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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LAS PROPIEDADES TENSOACTIVAS DEL BIOSURFACTANTE
PRODUCIDO POR BACILLUS SUBTILIS UTILIZANDO GLICEROL RESIDUAL"

AUTOR: ANGELICA GOMEZ CORZO, MONICA LORENA GOMEZ RUGE™

PALABRAS CLAVE: Biosurfactantes, glicerol, Bacillus subtilis, surfactina.

CONTENIDO:

A partir de un medio minimo de sales mejorado, con glicerol como fuente de carbono, subproducto
proveniente de la industria del biodiesel, se evaluaron las propiedades tensoactivas del
biosurfactante producido por la cepa Bacillus subtilis.

Se realiz6 pruebas de estabilidad al biosurfactante variando las condiciones ambientales de
temperatura, salinidad y pH, por medio del indice de emulsificacion y a la vez se evalu6 la cantidad
de iones metalicos removidos de soluciones estandar de metales (cromo, cobre, plomo, niquel y
zinc) por medio de la técnica de absorcion atémica. Se encontrd que el biosurfactante alcanz6 un
mayor rendimiento de produccion (1,79 g L'!) en comparacion con nutrientes similares en el medio y
glucosa como sustrato, también present6 buena accién emulsificante con solventes como benceno,
hexano y heptano, destacando el benceno con 34 %.

Los porcentajes maximos de metales removidos con el biosurfactante, se encuentran en un rango
de 10 % a 80 % por encima de los surfactantes sintéticos, como el dodecilsulfato sodico (SDS), lo
que conlleva a implementar el biosurfactante en la biorremediacion de metales en Colombia,
especialmente de metales téxicos como plomo y zinc. Ademas, el biosurfactante puede ser utilizarlo
en la recuperacion de hidrocarburos, mitigando el impacto ambiental en suelos y aguas.

" Proyecto de grado
™ Facultad de Ingenierias Fisicoguimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Directores: Viviana
Sanchez Torres y Julio Andrés Pedraza Avella
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ABSTRACT

TITLE: EVALUATION OF THE TENSOACTIVEC PROPERTIES OF THE BIOSURFACTANT
PRODUCED BY BACILLUS SUBTILIS USING RESIDUAL GLYCEROL"

AUTHORS: ANGELICA GOMEZ CORZO, MONICA LORENA GOMEZ RUGE™

KEY WORDS: Biosurfactants, glycerol, Bacillus subtilis, surfactin.

DESCRIPTION:

From an improved minimal medium of salts with glycerol as a carbon source, by-product from the
biodiesel industry, the surfactant properties of the biosurfactant produced by the Bacillus subtilis strain
were evaluated.

Biosurfactant stability tests were performed by varying the environmental conditions of temperature,
salinity and pH by means of the emulsification index and at the same time the amount of metal ions
removed from standard solutions of metals (chromium, copper, lead, nickel and zinc) by means of
the atomic absorption technique. It was found that the biosurfactant achieved a higher production
yield (1.79 g L-1) compared to similar nutrients in the medium and glucose as substrate, also showed
good emulsifying action with solvents such as benzene, hexane and heptane, with benzene with 34%.

The maximum percentages of metals removed with the biosurfactant are in the range of 10% to 80%
above synthetic surfactants, such as sodium dodecylsulfate (SDS), which leads to the biosurfactant
in the bioremediation of metals in Colombia, especially toxic metals such as lead and zinc. In addition,
the biosurfactant can be used in the recovery of hydrocarbons, mitigating the environmental impact
on soils and waters.

" Project of grade
* Physical and Chemical Engineering’s Faculty, Chemical Engineering School,
Tutors: Viviana Sanchez Torres and Julio Andrés Pedraza Avella
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INTRODUCCION

Recientemente se ha generado interés en la produccion y comercializacion de
biodiesel a nivel mundial, gracias a que contribuye a la reduccion de emisiones de
gases de efecto invernadero, una posible sustitucién de los combustibles fésiles y
se prevé un aumento del 27% en la produccion hasta el 2024 [1]. Actualmente
Colombia posee un gran potencial para convertirse en lider mundial en la produccion
de biodiesel, debido a que cuenta con grandes extensiones de terrenos que pueden
destinarse al cultivo de palma de aceite, sin necesidad de deforestar o poner en
riesgo la produccion alimentaria del pais [2]. Ademas, Colombia cuenta con nuevas
politicas publicas para la industria del biodiesel, incentivando el desarrollo del sector
palmicultor y la generacion de empleos. Logrando asi, una tasa de crecimiento del
46,9% en la produccién de biodiesel para el 2016, en comparacion con el 2015 [3].
Este hecho posiciona a Colombia como el tercer productor de biodiesel después de

Brasil y Argentina en Sudamérica [4].

Ademas de jugar un papel importante en la economia del pais, el uso del biodiesel
ha traido otros beneficios, debido a su menor cantidad de azufre y compuestos
aromaticos, mayor eficiencia en la combustion, biodegrabilidad e independencia del
petroleo para su produccion [5]. Sin embargo, el aumento en la produccién de
biodiesel ha generado una sobreoferta de glicerol crudo, dado que por cada 1 kg de
biodiesel se genera 10 kg de glicerol [6]. Aunque el glicerol es utilizado como materia
prima para la elaboracion de productos quimicos y alimento para animales [7],
produccion de jabon, entre otros, la refinacion del glicerol crudo para remover sus

impurezas no es econémicamente viable.

Es asi, como el glicerol crudo cobra importancia en la comunidad cientifica

buscando nuevas aplicaciones para implementarlas en los diferentes sectores de la
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economia. En la actualidad los bioprocesos resultan ser una alternativa atractiva
para el uso del glicerol crudo, ya que no requiere un tratamiento previo y tiene la
ventaja de tener bajo costo sobre otros sustratos comerciales como la glucosa y
celulosa, debido a que el 50% de los costos de produccion en los procesos
biotecnoldgicos son referentes a la materia prima [8]. El glicerol esta siendo utilizado
como fuente de energia en el metabolismo de diversos microorganismos,
Clostridium, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter y Bacillus, los cuales producen
metabolitos 1,3 propanodiol, butanol, acido citrico, acido lactico,
polihidroxialcanoatos y biosurfactantes [9].

Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva que crece adecuadamente a un pH
de 7 y en condiciones mesofilicas entre 25y 37 °C [10][11]. Las especies del género
Bacillus se consideran un grupo adecuado para la sintesis industrial de
biosurfactantes debido a que poseen bajo requerimiento de nutrientes, altas
velocidades de crecimiento y pueden crecer bajo condiciones aerobias o

anaerobicas [12].

