración de ART en los medios de cultivo. 

En cajas de Petri se prepararon medios sólidos (15% agar) de cada sustrato con 

concentraciones de ART de 5 g.L-1, 10 g.L-1 y con los sustratos sin dilución. Se 

ajustó el pH de los medio de cultivo a 7 adicionando NaOH 3 M y se inocularon 

con B. subtilis por agotamiento utilizando un asa bacteriológica. Posteriormente se 

determinó por medio de inspección visual la concentración óptima para el 

crecimiento bacteriano. 

 

2.1.3 Adición de una fuente de nitrógeno. Para determinar si la adición de una 

fuente adicional de nitrógeno favorece el crecimiento, se prepararon 3 tubos de 

ensayo con 3 mL de medio con cada uno de los sustratos utilizando la 

concentración óptima de ART (sección 3.1.2). Se inocularon dos tubos cada uno 

con una colonia de B. subtilis, uno sin fuente de nitrógeno externa y el otro 

agregando sulfato de amonio a una concentración de 1 g.L-1 [38]. Los tubos se 

incubaron a 150 rpm, 30 °C y 72 horas.  En cajas de Petri con medio Luria Bertani 

(LB)-agar se sembraron 20 µL de los cultivos con diluciones 10-2, 10-3, 10-4. Las 

cajas se incubaron a 30 °C por 24 h y por inspección visual se determinaron las 

mejores condiciones de crecimiento.  
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2.1.4   Crecimiento celular de B. subtilis. Se realizaron cultivos de B. subtilis en 

125 mL de medio de cultivo elaborado con cada uno de los residuos 

agroindustriales con las concentraciones de ART y nitrógeno externo 

seleccionadas en las etapas 3.1.2 y 3.1.3.  El pH se ajustó a 7 porque es el que 

favorece el crecimiento de B. subtilis. Como control del crecimiento se escogió el 

medio LB, el cual es un medio reportado en la literatura favorable para el 

crecimiento de B. subtilis.  Los cultivos se incubaron a  150 rpm y 30 °C.  Se 

tomaron muestras del cultivo cada 6 horas durante 78 horas. Debido a la turbidez 

del medio a base de lactosuero, no se pudo medir la densidad óptica (DO). La 

cantidad de células de la muestra de lactosuero fue determinada por conteo de 

unidades formadoras de colonias UFC [39] con diluciones desde 10-2 hasta 10-4, 

en cajas Petri con medio LB-agar después de 24 horas de incubación a 30 °C. 

Para los medios de extracto de piña, mucílago de café y LB se determinó la DO a 

600 nm en el espectrofotómetro Lambda 25 UV/VIS (Perkin Elmer, Estados 

Unidos) y luego fueron convertidos a UFC utilizando como factor de conversión el 

número de UFC obtenidas al inocular 1 μL de cultivo con dilución 10-2 en cajas 

Petri con medio LB-agar, partiendo de una DO de 0.5 en cada uno de los medios 

analizados.  

     

2.1.5 Prueba de la gota colapsada.  De cada cultivo realizado en la etapa 3.1.4, 

se retiró 1 mL durante las horas 60, 66, 72 y 78. Se agregaron a tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL y se centrifugaron en una centrífuga Model 6500 

(KUBOTA, Japón) a 10000 g y 4°C por 15 minutos. Se forró una lámina de vidrio 

con papel milimetrado y parafilm donde se agregaron 2 µL de aceite de motor y 

posteriormente 5 µL de sobrenadante a la gota de aceite, se dejaron reposar por 

10 minutos y se observó en un estereoscopio. La presencia de biosurfactantes en 

los medios inoculados hará que el área de la gota de aceite disminuya con el 

tiempo debido a la reducción de la tensión superficial del agua. Empleando el 

programa Image J (National Institutes of Health, USA) se midió y comparó por 
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medio de un ANOVA el cambio de área después de 10 minutos de agregar la gota 

de sobrenadante como lo indica la Figura 4. 

 

Figura 4. Diagrama de cambio de la prueba de la gota colapsada. 

