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RESUMEN

TITULO: PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES A PARTIR DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES UTILIZANDO BACILLUS SUBTILIS*

AUTORES: David Caballero Torres**, Maria Angélica Castillo Castafieda.
PALABRAS CLAVES: Biosurfactantes, Bacillus subtilis, residuos, suero de leche, extracto de pifia,

mucilago del café.

Los residuos organicos provenientes de productos agroindustriales presentan un impacto
ambiental negativo al ser vertidos en las fuentes hidricas (en caso de ser liquidos) o en las basuras
(para residuos solidos). En esta investigacion 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 pifia, lactosuero dulce y mucilago de café, utilizandolos como medio de cultivo.
Se utilizaron medios de cultivo con 1 g.L*? de sulfato de amonio, 10 g.L! de azlcares reductores
totales y pH de 7. Se inocularon por 72 horas a condiciones de 150 rpm y 30 °C. Se realiz6 una
extraccion y purificacion de los biosurfactantes secretados en el medio de cultivo utilizando
diclorometano con relacion 2:1 en 3 etapas. El rendimiento de biosurfactante sin purificar por litro
de cultivo fue de 3,75 g.L! para mucilago de café, 2,23 g.L* para extracto de pifia, 5,20 g.L? para
medio LB y 6 g.L! para lactosuero. La concentracion de los biosurfactantes semipurificados fue de
4,07 mg.mL* para el mucilago de café, 4,63 mg.mL™ para el extracto de pifia, 3,37 mg.mL™* para el
medio LB y 0,72 mg.mL* para el lactosuero. En la prueba de barrido de salinidad el biosurfactante
obtenido en medio de mucilago de café presenté mayor volumen emulsificado que el del lactosuero
y el extracto de pifia. 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 Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Viviana
Sanchez Torres. Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.
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ABSTRACT

TITLE: BIOSURFACTANTS PRODUCTION FROM AGROINDUSTRIAL WASTE USING
BACILLUS SUBTILIS*”
AUTHORS: David Caballero Torres™, Maria Angélica Castillo Castafieda.

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! of ammonium sulfate, 10g.L? 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* for coffee mucilage, 2.23 g.L* for pineapple extract, 5.20 g.L* LB
medium and 6 g.L for whey. The concentration of semipurified biosurfactants was 4.07 mg.mL™* for
coffee mucilage, 4.63 mg.mL™* for pineapple extract, 3.37 mg.mL™* for LB medium and 0.72 mg.mL*
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 Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Ph.D. Viviana
Sanchez Torres. Dr. Julio Andrés Pedraza Avella.
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INTRODUCCION

Los vertimientos de hidrocarburos en suelos como consecuencia de actividades
industriales, derrames accidentales o mala disposicién representan un problema
grave de contaminacion para las fuentes de agua subterranea [1]. Una de las
técnicas utilizadas para descontaminar este tipo de derrames es la
biorremediacion in situ por medio de microorganismos capaces de degradar las
sustancias alli presentes. Sin embargo, uno de los problemas que presentan es la
poca accesibilidad en fase acuosa de los hidrocarburos, debido a que la mayoria
son insolubles en agua y forman capas o agregados entre las superficies del suelo

y estas sustancias [2].

Para la solucion a este problema es necesario agregar moléculas tensoactivas las
cuales son capaces de modificar la tension interfacial reduciendo la energia libre
del sistema, haciendo mas estables las mezclas de sustancias que se componen
de dos fases para promover la formacion de emulsiones [3]. La produccidon de
surfactantes a nivel mundial se estimé en el afio 2007 alrededor de 10 millones de
ton/afio [4]. Debido a que la mayoria de surfactantes utilizados en la industria
proceden de origen petroquimico, €stos no son renovables y su posterior
disposicion resulta en una afectacion medioambiental. Por lo tanto existe un
interés en la produccién de surfactantes biodegradables que ademas representen

un recurso renovable [5].