Como una alternativa viable con el medio ambiente, la bacteria Bacillus subtilis y
sus metabolitos, pueden ser utilizados en procesos de biorremediacion de suelos y
aguas, como la remocién de metales e hidrocarburos. Los metales presentes en las
fuentes hidricas no se degradan, lo que compromete el uso de este recurso y la
remediacion por métodos quimicos de estos ambientes contaminados es costosa
[13]. De igual manera, los surfactantes sintéticos, los cuales facilitan el transporte,
recuperacion y movilidad de los hidrocarburos a través de tuberias, son altamente

toxicos y no degradables [14] afectando el medio ambiente [15].

Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas de origen microbiano las cuales actian
preferentemente en la interfase entre medios polares y no polares [16]. Cabe
destacar que los biosurfactantes de bajo peso molecular son eficientes para reducir

la tension superficial e interfacial, mientras que los biosurfactantes de alto peso
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molecular son mas efectivos para la estabilizacién de emulsiones aceite-agua [17].
Las principales ventajas de los biosurfactantes son la baja toxicidad, alta
biodegrabilidad, compatibilidad con el medio ambiente, formacién de espuma,
selectividad, ser sintetizados a partir de sustratos renovables y capacidad de
adaptarse a diferentes rangos de pH, salinidad y temperatura sin perder sus

propiedades funcionales [18] (Anexo A).

A partir de esto, se plantea producir surfactina, un lipopéptido con actividad
surfactante proveniente de Bacillus subtilis (Figura 1), producido por primera vez en
1968 por Arima et al. [19], y desde entonces las investigaciones sobre los
biosurfactantes se enfocaron en la optimizacion de medios con diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno, asi como niveles de concentracion, con el proposito de

mejorar la produccion de biotensoactivos [20].

Figura 1. Molécula de surfactina.

® Carbono
Oxigeno
Nitrogeno

@® Hidrogeno

Fuente: Tomada de J. A. Albarracin and J. D. Carvajalino, “Evaluacion de diferentes medios de

cultivo para la produccion de biosurfactantes de bacillus subtilis a partir de glicerol crudo.,” 2016. [21]

Ademas, en recientes trabajos realizados en el grupo GIMBA, se formulé un medio
para el cultivo de Bacillus subtilis con el que se logré alcanzar un rendimiento de
1,192 g-L* del biosurfactante y un indice emulsificante de 70% usando glicerol

residual como fuente de carbono [21].
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Paralelamente, en otros estudios realizados por Franca et al. [22] produce un
biosurfactante proveniente de Bacillus subitilis, el cual presenta mayor potencial de
eliminacion de zinc de un efluente contaminado, 41% mas que surfactantes
guimicos. Asi mismo, Whang et al., [23] reporté que al adicionar 40 mg-L* de
surfactina en sistemas diésel-agua, ésta promovia la degradacién de diésel hasta
en un 94%. Por lo tanto, estas investigaciones destacan el potencial de la surfactina

para aplicaciones ambientales.

Por lo cual, se busca determinar las condiciones fisicoquimicas apropiadas para la
utilizacion del biosurfactante producido por Bacillus subtilis, utilizando glicerol crudo
como fuente de carbono, evaluando la estabilidad del biosurfactante producido ante
cambios de pH, temperatura y salinidad, mediante el indice de emulsificacion para
diferentes hidrocarburos y de ésta manera cuantificar la remocion de metales en
agua gracias a su accion. Asi mismo, se plantea establecer las curvas de
crecimiento de B. subtilis, consumo de glicerol residual y produccion de

biosurfactante para determinar los diferentes rendimientos.
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1. METODOLOGIA

En la Figura 2 se presenta el esquema de la metodologia que se siguid en este

proyecto de investigacion.

Figura 2. Diagrama de flujo metodologia

Microorganismo Preindculo Fermentacion
Extraccion y Cuantificacion R
purificacion del del Aplicacion de

biosurfactante biosurfactante biosurfactante

1.1 MICROORGANISMO

La cepa B. subtilis ATCC6633 fue adquirida del Biofiims and Biotechnology
Laboratory en Pennsylvania State University. Esta cepa se cultivo en cajas de petri
con medio Luria Bertani “LB” (Anexo B) a 37 °C por 24 h y se conservaron a 4 °C.

La cepa fue recultivada cada 20 dias.
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1.2 PRECULTIVO

Se realizaron precultivos por duplicado a partir de colonias individuales en 25 mL de
LB esterilizado a 15 bar, 121 °C por 20 min. Los cultivos se incubaron a 37 °C, 180
rpm por 24 h. El crecimiento celular se midié mediante densidad éptica (DO) a 600

nm usando un espectrofotometro (Thermo Scientific, Genesys 10S UV/Vis, China).

1.3 FERMENTACION

Se utilizo glicerol como Unica fuente de carbono, obtenido de la empresa Oleoflores
S.A., Valledupar, Colombia. Se prepardo 50 mL de medio minimo de sales con
glicerol crudo (MMSGLY) mejorado (Tabla 1), a pH 7 en frascos Erlenmeyer de 250
mL esterilizados previamente. El medio MMSGLY fue modificado mediante un
disefio experimental variando la concentracion de las sales de hierro, magnesio,
manganeso y potasio con el fin de aumentar la produccion de biosurfactante

obtenido por el microorganismo [21].

Los cultivos fueron inoculados con 2 mL de precultivo, se incubaron a 37 °C, 180
rom por 48 horas [11] y las fermentaciones se realizaron por triplicado. El
crecimiento celular fue medido a diferentes tiempos a lo largo de la fermentacion,
por medio de un espectrofotometro a 600 nm (Thermo Scientific, Genesys 10S
UV/Vis, China). Por ultimo, se midi6 la cantidad de biomasa producida por

determinacién de peso seco (Anexo C).

Tabla 1. Medio minimo de sales con glicerol crudo.

COMPONENTE | CONCENTRACION
Glicerol 12,5 [g-L Y]
(NH4),S04 6 [g-L7]
MgSOQOa 2 [mM]
KH2PO4 25 [mM]
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COMPONENTE | CONCENTRACION
FeSO4 0,6 [mM]
MnSOg4 0,054 [mM]

NazHPO4 40 [mM]
Nas-Citrate 0,008 [mM]
CaCl; 0,007[mM]

Fuente: Tomada de J. A. Albarracin and J. D. Carvajalino, “Evaluacién de diferentes medios de

cultivo para la produccion de biosurfactantes de bacillus subtilis a partir de glicerol crudo.,” 2016. [21]

Los controles negativos fueron preparados con medio MMSGLY, sin inocular a las
mismas condiciones de las fermentaciones. La velocidad especifica de crecimiento

se determind segun la siguiente ecuacion:

InX = Umar + Ln Xo (Ecuacién 1)

X:concentracion final de biomasa [g - L™1]
Xo: concentracion inicial de biomasalg - L™1]

Umax: Velocidad especifica de crecimiento [h™1]