 

 

2.2 PRODUCCIÓN DE BIOSURFACTANTES 

 

Se realizó un precultivo de B. subtilis en un erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de 

medio LB y se incubó por 24 horas a 30 °C.  Se realizaron cultivos con 300 mL de 

los medios LB, extracto de piña, mucílago de café y lactosuero con una DO inicial 

de 0,1 y se incubaron en agitador orbital rotatorio a 30 °C y 150 rpm hasta 

alcanzar el mismo número de UFC por mL de la curva de crecimiento a las 72 

horas [5]. Los experimentos se realizaron por triplicado.  Los cultivos fueron 

centrifugados a 10.000 g y 4 °C por 15 minutos. Se separó el sobrenadante de 

cada cultivo y su pH  fue ajustado a 2 con HCl 3 M. Luego de 24 h en reposo, los 

sobrenadantes se centrifugaron con las mismas condiciones empleadas 

previamente. El sobrenadante fue descartado y el precipitado fue pesado y diluido 

en 30 mL de agua destilada con pH 7 [40]. Los resultados se expresaron como 

gramo de biosurfactante producido por litro de residuo utilizado [g.L-1]. 
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2.3 EXTRACCIÓN DE BIOSURFACTANTES 

Las muestras fueron pasadas por filtros de 47 μm de diámetro de poro para 

eliminar los residuos provenientes de la precipitación del biosurfactante. Se realizó 

una extracción líquido-líquido con 3 etapas y relación 2:1 con diclorometano: agua 

a temperatura ambiente. Se dejó reposar por una hora para la separación de las 

fases y se extrajo la fase orgánica encontrada en la parte inferior (debido a que el 

diclorometano es más denso que el agua). Se rotoevaporó a 40 °C para recuperar 

el solvente y el surfactante fue nuevamente pesado y diluido en 30 mL de agua 

destilada. El producto fue denominado como biosurfactante semipurificado [5]. Los 

resultados se tabularon como los miligramos de biosurfactante semipurificado 

producido por mililitro de agua [mg.ml-1]. 

 

2.4 CARACTERIZACIÓN DE BIOSURFACTANTES PRODUCIDOS 

 

2.4.1. Barrido de salinidad. Se preparó una solución madre de NaCl al 25% p/p. 

Se fijó la concentración de los biosurfactantes a partir de medio LB, extracto de 

piña, mucílago, y lactosuero a 1 mg.mL-1. Se utilizó una relación 1:1 entre la fase 

acuosa y la fase orgánica. Se utilizaron pipetas de 5 mL graduadas y selladas en 

la parte inferior donde se ajustó la concentración de sal a 1,5%, 3%, 4,5% y 6%. 

Las pipetas fueron tapadas en la parte superior e invertidas 4 veces su posición 

vertical diariamente durante 10 días [35]. El volumen de la emulsión formada fue 

medido a diario hasta encontrar la salinidad óptima la cual se presenta cuando el 

comportamiento del sistema agua-surfactante-aceite es tipo III.  
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3. RESULTADOS 

 

3.1  ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

 

3.1.1  Caracterización de los sustratos. La Tabla 4 muestra los valores 

obtenidos de la cantidad de ART y el pH que contienen el lactosuero, el extracto 

de piña y el mucílago del café.  

 

Tabla 4. Concentración de ART en lactosuero, extracto de piña y mucílago de 

café. 

Medio de cultivo Concentración ART [g.L-1] pH  

Lactosuero 58,44 6,9 

Extracto de piña 37,1 4,2 

Mucílago de café 30,8 5,5 

 

3.1.2 Determinación de la concentración optima de ART en los medios de 

cultivo. La bacteria fue capaz de crecer en los 3 medios de cultivo a diferentes 

concentraciones utilizando 15% de agar como agente aglutinante Anexo B. En las 

cajas de Petri utilizando los medios sin dilución la bacteria no creció debido a 

inhibición por sustrato. Las colonias de B. subtilis presentaron menor tamaño en el 

medio con lactosuero.  

 

3.1.3 Fuente de nitrógeno. Se evidenciaron menores cantidades de UFC en las 

muestras de los tubos que no contenían 1 g.L-1 de sulfato de amonio demostrando 

que los medios de cultivo no tienen la cantidad de nitrógeno suficiente para el 

crecimiento de la bacteria. Anexo C. Debido a que la producción surfactante está 

relacionada con la cantidad de células presentes en el medio se utilizó 1 g.L -1 de 

sulfato de amonio para la producción de biosurfactantes como lo reporta la 

literatura [41]. 
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3.1.4 Curvas de crecimiento de B. subtilis. La Figura 5 muestra las curvas de 

crecimiento de extracto de piña, medio LB y lactosuero. El mayor crecimiento 

bacteriano se evidenció en el medio sintético LB el cual se encuentra en fase 

estacionaria a las 72 horas junto al extracto de piña mientras que el lactosuero 

presenta una fase de muerte a las 78 horas. 