Los biosurfactantes producidos por microorganismos son una alternativa a los
surfactantes convencionales debido a que presentan mdultiples ventajas frente a
ellos como: notable actividad superficial comparada con los sintéticos; tolerancia al
pH, concentracion de sales y temperatura; biodegradabilidad y baja toxicidad [6].
Dentro de los biosurfactantes mas potentes se encuentran lipopéptidos como la
surfactina producida por la bacteria Bacillus subtilis [7]. Este lipopéptido aniénico

tiene la capacidad de reducir la tension superficial del agua de 72 mN.m* a 27
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mN.m* en concentraciones de aproximadamente 10 pmol.L™ [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 produccion [9] como por

ejemplo los residuos procedentes de actividades agroindustriales.

Teniendo en cuenta que Colombia es un pais dedicado en su mayoria al sector
agroindustrial, se presenta la oportunidad de conseguir facilmente subproductos
originados en el desarrollo de estas actividades. En el presente trabajo se buscé
producir biosurfactantes a partir de residuos de cascara de pifia, lactosuero, y
mucilago de café utilizando B. subtilis. Para caracterizar la actividad de los
surfactantes se estudio el comportamiento de las fases agua-aceite-surfactante al

variar la concentracion de sales.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 RESIDUOS AGROINDUSTRIALES

La agroindustria es una actividad econémica que combina procesos agricolas con
industriales para generar materias primas semi-elaboradas destinadas al mercado,
ademas de comercializar productos provenientes del campo [10]. Los residuos
sélidos o liquidos provenientes de la agroindustria, presentan materia organica
gue puede ser utilizada como sustrato para procesos bioldégicos que permitan

obtener productos de valor agregado.

1.1.1 Extracto de pifia. Santander cuenta con 5.600 hectareas donde se cultiva
pifia, en los municipios de Giron, Rionegro y Lebrija [11]. En el 2010 se reporté un
rendimiento de 50.285 kg por hectarea cultivada con pifia en Santander [12]. La
composicion media de los residuos de pifia, extracto y corazon se presentan en la
Tabla 1. Teniendo en cuenta que el extracto de la pifia es rico en vitaminas y
azucares [13] se desea utilizar como fuente de carbono para la produccion de

surfactina con la especie B. subtilis.

Tabla 1. Composicion fisico-quimica de la pifia en porcentaje.

Parametro Residuo de pifia
Humedad (%) 91,35
Cenizas (mg/100g) 0,04
Acido ascorbico (mg/100g) 26,5
Azucares reductores (%) 8,2
Azucares no reductores (%) 8,8
Fibra cruda (g/100g-fw) 0,6
Proteina (mg/100q) 10

Fuente: Hemalatha et.al (2013) [14].
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1.1.2 Lactosuero. El lactosuero es un subproducto originado por la coagulacion
de la leche, ya sea por via &cida o enzimatica, donde la primera produce
lactosuero &cido y la segunda lactosuero dulce. En la Tabla 2 se presenta la
composicion fisicoquimica del lactosuero dulce, el cual se usara debido a alto su

contenido nutricional, proveniente de la coagulacion enzimética de la caseina [15].

Tabla 2. Composicion fisico-quimica del lactosuero dulce.

Propiedad Lactosuero dulce
pH 6,4-6,6
Solidos Totales (%) 7

Acido Léctico [g.L] 0,37
Proteinas (%) 0,86
Cenizas (%) 0,587
Grasa (%) 0,55
Lactosa (%) 4,74

Fuente: Bon Rosas (1990) [16].

1.1.3 Mucilago 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
mucilago de café corresponde a una fibra soluble ubicada entre el mesocarpio y el
endocarpio del grano de café, la composicion del mucilago de café se presenta en
la Tabla 3 [17]. Debido a que el mucilago es rico en nutrientes, los vertimientos de
este residuo al suelo o fuentes hidricas provocan una sobrecarga de materia

organica, afectando el medio ambiente.

Tabla 3. Composicion fisico-quimica del mucilago de café.

Porcentaje de Composicion en base seca %
Azucares Totales 45.8
Azucares reductores 30
Azucares no reductores 20
Celulosa y cenizas 17

Fuente: Bressani (1987) [18].
20



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 produccion 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 6ptimos 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 concentracién en un
sistema tiene la capacidad de adsorberse sobre las superficies o interfases del
sistema [3]. En el caso de las interfases reduce la energia libre del sistema que es
la minima cantidad de trabajo requerida para formar una interfase. Los
surfactantes estan formados por una cabeza polar y una cola apolar la cual

generalmente es un acido graso [25].