1.4 EXTRACCION DEL BIOSURFACTANTE

Se retird la biomasa por centrifugacion durante 15 min, 4160 g a temperatura
ambiente (Gemmyco, Centrifuge model PLC-015, USA). El sobrenadante libre de
biomasa se acidifico con HCI 6 N hasta pH= 2 y se dej6 en reposo durante 24 h a
4°C para la precipitacion del biosurfactante. Nuevamente, se centrifugé el
sobrenadante durante 20 minutos a 4160 g y se descarto el sobrenadante, a la torta
se le adicioné 5 mL de una mezcla cloroformo-metanol (2:1) y 3 mL de agua
destilada para la extraccibn del biosurfactante. Posteriormente se agito
vigorosamente toda la mezcla y se dejé en reposo durante 24 h a temperatura
ambiente para la separacion de las fases. Se descart6 la fase inorganica (metanol-
agua) y la fase organica resultante que contiene el producto, se evaporé en una
cabina extractora. Luego de que la muestra es secada, el precipitado se diluyé en

una solucion de TRIS-HCI (50 mM) a pH= 8 para su caracterizacion [24].
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1.5 CONSUMO DE SUSTRATO

Una alicuota del sobrenadante libre de células se analizé por cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC), para cuantificar el glicerol consumido por los
microorganismos durante la fermentacion. Se utiliz6 una columna Coregel 107H
acoplado al cromatégrafo Dionex Ultimate 3000, en modo isocratico a 60 °C, flujo
0,6 mL-min‘t. La fase movil fue acido sulfirico 8 mM y tiempo de andlisis 32 minutos.
Se inyectaron 20 yL de muestra previamente filtrada a través de filtros PVDF (0,45
um) [25].

1.6 CUANTIFICACION DEL BIOSURFACTANTE

El biosurfactante producido por B. subtilis, se cuantifico mediante el método de
turbidimetria (HACH, 2100N turbidimeter, USA). Se realizd una curva de calibracion
con soluciones de biosurfactante diluido en TRIS-HCL (pH=8) a diferentes
concentraciones (0,075, 0,1, 0,5, 0,75 y 1 g-L?). Cada muestra se sometié a
agitacion y calentamiento para homogenizar, los valores obtenidos en Unidades
Nefelométricas de Turbidez (NTU) se graficaron frente a la concentracion de

biosurfactante para obtener un modelo matematico [26].

1.7 APLICACION DEL BIOSURFACTANTE

1.7.1 Estabilidad del biosurfactante. Los estudios de estabilidad fueron evaluados
mediante la actividad emulsificante (E24) del biosurfactante a diferentes condiciones
de pH, temperatura y salinidad (Tabla 2).

Tabla 2. Variables de estabilidad del biosurfactante [24].

| Variables ! | Valores ‘

! Condiciones estandar: T=25°C, pH =8, y 0% NaCl

21



pH 6, 8,10,12
Temperatura (°C) 2 | 4, 25, 50, 75
NaCl (%p-v?) 2,5,5,10, 15

El indice E24 fue evaluado vertiendo en un tubo de ensayo 3 mL de la solucion de
biosurfactante a una concentraciéon de 1 g-L* y 3 mL de sustrato hidrofébico.
Posteriormente se mezclaron los tubos en vortex a alta velocidad durante 2 min y
se mantuvieron en condiciones estaticas durante 24 h. Los hidrocarburos analizados
fueron: hexano, heptano y benceno. Para calcular el indice de emulsificacion se
midio la altura que tiene la fase emulsificada y se dividi6 entre la altura total
(ecuacion 2) [27].

% Altura de la emulsion (H,) 100 o o
= E 3
oz Altura total (Hy) (Ecuacién 2)

1.7.2 Remocién de metales de aguas contaminadas. Soluciones estandar que
contenian 1000 ppm de cobre, cromo, plomo, zinc y niquel fueron sometidas a la
accion del biosurfactante (0,25 g-L*, temperatura ambiente y pH=10), con una
relacion volumeétrica de solucién de metal a biosurfactante de 3:1 en un agitador
lineal a 30 °C y 150 rpm. A partir de lo anterior se evalué la remocion de los iones
metélicos a las 24 y 48 h. La deteccion de metales se realizO mediante
espectrofotometria de absorcion atdmica (Agilent Technologies GTA 120, USA) con
atomizacion de muestra en llama de acetileno y aire comprimido: Cu?*(327,4 nm),
Zn?*(213,9 nm), Cr¥ (357,9 nm), Pb?*(283,3 nm) y Ni?* (232 nm [28].

Los controles, positivo (SDS) y negativo (buffer TRIS-HCI), se prepararon a las

mismas condiciones de la solucion de biosurfactante.

2 Se sometid la solucion de biosurfactante durante 30 minutos en aceite
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1.7.3 Andlisis estadistico. Los resultados de estabilidad y remocion de metales
fueron evaluados a través de un analisis de varianza (ANOVA) y prueba de hipotesis
de comparacion, para encontrar cualquier diferencia estadisticamente significativa
en los resultados, con un nivel de confianza del 95% utilizando el software
STATGRAPHICS centurién XV version 15.2.06.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1 CURVA DE CRECIMIENTO DE BACILLUS SUBTILIS ATCC6633

El crecimiento de B. subtilis utilizando como fuente de carbono glicerol crudo, se
caracterizd por una fase de latencia durante las dos primeras horas (Figura 3),
seguida por una fase de crecimiento exponencial durante un periodo de 3a 12 h,y
finalmente una fase estacionaria que se complet6 a las 48 h de incubacion, tiempo
a partir del cual segun la literatura, la concentracion de biosurfactante permanece
constante [11]. La velocidad especifica de crecimiento maxima fue de 0,19 h* con
MMSGLY; mientras que en el medio minimo de sales sin modificaciones (Anexo D),
la velocidad especifica de crecimiento maxima fue 0,09 h'' como se reporta en
trabajos anteriores [21]. Por lo tanto, si es mayor la velocidad de crecimiento
favorece la produccion de biosurfactante, ya que son productos asociados al
crecimiento [27]. Los controles negativos para las fermentaciones no presentaron

crecimiento microbiano.

Figura 3. Curva de crecimiento de B. subtilis en MMSGLY
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* Cada dato corresponde al promedio de al menos tres réplicas y las barras de error

corresponden a la desviacién estandar (Anexo E).
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El pH del medio de cultivo aumentd desde un valor inicial de 6,8 + 0,2 hasta 7,3 +
0,1 durante las 48 h de fermentacion lo que favorece el crecimiento microbiano, ya
gue los valores éptimos se encuentran en un rango de pH de 6,5 a 7,5 [12]. Este
incremento de pH es consistente con investigaciones previas [29] para B. subtilis
cultivadas en medio mineral que contiene glicerol purificado como fuente de

carbono.