 

Figura 5. Curvas de crecimiento del medio LB, extracto de piña y lactosuero por 

periodo de 78 horas. 

 

  

 

En la figura 6 se evidencia que la cantidad de células presentes en el mucílago del 

café es aproximadamente 100 veces menor a los demás medios de cultivo y 

alcanza una fase estacionaria a las 78 horas.  
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Figura 6. Curva de crecimiento de mucílago de café. 

 

 

La tabla 5 muestra las velocidades de crecimiento específicas de los diferentes 

medios de cultivo, los cuales se encuentran dentro del orden de magnitud 

reportado en la literatura [42]. 

 

Tabla 5. Velocidades de crecimiento específico de los medios de cultivo 

implementados en la producción de biosurfactantes. 

 

Medio de cultivo μmáx [h-1] 
Coeficiente de 

correlación R2 

Extracto de piña 0,146 0,97 

Medio LB 0,395 1 

Lactosuero 0,099 0,99 

Mucílago de café 0,053 0,99 

 

En la literatura se ha reportado que la fase estacionaria se encuentra entre las 60-

80 horas [40], lo cual se cumple en los medios evaluados a excepción del 

lactosuero que en esa región ya se comienza a presentar la fase de muerte. 
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3.1.5 Gota colapsada. En la Figura 7 se ilustra el cambio de área producido por 

los biosurfactantes después de un periodo de tiempo de 10 minutos. 

 

Figura 7. Gota colapsada luego de un tiempo de 10 minutos. 

 

 

 

Los datos obtenidos en la prueba de la gota colapsada para un tiempo de 0 y 10 

minutos y las horas 60, 66, 72, 78 se muestran en la Figura 8. En el anexo D 

también se encuentra la tabla resumen que se utilizó para el ANOVA. Se demostró 

que para cada medio no existe diferencia significativa entre la reducción de las 

áreas tomadas para mostrar la acción surfactante entre las 60-80 horas (p>0,05). 

 

Se evidenció diferencia significativa (p<0,05) de la reducción de área entre los 

medios LB, mucílago de café, lactosuero y extracto de piña.   

Se comprobó que para cada medio existe una diferencia significativa en la 

reducción del área entre el tiempo 0 y 10 minutos, ya que el ANOVA arroja un  

valor de 4,93*10-11.  

 

Según la prueba de Tukey (Anexo D), existen diferencias significativas (p<0,05) 

del cambio de área entre los medios de cultivo a partir de mucílago de café, 

extracto de piña y lactosuero respecto al agua utilizado como control. Sin 

embargo, no existe diferencia significativa (p>0,05) entre el medio LB-agua debido 

a que cambian de área proporcionalmente.  
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Por lo tanto los resultados sugieren que sí hay un cambio de área que indica 

acción surfactante pero no hay diferencia significativa entre las diferentes horas de 

incubación ensayados ni los diferentes medios de cultivo. 

 

Figura 8. Datos obtenidos en la prueba de la gota de aceite colapsada para un 

periodo de tiempo de 0 y 10 minutos y las horas 60, 66, 72 y 78. 

  

 

 

El método de la gota de aceite colapsada permite evidenciar la acción surfactante 

que se presenta en la interfaz aceite-sobrenadante de cada uno de los medios de 

cultivo, manteniéndose una producción aproximadamente constante alrededor de 

las 60-80 horas como lo indica la literatura [40]. 

 

3.2  PRODUCCIÓN DE BIOSURFACTANTE 

 

La Tabla 6 presenta la producción de biosurfactante sin purificar por cada 300 mL 

de medio de cultivo utilizado con su respectiva desviación, la producción total en 

los 4 medios de cultivo implementados y el rendimiento en [g.L-1].  
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Tabla 6. Producción de biosurfactante sin purificar por litro de medio de cultivo. 