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

fraccion polar [26]:

e CatiOnico: presentan una carga positiva.
e Anibnico: presentan una carga negativa.
e Anfoétero: contienen carga negativa y positiva.

e No iGnico: no posee cargas.
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Los surfactantes tienen aplicaciones en la industria de petréleo, de cosméticos, de
productos de higiene y de limpieza [10] siendo este Ultimo el sector que utiliza la
mayor parte de los surfactantes producidos como materia prima para la fabricacion
de detergentes de uso doméstico [5]. La mayoria de los surfactantes disponibles
son sintetizados a partir de derivados del petrdleo [7].

1.3.1 Biosurfactantes producidos por B. subtilis. En 1968 se descubrié la
existencia de un nuevo compuesto biolégicamente 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
aminoacidos y acido graso (3-hidroxiacido con una longitud de cadena que varia
entre los 12 a 16 atomos de carbono [28]. Tanto el tipo de aminoacidos presentes
en el ciclo como la longitud de la cadena del acido 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.

ok
S

\‘/

Fuente: Autores usando programa Jmol.

Las interacciones que puede realizar con los componentes fosfolipidicos de las
membranas celulares le confieren a la surfactina propiedades bactericidas,
fungicidas, antivirales, antitumorales, inmunomoduladoras, asi como servir de

vehiculo para la administracion de medicamentos por via pulmonar [30]. En
22



cuanto a su estabilidad frente a diferentes condiciones como temperatura, pH y
concentracion de sales; las cuales afectan a la mayoria de surfactantes, la forma
ciclica de la surfactina y su composicion mixta de lipidos y polos proteicos la
convierten en una sustancia con una estabilidad destacable [31]. No obstante se
han reportado otros lipopéptidos de accién surfactante como la lturina A y la
fengicina, con propiedades similares a la surfactina los cuales también son

producidos por B. subtilis [32].

1.4 CARACTERIZACION DE BIOSURFACTANTES

1.4.1 Prueba de la gota colapsada. La prueba de la gota colapsada es un
meétodo cualitativo que se utiliza para determinar la accion surfactante de una
sustancia. Una gota de un compuesto apolar se agrega a una superficie solida
sobre la cual se deposita una gota de fase acuosa. Si la fase acuosa no contiene
surfactantes repelera la fase polar y se formaran gotas estables. Si al contrario, el
liquido contiene surfactante, la gota se dispersara hasta colapsar debido a la
disminucion de la tension interfacial entre el liquido de la gota y la parte
hidrofobica [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 isotropicos
termodindmicamente estables [34]. La formulacion de este tipo de sistemas
requiere establecer pardmetros de composicion, como la proporcion en la que se
adicionan los componentes al sistema, vy fisicoquimicos como temperatura y
presiéon en el caso de las fisicas y la salinidad en fase acuosa, numero de
carbonos del aceite, longitud de la cola apolar del surfactante y presencia de co-

surfactantes en el caso de las variables quimicas [35].
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Hay tres comportamientos que pueden presentar los sistemas agua-surfactante-
aceite; se dice que exhibe un comportamiento Tipo |, 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 Il, y si se
presentan interacciones de caracter similar tanto en la fase acuosa como en la
fase organica se habla de un comportamiento Tipo Il [36]. Los tipos de

comportamiento de dichos sistemas se presentan en la Figura 2.

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

[0 Aceite
[0 Microemulsion

[0 Agua

Tipol Tipo lll Tipo ll

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

La Figura 3 ilustra el proceso global de la produccion de biosurfactantes utilizando
residuos agroindustriales a partir de B. subtilis.

Figura 3. Diagrama metodoldgico de la produccion de biosurfactantes utilizando
lactosuero, mucilago de café y extracto de pifia como sustrato a partir de B.
subtilis.