El glicerol crudo consumido durante la fermentacion fue 1,39 g-L* (Anexo F) y la
produccién promedio del biosurfactante obtenido con MMSGLY fue 1,79 + 0,16 g-L
! por cultivo, medida por turbidimetria y 1,75 g-L"*+ 0,17 por método del peso seco.
Esta produccion de biosurfactante es superior a la reportada en la literatura a partir
de glicerol crudo en medio minimo basal (1,29 g-L?) [27] y a |la reportada por otros
autores que utilizaron Bacillus sp. (Tabla 3). La productividad volumétrica del
biosurfactante fue de 0,04 g-L*-hl. El rendimiento de biomasa con respecto al
sustrato en las 48 horas de fermentacion fue Yxs = 0,6 + 0,2 g-g y el rendimiento

de biosurfactante con respecto a la biomasa fue Ypx = 3,7 £ 0,3 g-g* (Anexo G).

Tabla 3. Rendimientos del biosurfactante.

Fuente de Cepa Produccion Referencia
carbono (g-L™Y
Glicerol B. subtilis ATCC 6633 0,158 [30]
Glicerol B. subtilis BS5 0,250 [31]
Glucosa B. subtilis ATCC 21332 1,55 [32]
Lactosa B. subtilis 1 [33]

El MMSGLY es un medio que posee una serie de iones metalicos que favorecen el
crecimiento de B.subtilis e impulsan el metabolismo de la bacteria para la
produccion de biosurfactante, entre los mas comunes y esenciales estan K*, Ca?*y
Mg?* [34], asi como las trazas metdlicas Fe?* y Mn?* [32]. Estudios previos,

demuestran que el iébn Mn?* es un propulsor para la produccién de biosurfactante y
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asimilacion de nitrdgeno inorganico en la célula [35], ventaja que posee B.subtilis al

utilizar MMSGLY, sobre otros microorganismos que no procesan este ion [36].

Al comparar el MMSGLY con glicerol y otro medio de sales con glucosa, los
rendimientos obtenidos fueron de 1,79 + 0,16 g-L* para MMSGLY y 1,55 g-L* [32],
teniendo nutrientes similares, lo que indica que es viable reemplazar la glucosa con
glicerol crudo. Asi mismo, se comparan los rendimientos obtenidos a partir de
diversos sustratos como aceite de girasol (0,98 g-L?), suero de queso (0,37 g-L1),
glucosa (1,2 g-L?) [22] y otros sustratos puros como lactosa, fructosa y extracto de
levadura obteniendo valores menores a 1 g-L! de biosurfactante [33], dichos valores
demuestran la optima acogida de medio MMSGLY por la bacteria B.subtilis para la
produccion de biosurfactante.
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3. EVALUACION DE LAS PROPIEDADES TENSOACTIVAS DEL
BIOSURFACTANTE

3.1 ESTABILIDAD DEL BIOSURFACTANTE

Se evalu6 el efecto del pH, la temperatura y la salinidad en las propiedades
emulsificante del biosurfactante producido por B. subtilis dejando como parametro
la concentracion del biosurfactante a 1 g-L™* [27]. El indice de emulsificacion fue cero

para el control negativo (buffer sin surfactante) en todas las condiciones evaluadas.

3.1.1 Efecto del pH. Las condiciones de pH se determinaron de acuerdo a la
solubilidad del biosurfactante, ya que por debajo de pH= 6 se reduce la actividad
emulsificante y se precipita el compuesto, debido a la ionizacion de grupos
carboxilicos de acidos aspartico y glutamico (Figura 1) [37]. Asi mismo, el valor de
pKa (fuerza que tienen las moléculas al disociarse) del biosurfactante es equivalente
a 6, lo que permite la formacion de micelas por encima del pKa y monocapas

insolubles por debajo de este [38].

El andlisis estadistico ANOVA, demuestra que la estabilidad del biosurfactante esta
condicionado al tipo de solvente. Ademas, al comparar el benceno con hexano y
heptano, existe una diferencia estadisticamente significativa, por lo que se concluye
gue el benceno es el mejor sustrato en la estabilidad del biosurfactante, comparado
con los demas solventes y ademas se obtienen buenos resultados de emulsion a

un cualquier rango de pH (Figura 4) (Anexo H).
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Figura 4. ANOVA solvente — pH.
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En la figura 5, se muestra los resultados del indice de emulsificacién (E2s) a
diferentes valores de pH, para el biosurfactante producido por B. subtilis con
distintos sustratos hidrofébicos; benceno, hexano y heptano. Se observa que, a
condiciones estandar descritas en la seccion anterior, el mayor indice de
emulsificacion dado fue para benceno (E24= 34,3 %), hexano (E24= 13 %) y heptano
(E24=11 %) a pH 10.

Figura 5. Estabilidad del biosurfactante a diferentes pH.

= Heptano = Benceno Hexano

w w b
o o1 O
I I )

pH 6 pH 8 pH 10 pH 12
pH

28



Estos resultados pueden ser atribuidos segun la literatura, a que, a pH= 9,5 el
biosurfactante forma micelas esféricas, cilindricas y elipsoidales con diametros y
longitudes mayores, lo que aumenta la interaccion entre el sustrato y la solucion de
biosurfactante, mientras que a pH menores de 9,5 s6lo hay micelas esféricas y
elipsoidales de menor tamafio (5 a 11 nm). Las micelas a pH 12 son principalmente
esféricas, las cuales a tal condicidn pierden su estructura peptidica para convertirse
en una estructura de cadena lineal [37], logrando asi, una disminucion en la
actividad emulsificante. Ademds, la morfologia de las moléculas de los
hidrocarburos son determinantes en la emulsificacion [39], como lo corrobora el
analisis estadistico y los resultados con porcentajes de emulsificacion mayores para

benceno (CeHe), hexano (CeHi4) y heptano (C7Hz1e).

3.1.2 Efecto de la temperatura El efecto de la variacion de temperatura de 4°C a
75°C en la estabilidad del biosurfactante se observa en la figura 6, el cual, a altas
temperaturas aumenta la capacidad de emulsion, siendo la mejor condicion a T= 75

°C para el hexano.

Los resultados estadisticos reflejan, que la actividad surfactante para todos los
hidrocarburos fue termoestable en los rangos de temperatura evaluados, pero existe
una diferencia significativa con los solventes de cadena lineal (ANEXO H),
aumentando la emulsificacion con el aumento de la temperatura, especialmente con

hexano (Figura 7).

