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RESUMEN

El objetivo de este proyecto es establecer los factores de crecimiento de Bacillus subtilis
usando la version gratuita del software SuperPro Designer® para simular el proceso de
obtencién de surfactina con la utilizacion de residuos organicos de la industria de
alimentos. Ademas, proponer el disefio de la planta a escala piloto y establecer los costos
de produccion para la produccion de surfactina. Se determinaron las condiciones iniciales
gue se requieren ingresar en el software para llevar a cabo la simulacion, tales como,
ingredientes del medio, flujos de entrada y salida del sistema, temperatura,
estequiometria de la reaccion. Asi se consideré evaluar como fuente de carbono el
componente de mayor porcentaje del residuo: melaza (sacarosa), mazorca de maiz
(xilosa) y aceite residual de girasol (acido linoleico). La evaluacién del proceso de
obtencion de surfactina se realiz6 mediante la simulacion de un proceso de fermentacion
donde se evaluaron diferentes factores: tipo de fuente de carbono, concentracion de las
fuentes de carbono (12.5, 25 y 50 g/l) y temperaturas de fermentacién (30, 32 y 34 °C).

Todos los procesos se realizaron en un tiempo de fermentacion de 24 horas, donde se
logro identificar que los factores més significativos en la produccion de surfactina son la
fuente de carbono y su concentracién, por lo tanto, al utilizar xilosa como fuente de
carbono en una concentracion de 50 g/l se obtiene una maxima concentracion de
surfactina. Se disefid la planta a escala piloto y se obtuvo un costo de produccién de
$529.80 por lote.

Palabras Clave: Surfactina, residuo organico, biotensoactivos, fermentacion.



ABSTRACT

The objective of this project is to establish the growth factors of Bacillus subtilis using the
SuperPro Designer software to improve the process of obtaining surfactin with the use of
organic waste from the food industry. In addition, to propose the design of the pilot-scale
plant and to establish the surfactins production costs. The initial conditions were
determined to start the simulation. The component with the highest percentage of the
residue was evaluated as a carbon source: molasses (sucrose), corncob (xylose) and
residual sunflower oil (linoleic acid). A fermentation process was simulated to evaluate
the surfactin-obtaining process. Different factors were assessed: type of carbon source,
concentration of carbon sources (12.5, 25 and 50 g/l) and fermentation temperatures (30,
32 and 34 °C). All the processes were carried out with a fermentation time of 24 hours,
where it was possible to identify that the most significant factors in the production of
surfactin are the carbon source and its concentration, therefore, when using xylose as a
carbon source in a concentration of 50 g/l, a maximum concentration of surfactin is
obtained. The pilot scale plant was designed and a production cost per batch of $ 529.80

was obtained.

Keywords: Surfactin, organic residue, bio-surfactants, fermentation.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

La industria de alimentos debe establecer procesos de limpieza y desinfeccién que
permitan mantener inocuos los alimentos. Para llevar a cabo dichos procedimientos,
es primordial utilizar productos quimicos que actien con eficacia. Los surfactantes o
tensoactivos son usados en la industria alimentaria debido a sus amplias
aplicaciones: detergentes, espumantes, emulsionantes o humectantes (Morales,
2007). El porcentaje anual estimado a nivel mundial de produccién de tensoactivos
es de 13 millones de toneladas, siendo Europa el mayor consumidor de
tensioactivos, seguido de Norteamérica (Rios, 2014). Solo en Europa en el 2008
hubo un consumo total de 2.98 Mt de surfactantes. Del total estimado,
aproximadamente el 40% equivale a las formas anionicas, que representa el tipo de
tensoactivo més utilizado debido a sus excelentes propiedades y altos rendimientos
(Jardak et al., 2015).

El uso de tensoactivos quimicos tiene muchas ventajas a nivel industrial desde el
punto de vista econémico e higiénico-sanitario, pero al considerarlo desde la
perspectiva ambiental, estos compuestos representan un gran problema, debido a
gue pueden contaminar los medios acuaticos (Rios, 2014). En la actualidad, el uso
de surfactantes en productos quimicos de limpieza en la industria de alimentos
genera preocupaciones ambientales. Una vez que cumplen su funcién estos
compuestos llegan a plantas de tratamiento de aguas en donde algunos son
biodegradados y los que no se degradan permanecen activos llegando a diferentes

ecosistemas como lagos, rios y/o hogares (Rios, 2014).