[ ACONDICIONAMIENTO ]

A 4

PRODUCCION

EXTRACCION

[ CARACTERIZACION ]

2.1 ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Como sustrato se utilizd extracto de pifia, mucilago de café y lactosuero. El
extracto de pifia se obtuvo mediante una infusion de 500 g de cascara de pifiay 3
litros de agua destilada por 150 minutos a 97 °C. El mucilago de café y el
lactosuero se utilizaron sin ningun procesamiento adicional. Se removieron
mediante filtracidn las impurezas presentes en los sustratos utilizando un tamiz de

apertura nominal de 150 um. Los filtrados fueron almacenados a 4 °C. La bacteria
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Bacillus subtilis utilizada en esta investigacion fue donada de The Pennsylvania

State University.

2.1.1 Caracterizacion de los sustratos. Se midi6 el pH inicial de cada uno de
los sustratos utilizando el medidor de pH ORION 3 STAR BENCHTOP (Thermo
Scientific, Estados Unidos). Se determiné la concentracion de azucares reductores
totales (ART) utilizando el método del DNS de Miller [37] y el espectrofotdmetro
GENESYS 10S UV-Vis (Thermo scientific, Estados Unidos). Para realizar la curva
de calibracion se emplearon soluciones patrén de glucosa. La descripcidon

detallada del método se encuentra en el Anexo A.

2.1.2 Determinacion de la concentracion de ART en los medios de cultivo.
En cajas de Petri se prepararon medios solidos (15% agar) de cada sustrato con
concentraciones de ART de 5 g.L?, 10 g.L' y con los sustratos sin dilucién. Se
ajusto el pH de los medio de cultivo a 7 adicionando NaOH 3 M y se inocularon
con B. subtilis por agotamiento utilizando un asa bacteriolégica. Posteriormente se
determind por medio de inspeccidn visual la concentracion optima para el

crecimiento bacteriano.

2.1.3 Adicién de una fuente de nitrégeno. Para determinar si la adicion de una
fuente adicional de nitrdgeno favorece el crecimiento, se prepararon 3 tubos de
ensayo con 3 mL de medio con cada uno de los sustratos utlizando la
concentracion optima de ART (seccion 3.1.2). Se inocularon dos tubos cada uno
con una colonia de B. subtilis, uno sin fuente de nitrégeno externa y el otro
agregando sulfato de amonio a una concentraciéon de 1 g.L? [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 pL de los cultivos con diluciones 102, 103, 104 Las
cajas se incubaron a 30 °C por 24 h y por inspeccion 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 nitrdgeno externo
seleccionadas en las etapas 3.1.2 y 3.1.3. EIl pH se ajustd a 7 porque es el que
favorece el crecimiento de B. subtilis. Como control del crecimiento se escogi6 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 éptica (DO). La
cantidad de células de la muestra de lactosuero fue determinada por conteo de
unidades formadoras de colonias UFC [39] con diluciones desde 102 hasta 10,
en cajas Petri con medio LB-agar después de 24 horas de incubacion a 30 °C.
Para los medios de extracto de pifia, mucilago de café y LB se determin¢ la DO a
600 nm en el espectrofotdbmetro Lambda 25 UV/VIS (Perkin Elmer, Estados
Unidos) y luego fueron convertidos a UFC utilizando como factor de conversion el
numero de UFC obtenidas al inocular 1 pL de cultivo con dilucién 102 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 retir6 1 mL durante las horas 60, 66, 72 y 78. Se agregaron a tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL y se centrifugaron en una centrifuga Model 6500
(KUBOTA, Japén) a 10000 g y 4°C por 15 minutos. Se forré una lamina de vidrio
con papel milimetrado y parafilm donde se agregaron 2 puL de aceite de motor y
posteriormente 5 pL de sobrenadante a la gota de aceite, se dejaron reposar por
10 minutos y se observo en un estereoscopio. La presencia de biosurfactantes en
los medios inoculados hara que el area de la gota de aceite disminuya con el
tiempo debido a la reduccion de la tensidén superficial del agua. Empleando el

programa Image J (National Institutes of Health, USA) se midi6 y compard por
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medio de un ANOVA el cambio de area 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.
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2.2 PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES

Se realiz6 un precultivo de B. subtilis en un erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de
medio LB y se incubo por 24 horas a 30 °C. Se realizaron cultivos con 300 mL de
los medios LB, extracto de pifia, mucilago 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 namero 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 separ6 el sobrenadante de
cada cultivo y su pH fue ajustado a 2 con HCI 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™].
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2.3 EXTRACCION DE BIOSURFACTANTES

Las muestras fueron pasadas por filtros de 47 ym de diametro de poro para
eliminar los residuos provenientes de la precipitacion del biosurfactante. Se realiz6
una extraccion liquido-liquido con 3 etapas y relacion 2:1 con diclorometano: agua
a temperatura ambiente. Se dejo reposar por una hora para la separacion de las
fases y se extrajo la fase organica encontrada en la parte inferior (debido a que el
diclorometano es mas denso que el agua). Se rotoevapor6 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].

2.4 CARACTERIZACION DE BIOSURFACTANTES PRODUCIDOS

2.4.1. Barrido de salinidad. Se prepar6 una solucion madre de NaCl al 25% p/p.
Se fijé la concentracion de los biosurfactantes a partir de medio LB, extracto de
pifia, mucilago, y lactosuero a 1 mg.mL2. Se utilizé una relacién 1:1 entre la fase
acuosa y la fase organica. Se utilizaron pipetas de 5 mL graduadas y selladas en
la parte inferior donde se ajusto la concentracion de sal a 1,5%, 3%, 4,5% y 6%.
Las pipetas fueron tapadas en la parte superior e invertidas 4 veces su posicion
vertical diariamente durante 10 dias [35]. El volumen de la emulsion formada fue
medido a diario hasta encontrar la salinidad Optima la cual se presenta cuando el

comportamiento del sistema agua-surfactante-aceite es tipo lIl.
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3. RESULTADOS
3.1 ACONDICIONAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
3.1.1 Caracterizacién 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 pifia y el mucilago del café.

Tabla 4. Concentracién de ART en lactosuero, extracto de pifia y mucilago de

café.
Medio de cultivo Concentracion ART [g.L ] pH
Lactosuero 58,44 6,9
Extracto de pifia 37,1 4,2
Mucilago de café 30,8 55

3.1.2 Determinacién de la concentracion 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 dilucion la bacteria no creciéo debido a
inhibicion por sustrato. Las colonias de B. subtilis presentaron menor tamafio en el

medio con lactosuero.

3.1.3 Fuente de nitrégeno. Se evidenciaron menores cantidades de UFC en las
muestras de los tubos que no contenian 1 g.L* de sulfato de amonio demostrando
gue los medios de cultivo no tienen la cantidad de nitrogeno suficiente para el
crecimiento de la bacteria. Anexo C. Debido a que la produccion surfactante esta
relacionada con la cantidad de células presentes en el medio se utiliz6 1 g.L* de
sulfato de amonio para la produccién 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 pifia, medio LB y lactosuero. EI mayor crecimiento
bacteriano se evidencié en el medio sintético LB el cual se encuentra en fase
estacionaria a las 72 horas junto al extracto de pifia mientras que el lactosuero

presenta una fase de muerte a las 78 horas.

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

periodo de 78 horas.
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En la figura 6 se evidencia que la cantidad de células presentes en el mucilago del
café es aproximadamente 100 veces menor a los demas medios de cultivo y

alcanza una fase estacionaria a las 78 horas.
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Figura 6. Curva de crecimiento de mucilago de café.
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La tabla 5 muestra las velocidades de crecimiento especificas 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 especifico de los medios de cultivo

implementados en la produccion de biosurfactantes.

) _ Coeficiente de
Medio de cultivo pmax [h™] -
correlacion R?
Extracto de pifia 0,146 0,97
Medio LB 0,395 1
Lactosuero 0,099 0,99
Mucilago 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 excepcién del

lactosuero que en esa regidn 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 area producido por

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

Figura 7. Gota colapsada luego de un tiempo de 10 minutos.
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Los datos obtenidos en la prueba de la gota colapsada para un tiempo de 0y 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 utilizé para el ANOVA. Se demostro
gue para cada medio no existe diferencia significativa entre la reduccion de las

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

Se evidencié diferencia significativa (p<0,05) de la reduccién de area entre los
medios LB, mucilago de café, lactosuero y extracto de pifia.