Cabe destacar que la remocion de sustratos a condiciones ambientales, es
significativa, lo que conlleva a reducir un posible costo operacional. Igualmente,
estos resultados sugieren que el biosurfactante puede usarse en procesos de

recuperacion de hidrocarburos donde prevalecen altas temperaturas.
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Figura 6. Estabilidad del biosurfactante a diferentes temperaturas
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3.1.3 Efecto de sales. Las propiedades del biosurfactante a concentraciones

mayores de NacCl, tienden a disminuir su capacidad de emulsion (Figura 8). El

método estadistico reporta que la sal es influyente en la estabilidad del

biosurfactante. La concentracion de sal y heptano presentan una diferencia
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significativa por encima de los demas sustratos (ANEXO H) y a la vez se observa
una reduccion de todos los solventes a concentraciones mayores de 5% de NacCl
(Figura 9).

Casos similares, fueron reportados con B.subtillis ICA56 y P.aeruginosa UCP0992
en donde a concentraciones superiores de NaCl al 20% el biosurfactante reduce la
capacidad de emulsién hasta un 70% [40][22]. Los resultados obtenidos concuerdan
con estudios preliminares, en donde se afirma que los electrélitos afectan
directamente a los grupos carboxilos de los rhamnolipidos [40], al igual que los
lipopéptidos producidos por B.subtilis, formando monocapas que disminuyen la
concentracion micelar critica (CMC) y la tension superficial [41], es decir, a altas
concentraciones de sal se reduce considerablemente el tamafio y la forma de la
micela, afectando la emulsion del biosurfactante en la recuperacion de
hidrocarburos [37].

Figura 8. Efecto de NaCl en la estabilidad del biosurfactante
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Figura 9. ANOVA solvente — %NaCl
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4. REMOCION DE METALES

La remocién de metales bajo la accion de las propiedades del biosurfactante
producido por B.subtilis ATCC6633, en primer lugar se dio gracias a la formacion de
complejos de metales y en segundo lugar a la morfologia del lipopéptido, ya que
esta constituido por dos grupos carboxilos, lo que lo convierte en un biosurfactante
aniénico, capaz de formar enlaces i6nicos y generar fuerzas electrostaticas con los
metales [42]. En este estudio se evaluaron la remediacion de metales con Cu?*,
Zn?*, Cr3*, Pb?* y Ni?* a temperatura ambiente, 0% NaCl y pH=10. Se sabe que en
presencia de NaCl la efectividad del biosurfactante disminuye, ya que la quelacion
de metales, se reduce drasticamente por la competencia entre los metales
evaluados y el ion Na* [43]. De igual manera, se evaluo la remocion de metales con

controles positivo y negativo.

La cantidad de metal eliminado por la solucion de biosurfactante producido por B.
subtillis ATCC 6633 aument6 gradualmente con el tiempo, la remocion de Cu?* fue
de 38.2%, 24.3% de Cr3* y 14% de Ni?* (Figura 10). Sin embargo, alcanzé mayor
remocion a 48 h, reteniendo 43%, 33%, 28% para cobre, niquel y cromo
respectivamente. Segun los resultados, hay mayor retenciéon de Cu?*y Ni**a pH 10
puesto que el biosurfactante muestra mayor afinidad por lo cationes divalentes que

por los cationes monovalentes y demas valencias [44].

Los controles negativos presentaron remocién como consecuencia de las fuerzas
de interaccion de carga, es decir, los metales en ausencia de micelas del
biosurfactante pueden ser removidos [45], pero no con la misma efectividad del

biosurfactante (Anexo I). De igual manera sucede con el surfactante sintético.

Los iones metalicos de Zn?* y Pb?* han reportado retencion de 32% y 40,3% con B.

subtilis A21 [46]. Por lo tanto, se concluye que el biosurfactante producido por
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B.subtilis ATCC6633 favorece positivamente la extraccion de metales de zinc y

plomo a las 24 h.

Figura 10. Remocién de metales Cr3, Cu?", Ni?*, Zn?*, Pb?" en solucion de

biosurfactante a 24 y 48 horas
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Una ventaja del biosurfactante producido a partir de B.subtilis ATCC 6633 en la
remocidon de metales con respecto a otros surfactantes, se debe a las dos cargas
negativas, ya que por una mol de solucion de biosurfactante se elimina dos moles
de metales, en comparacion con los biosurfactantes rhamnolipidos (1:1) vy
soforolipidos (1:1) [44].
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5. CONCLUSIONES

Bacillus subtillis en medio MMSGLY con glicerol, como Unica fuente de carbono y
velocidad especifica de crecimiento de 0,19 h, obtuvo una producciéon de
biosurfactante de 1,79 + 0,16 g-L*.

El mayor indice de emulsificacion del biosurfactante para los diferentes valores de
pH, fue para benceno en condiciones de alcalinidad (pH 10), mientras que el pH
como una variable en la estabilidad del biosurfactante, no demostré diferencia
estadisticamente significativa, por el contrario, si el tipo de solvente. La actividad
del biosurfactante para todos los hidrocarburos, fue estable en el rango de
temperatura evaluados (4 a 75°C), presentando un efecto significativo en la
estabilidad del biosurfactante con hexano a 75 °C, con el valor maximo de emulsion
(E24 = 27 %). Las concentraciones de sal influyeron en el indice de emulsificacion

del heptano, obteniéndose el mayor valor a 2,5 % de NaCl (E24=16 %).

El biosurfactante producido, posee una efectiva accion sobre la remocion de
metales en las fuentes hidricas, destacando la captaciéon de Zn?*, Pb?*y Cu*? con
solucion de biosurfactante en un 86%, 64% y 42.6% respectivamente, como
consecuencia a sus cargas negativas del acido aspartico y glutamico, lo que lo
convierte en un producto viable para la remocion de metales en aguas

contaminadas.
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6. RECOMENDACIONES

Para lograr aumentar la produccién de biosurfactante, es necesario optimizar las
variables de agitacion y tamafo del indéculo. Ademds, se sugiere hacer una
caracterizacion estructural del surfactante a condiciones de estabilidad, mediante
espectrofotometria de masas, resonancia magnética nuclear y microscopia

electronica de transmision.
De igual modo, se propone determinar la CMC y evaluar las propiedades de

emulsificacion y retencion de metales por efluentes contaminados por hidrocarburos

e iones metalicos.
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ANEXOS

Anexo A. Aplicaciones industriales de surfactantes quimicos y
biosurfactantes

Tabla Al. Aplicaciones industriales de surfactantes quimicos y biosurfactantes.
Modificada de Singh, Van Hamme, and Ward, 2007 [47]

Industria Aplicacién Funcion

Mejorar el drenaje en el pozo petrolero;
Estimular la liberacion de petréleo atrapado
por  capilares; Humedecimiento de
Recobro mejorado | superficies solidas; Reducciéon de la
viscosidad y punto de fluidez del crudo;
Disminucion de la tension interfacial;
Disolucion de petroleo.

Desemulsion de emulsiones de crudo;
Desemulsificacion. | Solubilizacion en crudo; Reduccion de la
viscosidad, agente humectante.
Emulsificacion de hidrocarburos;
Biorremediacion. | Disminucion de la tension interfacial,
Secuestro de metales.