Residuo Surfactante 
Producido [g] 

Rendimiento 
[g.L-1] 

Mucílago  1,12 ±  0,08 3,75 

Extracto de piña 0,67 ±  0,06 2,23 

Medio LB 1,6 ±  0,1 5,2 

Lactosuero  1,8 ±  0,2 6,0 

 

Los datos de producción en g.L-1 obtenidos en la investigación se encuentran 

dentro del orden de magnitud reportado en la producción de diferentes 

biosurfactantes sin purificar utilizando otros microorganismos a partir de medios de 

cultivo alternativos [43] que se pueden ver con detalle en el anexo E. Es 

importante mencionar que esta es la primera vez que se reportan rendimientos de 

producción de biosurfactantes sin purificar utilizando mucílago de café, lactosuero 

y extracto de piña a partir B. subtilis.  

 

3.3  EXTRACCIÓN LÍQUIDO-LÍQUIDO 

La Tabla 7 indica la concentración de biosurfactante semipurificado obtenido 

utilizando mucílago de café, extracto de piña, medio LB y lactosuero expresados 

en [mg.mL-1]. La concentración de biosurfactante semipurificado obtenido a partir 

de lactosuero se encuentra dentro del orden de magnitud reportado en la 

extracción de lipopéptidos utilizando B. subtilis y medios de cultivos utilizando 

residuos industriales y alimenticios [44]. Respecto al mucilago de café, extracto de 

piña y medio LB, superan los valores reportados en la literatura. Los valores 

reportados en la literatura se ven con detalle en el anexo F.  
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Tabla 7. Concentración de biosurfactantes semipurificados a partir de residuos 

agroindustriales. 

Residuo Biosurfactante semipurificado [mg.mL-1] 

Mucílago 4,073 

Extracto de piña 4,633 

Lactosuero 0,720 

Medio LB 3,397 

 

3.4 CARACTERIZACIÓN DEL BIOSURFACTANTE 

 

Los biosurfactantes producidos en esta investigación presentan un 

comportamiento tipo III en transición hacia el comportamiento tipo II lo cual sugiere 

una afinidad por la fase apolar a esas condiciones de concentración de sales. Las 

fases de emulsificación se pueden ver con detalle en el la Figura 8. 

 

Figura 9. Formación de emulsiones en concentraciones de sal del 1,5%, 3%, 4,5% 

y 6% respectivamente luego de un periodo de 10 días. 

 

a) Medio LB b) Mucílago de café c) Extracto de piña d) Lactosuero 
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El comportamiento de los sistemas agua-surfactante-aceite para los diferentes 

medios de cultivo al variar las condiciones de salinidad  se presenta en la Figura 9.  

 

Figura 10. Curvas de barrido de salinidad para cada uno de los surfactantes  

producidos a partir de los medios de cultivo escogidos. 
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El comportamiento estable presentado alrededor del día 8 de los surfactantes 

producidos en los diferentes medios de cultivo puede deberse a su propia 

naturaleza, puesto que la longitud del ácido graso que compone el surfactante, así 

como el tipo de aminoácidos que componen el ciclo peptídico varían dependiendo 

de la composición del medio donde se lleve a cabo la producción [29]. 
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El medio de cultivo a partir del cual se obtuvo mejores resultados de volumen 

emulsificado a las condiciones establecidas fue el medio sintético LB con valores 

de interfase que rondan el doble del mucílago de café, el cual fue el mejor de los 

residuos agroindustriales escogidos, seguido por el lactosuero y el extracto de 

piña. Se destaca el hecho de que el mucílago de café fue el medio que menor 

densidad celular presentó, lo que sugiere que el microorganismo utiliza un 

porcentaje de sustrato mayor que en el lactosuero y el extracto de piña para 

producir biosurfactantes en lugar de utilizarlo para producir más biomasa, con el 

fin de aumentar la disponibilidad de sustrato [45]. 

 

Al comparar los valores de metabolito extraído con solventes y la actividad 

surfactante presentada en el barrido de salinidad se evidenció que no todo el peso 

procedente de la extracción corresponde a tensoactivo sino puede que haya una 

mezcla de otros metabolitos producidos durante el crecimiento o propios de cada 

uno de los medios utilizados.  
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4. CONCLUSIONES 

 

 

Los medios de cultivo formulados a partir de los residuos agroindustriales 

escogidos e inoculados con Bacillus subtilis a las condiciones establecidas, 

presentaron actividad tensoactiva implicando la presencia de biosurfactantes. 

 

 

El sustrato que exhibió mayor potencial fue el mucílago de café debido a que al 

evaluar el comportamiento en presencia de sales el volumen de interfase que 

solubilizó fue superior respecto a los otros sustratos residuales.  
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ANEXOS 

Anexo A. Preparación del reactivo DNS, curva de calibración de glucosa y 
estandarización de la cantidad de azucares reductores totales. 