Se comprobd que para cada medio existe una diferencia significativa en la
reduccion del area entre el tiempo 0 y 10 minutos, ya que el ANOVA arroja un
valor de 4,93*10-11.

Segun la prueba de Tukey (Anexo D), existen diferencias significativas (p<0,05)
del cambio de area entre los medios de cultivo a partir de mucilago de café,
extracto de pifia 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 area proporcionalmente.
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Por lo tanto los resultados sugieren que si hay un cambio de area que indica
accion surfactante pero no hay diferencia significativa entre las diferentes horas de

incubacién 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, 72y 78.
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El método de la gota de aceite colapsada permite evidenciar la accion surfactante
gue se presenta en la interfaz aceite-sobrenadante de cada uno de los medios de
cultivo, manteniéndose una produccion aproximadamente constante alrededor de

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

3.2 PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE

La Tabla 6 presenta la produccion de biosurfactante sin purificar por cada 300 mL
de medio de cultivo utilizado con su respectiva desviacion, la produccion total en

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

Residuo Surfac'tante Rendimiento
Producido [g] [g.L7]
Mucilago 1,12 + 0,08 3,75
Extracto de pifia 0,67 + 0,06 2,23
Medio LB 1,6+ 0,1 5,2
Lactosuero 1,8+ 0,2 6,0

Los datos de producciéon en g.L' obtenidos en la investigacién se encuentran
dentro del orden de magnitud reportado en la produccién 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
produccion de biosurfactantes sin purificar utilizando mucilago de café, lactosuero

y extracto de pifia a partir B. subtilis.

3.3 EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO

La Tabla 7 indica la concentracion de biosurfactante semipurificado obtenido
utilizando mucilago de café, extracto de pifia, medio LB y lactosuero expresados
en [mg.mL]. La concentracion de biosurfactante semipurificado obtenido a partir
de lactosuero se encuentra dentro del orden de magnitud reportado en la
extraccion de lipopéptidos utilizando B. subtilis y medios de cultivos utilizando
residuos industriales y alimenticios [44]. Respecto al mucilago de café, extracto de
pifia 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. Concentracion de biosurfactantes semipurificados a partir de residuos

agroindustriales.

Residuo Biosurfactante semipurificado [mg.mL™]
Mucilago 4,073
Extracto de pifia 4,633
Lactosuero 0,720
Medio LB 3,397

3.4 CARACTERIZACION DEL BIOSURFACTANTE

Los biosurfactantes producidos en esta investigacibn presentan un
comportamiento tipo 11l en transicion hacia el comportamiento tipo Il lo cual sugiere
una afinidad por la fase apolar a esas condiciones de concentracion de sales. Las

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

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

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

a) Medio LB b) Mucilago de café c) Extracto de pifia 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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Lactosuero
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El comportamiento estable presentado alrededor del dia 8 de los surfactantes
producidos en los diferentes medios de cultivo puede deberse a su propia
naturaleza, puesto que la longitud del acido graso que compone el surfactante, asi
como el tipo de aminoacidos que componen el ciclo peptidico varian dependiendo
de la composicion del medio donde se lleve a cabo la produccién [29].

38



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 mucilago de café, el cual fue el mejor de los
residuos agroindustriales escogidos, seguido por el lactosuero y el extracto de
pifia. Se destaca el hecho de que el mucilago de café fue el medio que menor
densidad celular presentd, lo que sugiere que el microorganismo utiliza un
porcentaje de sustrato mayor que en el lactosuero y el extracto de pifia para
producir biosurfactantes en lugar de utilizarlo para producir mas biomasa, con el

fin de aumentar la disponibilidad de sustrato [45].

Al comparar los valores de metabolito extraido con solventes y la actividad
surfactante presentada en el barrido de salinidad se evidencié que no todo el peso
procedente de la extraccion 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 exhibi6 mayor potencial fue el mucilago de café debido a que al
evaluar el comportamiento en presencia de sales el volumen de interfase que

solubilizé fue superior respecto a los otros sustratos residuales.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacion del reactivo DNS, curva de calibracion de glucosa y
estandarizacion de la cantidad de azucares reductores totales.