Emulsificacion por adherencia a
hidrocarburos; dispersion; agente
espumante; detergente; Limpieza del suelo.
Emulsionante; Solubilizante;
Emulsificaciény | Desensibilizador; Suspension, humectacion,
desemulsificacion. | espumacion, desespumado, espesante,
agente lubricante.

Ingredientes Interaccion con lipidos, proteinas e hidratos
funcionales de carbono, agente protector.
Comportamiento  fisiolégico como la
movilidad celular, la comunicacion celular, la
Biologica. Microbiologia adhesion de nutrientes, la competencia
celular y la patogénesis de las plantas y los
animales.

Petroleo.

Ambiental.

Remediacion y
limpieza de suelos

Alimentos.
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Industria Aplicacion Funcion
Agentes antivirales antibacterianos,
Farmacéuticay | antifingicos; Agentes adhesivos; Moléculas
terapéuticas inmunomoduladoras; Vacunas; terapia de
genes.
Facilitacion de mecanismos de control
biologico de microbios tales como
Agricultura. Biocontrol. parasitismo, antibiosis, competicion,
resistencia sistémica inducida e

hipovirulencia.

Bioprocesos.

Procesamiento
downstream

Biocatalisis en sistemas acuosos de dos
fases y microemulsiones;
Biotransformaciones;  Recuperacion  de
productos intracelulares; Mejora de la
produccion de enzimas extracelulares y
productos de fermentacion.

Cosmética.

Salud y productos
de belleza.

Emulsionantes, agentes espumantes,
solubilizantes, agentes humectantes,
agentes limpiadores, agentes
antimicrobianos, mediadores de la accién
enzimatica.
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Anexo B. Medio de Luria Bertani

Tabla B1. Medio de Luria Bertani.

Componente Concentracion [g L™1]
Triptona 10
NaCl 10
Extracto de levadura 5
Agar bacterioldgico 15

Tomada de J. A. Albarracin and J. D. Carvajalino, “Evaluacion de diferentes
medios de cultivo para la produccion de biosurfactantes de bacillus subtilis a partir
de glicerol crudo.,” 2016. [21]
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Anexo C. Método de peso seco biomasa

Es un método directo y sencillo de cuantificacion de biomasa en g o mL de muestra.
Para este método se requiere una balanza (precisién 0,001 g), un recipiente para
depositar la muestra y una estufa. Inicialmente se pesa el recipiente vacio, luego se
adiciona liquido fermentado y se centrifuga (5000 g, por 20 minutos), por ultimo, se
retira el sobrenadante del recipiente y el sdélido centrifugado se deja secar en la
estufa por 24 h para posteriormente ser medido en la balanza. La cantidad de
biomasa producida se determina por la diferencia del peso inicial del recipiente con

el peso final de este.
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Anexo D. Medio minimo de sales con glicerol crudo MSMSCG.

Tabla D1. Medio minimo de sales con glicerol crudo MSMSCG.

COMPONENTE | CONCENTRACION
Glicerol crudo 10 [g-L Y
(NH4)2S0q4 50 [g-LY]
MgSO4 0,8 [mM]
NazHPO4 40 [mM]
Nas-Citrate 0,008 [mM]
CaCl 0,007 [mM]
FeSO4 0,004 [mM]
MnSO4 0,001 [mM]

Tomada de J. A. Albarracin and J. D. Carvajalino, “Evaluacién de diferentes medios
de cultivo para la produccion de biosurfactantes de bacillus subtilis a partir de
glicerol crudo.,” 2016. [21]
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Anexo E. Datos de la curva de crecimiento de B.subtilis

Tabla E1. Curva de crecimiento B.subtilis

Tiempo (h) | Elemeyer 1 | Elemeyer 2 | Elemeyer 3 | Promedio DO | Desviacion
0 0.186 0.186 0.120 0.182 0.0147
3 0.330 0.300 0.400 0.164 0.0189
6 0.395 0.380 0.510 0.343 0.0272
7 0.510 0.525 0.515 0.428 0.0028
8 0.815 0.750 0.655 0.517 0.0283
11 1.065 1.195 1.040 0.740 0.0317
12 0.985 1.015 0.545 1.100 0.1011
24 1.090 1.150 1.150 1.130 0.0133
36 1.025 1.050 1.055 1.043 0.0061
48 1.055 1.080 1.080 1.072 0.0056
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Anexo F. Curva de calibracion del glicerol crudo

Figura 13. Curva de calibracion del sustrato

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Concentracioén [g-L1]
A = 3.5528 X Concentraciéon de sustrato — 0.3265 ( Ecuacion 3)

R? = 0,999
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Anexo G. Produccion total del biosurfactante
CURVA DE CALIBRACION DEL BIOSURFACTANTE

La curva de calibracion para cuantificar el biosurfactante (Figura 14) presenta un
comportamiento lineal [48] con coeficiente de correlacion de R2=0.9963, dando

como resultado la ecuacion 4.
NTU = 67.285 x Concentracion de biosurfactante + 0.5823 (Ecuacion 4)

Figura 14. Curva de calibracion del biosurfactante

80 -
70 -
60 -
50 -

D

E 40 -

Z
30 -
20 -
10 -

O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concentracioén [g-L7]

De acuerdo a la ecuacion, se calcularon los valores del biosurfactante producido por
B. subtilis ATCC6633, los cuales fueron corroboradas por medio del método de peso

seco, obteniendo resultados con un error menor al 10% (Tabla H1).
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Tabla G1. Cuantificacion del biosurfactante

Numero Método turbidimetrico [g-L1] | Método peso seco [g-L ] | Error (%)

experimento

1 1,59 1,55 2,52

2 2,22 2,15 3,15

3 1,83 1,80 1,64

4 1,62 1,60 1,23

5 1,67 1,62 2,99

6 1,81 1,75 3,31
Promedio

. 1,79 +0,16 1,75+0,17 2,48 + 0,69

total [g-L™]
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Anexo H. Andlisis Estadistico ANOVA para los indices de emulsificacion
obtenidos con glicerol (STATGRAPHICS centurion XV version 15.2.06)

1. Efecto del pH para el indice de emulsificacion con cada solvente
Figura H1. Andlisis de varianza para %E24

Fugnte Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razom-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Solvents 287,691 2 143,845 6,62 00115
B:pH 142,113 3 [4737112 2,18 0,1433
RESIDUOS 260,738 12 (21,7282

TOTAL (CORREGIDQ) 620,542 17

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del etror residual

Si existe una diferencia significativa entre el solvente y no el pH para la estabilidad
del biosurfactante (p < 0,05)
1.1 Heptano

Figura H2. Analisis de varianza para %E2a

Fusnie Suma gz Cuadrades |G | Cuadrado Medio | Razon-F Falor-P
Entre grupes | 17,1722 3 3,72406 3N 01164
Intra grupos 6,08030 4 15201

Total (Corr) |232326 7

No existe una diferencia significativa entre el pH y la estabilidad del biosurfactante

(p > 0,05) con heptano.