Algunos autores concuerdan en que se dan altos niveles en la biodegradacion de
tensoactivos con la utilizacibn de procesos anaerébicos, pero también hay
experimentaciones donde se indica que se inhibe la biodegradacion cuando las
concentraciones de estos tensoactivos sobrepasan los 50 mg/l (Rios, 2014). Entre
los principales problemas que se presentan cuando estos compuestos se encuentran
en el agua estan: efectos toéxicos sobre organismos, disminucién de tasa de re-

oxigenacion y generacion de residuos toxicos para humanos (Rios, 2014). Por lo



tanto, es necesario buscar alternativas que permitan sustituir los tensoactivos
sintéticos en la formulacion de

detergentes. Los biotensoactivos son compuestos biolégicos generados por
bacterias, las cuales utilizan sustratos que incluso pueden contener residuos
organicos. Ademas, a diferencia de los tensoactivos quimicos, los biotensoactivos
son biodegradables, obteniendo gran compatibilidad con el medio ambiente (Liu et
al., 2015). Dentro de los biotensoactivos se identifica la surfactina producida por
Bacillus subtilis, la cual presenta una actividad antibacteriana y antifingica (Jiménez
et al., 2010).

1.1 Justificacion del problema
La industria de alimentos ofrece gran variedad de productos y de estos se
generan una gran cantidad de residuos organicos, los mismos que al no ser
manejados correctamente ocasionan afectaciones medioambientales y
sociales. En el 2014, en Ecuador se gener6 4.06 millones de toneladas
métricas de residuos. De este total solo el 28% logra ser controlada en los
rellenos sanitarios en su proceso inicial, pero por falta de administracion y
recursos, terminan en botadores. El otro 72% termina directamente en
botaderos a cielo abierto (rios, terrenos baldios, entre otros) provocando
problemas ambientales y de salud (MMAyA, 2002). Por lo tanto, los
planteamientos que surgen sobre el manejo de residuos organicos es su
aprovechamiento en otras areas, por ejemplo, ser fuente de nutrientes para
un microorganismo con la finalidad de obtener biotensoactivos como la

surfactina.

Con este proyecto se espera tener un aprovechamiento adecuado de algunos
residuos, al emplearlos como materia prima en el proceso de obtencién de
surfactina, para que posteriormente, estos tensoactivos biolégicos

reemplacen a los compuestos sintéticos en la formulacion de detergentes.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo General
Establecer los factores de crecimiento de Bacillus subtilis utilizando el

software SuperPro Designer® para la mejora en la obtencién de surfactina.



1.2.2 Objetivos Especificos

1. Seleccionar el residuo organico que maximice la produccion de
surfactina.

2. Analizar los factores de crecimiento més significativos para la obtencion
de surfactina.

3. Proponer el disefio de planta a escala piloto para la produccion de
surfactina.

4. Calcular el costo de produccién del biotensoactivo microbiano

considerando su produccién a escala piloto.

1.3 Marco teérico
1.3.1 Tensoactivos sintéticos
Los tensoactivos son compuestos quimicos conformados por dos regiones,
una hidrdfila y otra hidr6foba. Gracias a estas regiones tienen la capacidad
de reducir la tension interfacial entre dos fases inmiscibles (Effendy &
Maibach, 2006).

Para los compuestos de limpieza, los tensoactivos tienen la propiedad de
facilitar el transporte y sanitizacion sobre una superficie. Debido a su
estructura presentan varias propiedades: ser soluble por lo menos en una
de las fases de la solucion; y, en un sistema soluto-solvente cuando la
concentracion de soluto excede su limite son capaces de formar micelas
(Marriott & Gravani, 2006).

Tipos de Tensoactivos
Mediante la capacidad de formar iones en presencia de otros compuestos
existen cuatro tipos de tensoactivos: anionicos, catiénicos, anféteros y no
ionicos.
e Anionicos
Los tensoactivos anidnicos mas empleados son los que presentan en su
estructura moléculas de alquil-carboxilatos, iones sulfato y sulfonatos

(Effendy & Maibach, 2006). Estos compuestos poseen la particularidad



de formar iones de carga negativa, otorgandole una excelente accion de

detergente, pero baja accion bactericida (Marriott & Gravani, 2006).

Cationicos

Estos compuestos se caracterizan por tener al menos una seccion
hidrofébica enlazada a un atomo de nitrégeno con carga positiva
(Ivankovi¢ & Hrenovi¢, 2009). Cuando son disueltas en agua ejercen la
funcidén de tensoactivos, destacando las sales de amina y de amonio
cuaternario. Sin embargo, su utilidad convencional es para el control de
microorganismos (Effendy & Maibach, 2006).