 

 Preparación del reactivo DNS 

En un vaso de precipitado se disolvieron 0,8 gramos de NaOH en agua 
destilada, 15 g de tartrato de sodio y potasio tetrahidratado y 0,5 g de DNS 
(ácido 3,5 dinitrosalicilico). La mezcla se agitó por 5 horas en ausencia de luz, 
se aforo en un balón de 50 mL y se almacenó en frasco ambar a 4 °C para su 
preservación.   

 Curva de calibración de glucosa 
 

1. Se prepararon 5 muestras con concentraciones de glucosa entre 0 y 
1000 mg/L siendo la muestra de concentración 0 mg/L el blanco.  

2. En tubos de ensayo se mezclaron 2 mL de cada una de las 6 muestras 
preparadas anteriormente con 1 mL del reactivo DNS. 

3. Las muestras fueron colocadas en agua destilada a 92 °C por 5 minutos. 
Pasado dicho tiempo se detuvo la reacción con un baño de agua y hielo. 

4. Cada una de las muestras fue reconstruida con 5 mL de agua destilada. 
Posteriormente fueron agitadas y dejadas en reposo por 15 minutos. 

5. Se determinó la absorbancia de las muestras en el espectrofotómetro 
GENESYS 10S UV-Vis (Termo Scientific, Estados Unidos) utilizando una 
longitud de onda de 540 nm. 

Al realizar la curva de calibración de la glucosa se obtuvo el resultado deseado 
de un coeficiente de correlación R2 mayor a 0,96 ajustándose a una función 
lineal.  

Figura A.1. Curva de calibración de la glucosa usando el método de Miller. 

  

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

200 400 600 800 1000

A
b

so
rb

an
ci

a 
[n

m
]

Concentración [mg/L]

CALIBRACION CURVA DE GLUCOSA



53 
 

Anexo B. Comparación visual del crecimiento bacteriano en diferentes 

diluciones de ART 

 

Figura B.1. Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en mucílago de 

café a concentraciones de 10g/l y 5g/l y pH=7. 

 

Figura B.2 Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en lactosuero a 
concentraciones de 10g/l y 5g/l y pH=7. 

  

Figura B.3 Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en extracto de 

piña a concentraciones de 10g/l y 5g/l y pH=7. 

}    
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Anexo C. Adición de fuente externa de nitrógeno. 

Figura C.1 Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en lactosuero en 

presencia y ausencia de sulfato de amonio como fuente de nitrógeno externa. 

 

Figura C.2 Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en extracto de 

piña en presencia y ausencia de sulfato de amonio como fuente de nitrógeno 

externa. 
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Figura C.3 Comparación visual del crecimiento de B. subtilis en mucílago de 

café en presencia y ausencia de sulfato de amonio como fuente de nitrógeno 

externa. 
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Anexo D. Prueba de Tukey y ANOVA de la prueba de la gota colapsada. 

 Prueba de Tukey del cambio de área entre los medios de cultivo y el 

control de agua. 

  

 Análisis de Varianza de la prueba de la gota de aceite colapsada entre 
los tiempos 0-10 minutos, las horas 60, 66, 72, 78 y los medios LB, 
extracto de piña, mucílago de café y lactosuero. 
 

  

Suma de 
Cuadrados 

Gf 
Cuadrado 

Medio 
Razón F Valor p 

Tiempo 8.269 1 8.269 125.952 4.93e-11 

Medio 1.929 3 0.643 9.793 0.00021 

Hora:Medio 0.487 3 0.162 2.474 0.08592 

Residuo 1.576 24 0.066     

 



57 
 

Anexo E. Rendimiento de la producción de biosurfactantes reportado en la literatura  
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Anexo F. Datos reportados en la literatura de extracción de lipopéptidos utilizando 

cultivos alternativos 

 

Tabla F.1 Datos experimentales de la extracción de lipopéptidos utilizando B. 

subtilis y medios de cultivo alternativos. 

MEDIO DE CULTIVO 
Lipopéptido 

Extraído 
 [mg/mL-1] 

M1 Glicerol con L-arginina 0,021 

M2 Glicerol crudo 0,181 

M3 Extracto de salchicha 0,054 

M4 1,4x M1 1,5 

M5 2xM1 1,5 

M6 Glicerol con colágeno hidrolizado 1 

 

 

 

 

 