1.2Benceno

Figura H3. Analisis de varianza para %E2a

Fugniz Suma gz Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-F
Entre prupoz | 248,647 3 82,8822 2,18 02334
Intra prupos 132289 4 1380723

Total (Corr)  [400,936 7
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No existe una diferencia significativa entre el pH y la estabilidad del biosurfactante

(p > 0,05) con benceno

1.3Hexano
Figura H4. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cundrades | & | Cuadrado Medio | Razén-F Falor-F
Entre prupes | 14,3433 3 484844 11,49 (.0190
Intra grupos 163003 4 |0414736

Total (Corr) | 16,2043 7

Si existe una diferencia significativa entre el pH y la estabilidad del biosurfactante

(p > 0,05) con hexano.

1.4Interaccion entre benceno y heptano para la estabilidad del biosurfactante.

Figura H5. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-P
Entre grupos  |417,783 1 417,783 13,78 0,0023
Intra grupos 424 188 14 |302992

Total (Corr) |841.972 13

Puesto que el valor P de la prueba F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H6. Prueba de mdltiples rangos para %E24 por solventes

Meétodo: 93,0 porcentaje LED

Solventes  |Casos | Media Grupos Homogeneos
Heptano 8 10,1319 (X

Bencene 3 203517 X

Conirasie Sig. | Diferencia |+ Limites
Benceno - Heptano * 10,2199 5.90297

* indica una diferencia significativa.
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Figura H7. Medias y 95 % de Fisher LSD

WE24
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Esta grafica muestra la media de %E24 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos no se

traslapan y tienen una diferencia estadisticamente significativa.

1.5 Interaccion entre el heptano y hexano en la estabilidad del biosurfactante

Figura H8. Analisis de varianza para %E2a

Fuente Suma de Cuadrades |G | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-P
Entre prupos | 2,32713 1 232715 0.83 03789
Intra grupos 394569 14 |2.81833

Total (Corr) [41,784 13

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Figura H9. Prueba de mdltiples rangos para %Ez4 por solventes

Método: 950 porcentaje LED

Sohventes | Casos | Media Grupos Homogéneos
Heptano g 10,1319 |X

Hexano 3 10,3946 |¥

Contraste Sig. | Diferencia |+~ Limites
Heptano - Hexano 0,76275 1.80033

* indies una diferencia sipnificativa.

Figura H10.Medias y 95 % de Fisher LSD

= 2 m
[%] -l [%]

107

HE24

Heptano Hesxano
Solventes

Esta grafica muestra la media de %E>4 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.
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1.6 Interaccion de hexano y benceno en la estabilidad del biosurfactante.
Figura H11. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-P
Entre prupos | 357,749 1 357,740 12,01 00038
Intra grupos 417,14 14 |297957

Total (Corr) | 774,889 13

Puesto que el valor P de la prueba F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y
otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H12. Prueba de multiples rangos para %E24 por solventes

Metedo: 23,0 porcentaje LED

Solventes | Casos | Media Grupos Homogeneos
Hexano 8 103046 (X

Benceno 3 203517 X

Contraste Sig. | Diferencia |+~ Limites
EBenceno - Hexano # 845712 3,83372

* indica una diferencia significativa.

Figura H13.Medias y 95 % de Fisher LSD
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Esta grafica muestra la media de %E24 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslapardn un 95,0% de las veces. Estos intervalos no se

traslapan y tienen una diferencia estadisticamente significativa.

2) Efecto de la temperatura
Figura H14. Andlisis de varianza para %E24

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medic |Razom-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 315,786 3 105,262 6,03 0,0054
B:Solvente 16,7478 2 |8.37391 048 0.6270
RESIDUOS 296,608 17 |17.4475

TOTAL (CORREGIDO) 625,005 22

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Existe una diferencia significativa entre la temperatura y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) y no con los solventes.

2.1 Heptano

Figura H15. Analisis de varianza para %E2a
Fuente Suma e Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razdén-F Valor-F
Entre grupos | 193,154 3 |64.3848 31,01 0,0031
Intra grupos 3,305 4 (207625
Total (Corr)  |201.4350 1

Existe una diferencia significativa entre la temperatura y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con heptano.

2.2 Benceno
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Figura H16. Andlisis de varianza para %E24

Fuente Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razon-F Felor-F
Entre prupos | 33,4277 3 11,8002 2,74 0.1733
Intra grupos 16,9188 4 42297

Total (Corr) |52 3466

No existe una diferencia significativa entre la temperatura y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con benceno.

2.3 Hexano
Figura H17. Andlisis de varianza para %E24

Fusnie Suma de Cuadrados |G | Cuadrade Medio | Razén-F Falar-F
Entrz prupos | 347,078 3 115,693 10,77 00219
Intra gropos | 42,9742 4 10,7436

Total (Corr) | 390,053

Si existe una diferencia significativa entre la temperatura y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con hexano.

2.4 Interaccion entre benceno y heptano para la estabilidad del biosurfactante.

Figura H18. Analisis de varianza para %E2a4

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medie | Razon-F Valor-F
Entre prupes | 0,403223 1 (0403223 0,02 08836
Intra gropos 233,303 14 |18.12¢

Total (Corr) |254209 13

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H19. Prueba de multiples rangos para %E24 por solventes
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Esta grafica muestra la media de %E>4 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,

sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

Mgtode: 93,0 porcentaje L3D

Solventes I | Cases | Media Grupos Homogéneos
Heptano 3 13255 X

EBenceno 3 135725 |X%

Contrasie Sig | Diferencia |+~ Limites
Beneeno - Heptano 03173 4 56606

* indica una diferencia sipnificativa.

Figura H20.Medias y 95

% de Fisher LSD

16

15

14

13

WEZ24a
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Bancend
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Sohentes 1

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.

2.5 Interaccion de heptano y hexano en la estabilidad del biosurfactante.

Figura H21. Analisis de varianza para %E2a

Fuente Suma de Cuadrades |G | Cuadrade Medio | Razon-F Falor-P
Entre prupos | 16,3833 1 16,3833 0,39 0.5410
Intra grupos | 391,511 14 422308

Total (Corr) | 608,097 13
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Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H22. Prueba de mdltiples rangos para %Ez4 por solventes

Mestodo: 93,0 porcentajs LD

Sohentes | Casos | Media Grupos Homogéneos
Heptane 8 13255 X

Hezano 8 152913 |X

Contrasie Sig. | Diferencia |+~ Limites
Heptano - Hexano -2.03623 697064

* indica una diferancia sipnificativa.

Figura H23.Medias y 95 % de Fisher LSD
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Esta grafica muestra la media de %E>4 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa

(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,

61



sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.