Anfoteros

Este tipo de tensoactivos en su estructura presentan un grupo catiénico
(carga positiva), y un grupo aniénico (carga negativa), lo cual les
concede propiedades de desinfectantes y detergentes (Marriott &
Gravani, 2006). La variacion del pH en el medio que se emplean les da

la capacidad de cambiar su funcionalidad (Ivankovi¢ & Hrenovic, 2009).

No Ionicos

Los tensoactivos no iénicos presentan un equilibro entre las regiones
hidréfobas e hidréfilas, por lo cual sus propiedades no se ven afectadas
por el pH de la solucién. Una caracteristica fundamental es que no se
disocian en una solucion acuosa, comunmente el agua (lvankovi¢ &
Hrenovi¢, 2009).

Usos de los tensoactivos sintéticos

Estan constituidos por una gran variedad de estructuras lo que conlleva su

utilizacion en diferentes aplicaciones. En el proceso industrial incluyen la

fabricacion de productos alimenticios, farmacéuticos, cuidado personal y

detergentes (Schramm, Stasiuk, & Marangoni, 2003).

Alteracion a causa del uso de tensoactivos

Mediante la descarga de liquidos residuales en aguas superficiales, estos

compuestos ingresan al medio ambiente afectandolo negativamente, ya

4



1.3.2

gue son elevadamente toxicos para los organismos del medio. El lodo de
aguas residuales es utilizado como fertilizantes en la agricultura, y se han
encontrados en ellos concentraciones elevadas de tensoactivos y otros

contaminantes (Ying, 2006).

Las plantas de tratamientos de aguas residuales se encargan de eliminar
una proporcién de los tensoactivos procedentes de las industrias; sin
embargo, como no es posible eliminar su totalidad, estos compuestos
terminan alojandose en aguas superficiales o en el suelo. Por esta razon,
se realizan monitoreos periédicamente para controlar las concentraciones
de tensoactivos anidnicos, no iénicos y catidnicos, siendo los catiénicos uno
de los mas toxicos para el medio ambiente y a su vez un eficaz bactericida.
Finalmente, los tensoactivos cationicos afectan directamente a los

ecosistemas acuaticos y a la calidad del suelo (lvankovi¢ & Hrenovi¢, 2009).

Biotensoactivos

Representan un grupo heterogéneo de moléculas tensoactivas que son
producidas mediante bacterias y poseen propiedades hidréfilas e
hidréfobas (Gudida, et al., 2012).

Clasificacion de los biotensoactivos

Debido a su naturaleza quimica y peso molecular, los biotensoactivos se
clasifican en lipopéptidos, glicolipidos, aminoacidos modificados y &cidos
grasos, los cuales son de bajo peso molecular; y polimeros extracelulares,
de alto peso molecular (Raiger & Lépez, 2009). En la actualidad, hay dos
tipos de biotensoactivos que son relevantes industrialmente y viables
econdmicamente, los glicolipidos y lipopéptidos (Geys et al., 2014). Entre
los biotensoactivos lipopéptidos principales estan las surfactinas, iturinas 'y
fengicinas, destacando la surfactina por su gran aplicacién industrial (Geys
et al., 2014).



Surfactina

Las surfactinas son heptapéptidos como se muestra en la figura 1.1 su
estructura quimica estd conformado por un acido graso 3-hidroxilo unido
mediante cadenas de 13 a 16 atomos de carbono (Cobo, 2017). Este
compuesto, logra reducir la tension superficial del agua de 72 a 27 mN/m
utiizando bajas concentraciones, ademas es utilizado como
antimicrobiano, antiviral y en actividades antitumorales (Chamy &
Rosenkranz, 2013). La surfactina es uno de los biotensoactivos mas
poderosos, provoca la reduccion de la tension superficial del agua
usando concentraciones menores del 0.005 % en peso (Jiménez et al.,
2010).

L-Asp — D-Leu — L-Leu —O CHy
HC —(CHa)g —?H

L-Val i
a\ CH, CH,

Dieu —D-Leu —L-Glu — O0=0

Figura 1.1 Estructura de la surfactina (Jiménez et al., 2010)

lturinas

Las iturinas, al igual que las surfactinas, son heptapéptidos, pero con
acidos grasos B-amino con 14 a 17 atomos de carbono. Este grupo,
presenta propiedades antifungicas y favorece la inhibicién de algunos

patégenos en plantas (Cobo, 2017).