Preparacién 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
(acido 3,5 dinitrosalicilico). La mezcla se agité por 5 horas en ausencia de luz,
se aforo en un balén de 50 mL y se almacend en frasco ambar a 4 °C para su
preservacion.

1.

Curva de calibracion de glucosa

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

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

Las muestras fueron colocadas en agua destilada a 92 °C por 5 minutos.
Pasado dicho tiempo se detuvo la reaccion con un bafio de agua y hielo.
Cada una de las muestras fue reconstruida con 5 mL de agua destilada.
Posteriormente fueron agitadas y dejadas en reposo por 15 minutos.

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

Al realizar la curva de calibracion de la glucosa se obtuvo el resultado deseado
de un coeficiente de correlacion R2 mayor a 0,96 ajustandose a una funcion

lineal.

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

CALIBRACION CURVA DE GLUCOSA

Absorbancia [nm]
o o o 2o =
N I (o)) [o0] [ N

o

200 400 600 800 1000
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Anexo B. Comparacion visual del crecimiento bacteriano en diferentes
diluciones de ART

Figura B.1. Comparacion visual del crecimiento de B. subtilis en mucilago de
café a concentraciones de 10g/l y 5g/l y pH=7.

Moci Sgh

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

Figura B.3 Comparacion visual del crecimiento de B. subtilis en extracto de
pifia a concentraciones de 10g/l y 5g/l y pH=7.
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Anexo C. Adicion de fuente externa de nitrogeno.

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

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

Figura C.2 Comparacién visual del crecimiento de B. subtilis en extracto de
pifia en presencia y ausencia de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno

externa.
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Figura C.3 Comparacion visual del crecimiento de B. subtilis en mucilago de
café en presencia y ausencia de sulfato de amonio como fuente de nitrégeno
externa.
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Anexo D. Prueba de Tukey y ANOVA de la prueba de la gota colapsada.

e Prueba de Tukey del cambio de area entre los medios de cultivo y el
control de agua.

95% family-wise confidence level

LB-Agua
I

Mucilago-Agua
L

Pina-Agua
L

Suero-Agua

T i
-1.0 -05 00
Differences in mean levels of MEDIO

Andlisis 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 pifia, mucilago de café y lactosuero.

e, |t | St nasone | vators

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
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Anexo E. Rendimiento de la produccién de biosurfactantes reportado en la literatura

Low cost or waste raw Biosurfactant type Producer microbial strain Maximum yields
material (g™
Rapeseed oll Rhamnolipids Pseudomonas species DSM 2874 45
Babassu ol Sophorolipids Candida lipolytica |A 1055 -
Turkish corn oil Sophorolipids Candida bombicola ATCC 22214 400
Sunflower and soybean oil Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa DS10-129 4.31/2.98
Sunflower oil Lipopeptide Serratia marcescens -
Soybean oil Mannosylerythritol Candida sp. SY16 95

lipid
Waste frying oils Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa 4772 NCIB 40044 2.7
(sunflower and olive oil)
Soybean soapstock waste Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa LBI 11.72
Sunflower oil soapstock waste Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa LBI 16
Oil refinery wastes Glycolipids Candida antarctica and/or Candida apicola 10.5/13.4
Soybean oil refinery wastes Rhamnolipids Pseudomonas aeruginosa AT10 9.5
Curd whey and distillery wastes Rhamnolipid Pseudomonas aeruginosa strain BS2 0.92
Potato process effluents Lipopeptide Bacillus subtilis -
Cassava flour wastewater Lipopeptide Bacillus subtilis ATCC 21332 and 2.2-3.0

Bacillus subtilis LBba
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Anexo F. Datos reportados en la literatura de extraccién de lipopéptidos utilizando

cultivos alternativos

Tabla F.1 Datos experimentales de la extraccion de lipopéptidos utilizando B.
subtilis y medios de cultivo alternativos.

Lipopéptido
MEDIO DE CULTIVO Extraido
[mg/mL?]
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 coldgeno hidrolizado 1
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