2.6 Interaccion de hexano y benceno en la estabilidad del biosurfactante.
Figura H24. Andlisis de varianza para %E24

Fusnie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Entre grupes 11,3164 1 "|11.8164 037 0,5507
Intra grupos 442 300 14 [531,5999

Total (Corr)  [454216 15

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H25. Prueba de multiples rangos para %E24 por solventes

Metodo: 93,0 porcentaje L3D

Solventes |Casos | Media Grupos Homogéneos
Benceno 3 133725 |X

Hexano 2 152013 |X

Contraste Sig. | Diferencia |+~ Limites
Benceno - Hexano -1.71875 6,02835

* indica vna diferencia significativa.

Figura H26.Medias y 95 % de Fisher LSD
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Esta grafica muestra la media de %E24 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.

3) Efecto de NaCl para el indice de emulsificacion con cada solvente
Figura H27. Andlisis de varianza para %E>4

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Solvente 52,3834 2 26,1917 2,19 0,1408
B:%NaCl 180,000 3 |60,0031 5,02 0,0106
RESIDUOS 215239 18 |11,9588

TOTAL (CORREGIDQ) 447,651 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Si existe una diferencia significativa entre % NaCl y %E24 para el biosurfactante.

3.1 Heptano
Figura H28. Analisis de varianza para %E2a
Fuente TSuma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | RazonF Valor-P
Entre grupos | 187,125 3 623731 16,50 0,0102
Intra grupos 15,117 4 |3,77923

Total (Corr)  |202.242

Si existe una diferencia significativa entre el % NaCl y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con heptano.

3.2 Benceno

Figura H29. Analisis de varianza para %E2a

Fuente Suma de C.mcimcin: & | Cuadrado Medio | Razon-F Felor-F
Entre grupos | 39,1045 3 207013 238 01907
Intra gropes 459717 4 114929

Total (Corr) | 135076

No existe una diferencia significativa entre el % NaCl y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con benceno.

63



3.3 Hexano

Figura H30. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-P
Entre prupos | 30,3876 3 10,1959 1,50 (3435
Intra grupos (27,2408 4 681019

Total (Corr) |57.8284 7

No existe una diferencia significativa entre el % NaCl y la estabilidad del

biosurfactante (p > 0,05) con hexano.

3.4 Interaccién entre benceno y heptano para la estabilidad del biosurfactante

Figura H31. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-F
Entre prupes | 13,4139 1 13,4139 0,56 04678
Intra prupos 337,131 14 |24,0808

Total (Corr) | 330,545 13

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes

y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Figura H32. Prueba de multiples rangos para %E24 por solventes

Mdztodo: 930 porcentaje LSD

Solventes | Cases | Media Grupos Homogeneos
Benceno 8 6,90375 |X

Heptano 3 3.733 X

Contrasie Sig. | Diferencia |+~ Limites
Benceno - Heptano -1.83123 3.26248

* indica una diferencia significativa.

Figura H33.Medias y 95 % de Fisher LSD
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Esta grafica muestra la media de %E24 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.

3.5 Interaccion entre hexano y heptano para la estabilidad del biosurfactante

Figura H34. Andlisis de varianza para %E24

Fuenie Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrade Medio | Razon-F Valor-P
Entre prupos | 32,4338 1 32,4538 282 0,1151
Intra grupos | 260,071 14 |18.5763

Total (Corr) |312,523 13

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Figura H35. Prueba de mdltiples rangos para %Ez4 por solventes

Método: 93,0 porcentaje L3D

Solventes | Casos | Media Grupos Homogéneos
Hexano 3 511375 |X

Heptano 3 3,733 X

Contrasie Sig. | Diferencia |+ Limites
Heptano - Hexane 3.62123 4.62207

* indica una diferencia significativa.

Figura H36.Medias y 95 % de Fisher LSD
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Esta grafica muestra la media de %E>4 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,
sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.

3.6 Interaccidn entre benceno y hexano para la estabilidad del biosurfactante

Figura H37. Analisis de varianza para %E2a
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Suma de Cuadrados

Fuente Gl | Cundrade Medio | Razon-F Falor-F
Entre prupos | 12,8164 1 12,8164 0,93 03512
Intra grupos 192 508 14 13,7784

Total (Corr) |205,714 13

Puesto que el valor P de la prueba F es mayor que 0,05, no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de %E24 entre un nivel de solventes y

otro, con un nivel del 95,0% de confianza.

Esta grafica muestra la media de %E>4 para cada uno de los niveles de solventes.
También muestra un intervalo alrededor de cada media. Los intervalos mostrados
actualmente estan basados en el procedimiento de la diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Estan construidos de tal manera que, si dos medias son iguales,

sus intervalos se traslaparan un 95,0% de las veces. Estos intervalos se traslapen

Figura H38. Prueba de mdltiples rangos para %E24 por solventes
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higtede: 93,0 porcentaje L3D

Solventes  |Casos | Media | Grupos Homogéneos
Hexano g 3113 (X%

Eznceno g 5905 (X

Contrasie Sig. | Diferencia |+~ Limites
Eznceno - Hexano 1,79 3.98063

* indica una diferancia sipnificativa.

Figura H39.Medias y 95 % de Fisher LSD
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y no tienen una diferencia estadisticamente significativa.
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Anexo |. Prueba de hip6tesis de comparacion para remocion de metales
(STATGRAPHICS centurién XV version 15.2.06)

M1: % Remocion de metales con solucion de biosurfactante

M2: % Remocién de metales con control negativo

Hipotesis nula (Ho) : M1 — M2 =0
Hipétesis alterna (Hy) : M1 — M2 #0

Tabla I1. Prueba de hipotesis de comparacion de remocion de metales.

Cromo
Método | Medias Desviacion Tcal Valor P Hipotesis
estandar (Ho) P< 0,05
Mi | 26,156 -
M, | 7,744 0,05 368,24 7:10 Rechazada
Cobre
Método | Medias Desviacion Tcal Valor P Hipotesis
estandar (Ho) P< 0,05
M1 40,411 .
M, 10756 0% |59l 310 Rechazada
Niquel
Método | Medias Desviacion Tcal Valor P Hipotesis
estandar (Ho) P< 0,05
M1 23,467 .
M. | 6,878 0,05 |331,78| 9:10 Rechazada
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Plomo

Método | Medias D:;\gsgign Tcal | ValorP (H";i)pgieziz ]
mi T’?’O;QG 0,05 [1113,34| 8,1:107 | Rechazada
Zinc
Método | Medias D;;\gr?ggn Tcal | ValorP (H";;ngziz ]
mi 8?2;8 0,05 |1687,76| 3,5-107 | Rechazada

Existen diferencias significativas entre la remocion de metales en solucion de

biosurfactante en comparacion con los controles negativos, para todos los metales.
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