Fengicinas

Las fengicinas son decapéptidos que contienen en el interior un anillo de
lactosa unida a los péptidos y un acido graso B-hidroxilo con 14 a 18
atomos de carbono, estos ultimos pueden ser saturados o insaturados
(Cobo, 2017).



1.3.3 Caracteristicas de Bacillus subtilis
Bacillus subtilis de la familia Bacillaceae pertenece al género Bacillus, es
una bacteria Gram positiva, productora de esporas que resiste altas
temperaturas (Cuervo, 2010). Morfolégicamente presenta forma de bacilo
con bordes redondos, esporas esféricas y centrales. Las colonias miden de
2 a4 mm, son de aspecto liso o rugoso, de bordes ondulados o extendidos
en el medio (Realpe et al., 2002). En la produccion de los diferentes
biotensoactivos y sus microorganismos productores, destaca Bacillus sp.

presentando gran interés comercial (Chamy & Rosenkranz, 2013).

Compuestos bioactivos

El género Bacillus comunmente es considerado como productor microbiano
de moléculas bioactivas, inhibiendo crecimiento de fitopatégenos. La
formacion de endosporas favorece su uso para el desarrollo de productos
antifingicos. Aproximadamente 5% de los genomas de Bacillus subtilis
sintetizan antibiéticos y producen compuestos antimicrobianos (Ongena &
Jacques, 2008).

Produccién econémica de biotensoactivos

El crecimiento de Bacillus subtilis requiere de sustratos que contengan
fuentes de carbono y nitrégeno. Cuando se presenta la limitacion de dichos
nutrientes las bacterias se estresan y esporulan, requiriendo
necesariamente fuentes de carbono como la glucosa, sacarosa, harina de
maiz y almidén; y como fuentes de nitrégeno, la peptona, levadura y sales
minerales (Castafieda & Sanchez, 2016).

Una alternativa rentable para el aprovechamiento de residuos o
subproductos de la industria alimentaria es la utilizacion de estos como
sustratos. La utilizacion de sustratos es aprovechada por la accion de
microorganismos, cuya actividad metabdlica permite obtener compuestos
de interés. Basicamente, el proceso consiste en poner en contacto el

microorganismo con el sustrato en un ambiente optimo.
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1.35

Tipos residuos usados como sustrato

Suero de leche: Sustancia liquida obtenida al separar el coagulo de la
leche cuando se elabora quesos. Entre los principales nutrientes que
contiene estan la lactosa, proteinas, lipidos y sales minerales. El suero de
leche aporta esencialmente con lactosa, la cual es la fuente de carbono que
reacciona bioquimicamente con el microorganismo para producir biomasa
(Parra, 2009).

Melaza: Segun la Norma INEN 261, la melaza es un subproducto obtenido
durante el proceso de elaboracién de azlcar de cafia, en donde el elevado
contenido de sacarosa e impurezas ya no permite seguir el proceso de
cristalizacion. El aprovechamiento de melaza puede darse en procesos de
fermentacién utilizdndolo como sustrato para la obtencion de metabolitos
(Fajardo & Sarmiento, 2007).

Aplicaciones de surfactina en la industria de Alimentos

Para realizar correctamente un proceso de limpieza se emplean
compuestos que faciliten la eliminacion de residuos y microorganismos
presentes en suelos, equipos, paredes, mesas, utensilios, etc. Los
tensoactivos tienen la propiedad de reducir la tension superficial del agua
gue, en contacto con una superficie, permite el desprendimiento y la
suspension de la suciedad de los implementos de trabajo (Marriott &
Gravani, 2006).

SuperPro Designer®

Es un programa computacional que permite realizar la simulacion de
procesos en estado estacionario. Esta herramienta tiene incorporado
modelos mateméaticos que abarcan 17 operaciones unitarias, algunas de
estas incluyen: filtracion, centrifugacion, destilacion, reaccion
estequiométrica, entre otras. Cada operacion contiene equipos que estan
diferenciados esquematicamente (Intelligen, 2010). En la taba 1.1 se

muestras ejemplos de algunos de los esquemas de los equipos.



Tabla 1.1 Equipos del simulador SuperPro Desigher®

Nombre del equipo icono

.D_

Fermentor

Seed Fermentor

Air Lift Fermentor

TH+rvrrrrvr¥

El simulador también tiene incorporada una biblioteca con
aproximadamente 370 componentes con sus respectivas propiedades,
ademas de que permite ingresar cualquier componente nuevo. Debido a lo
anterior, el programa permite efectuar los balances de materia y energia, y
por tanto dimensionar los equipos. Los resultados se presentan como
reportes que pueden ser exportados a Excel y los diagramas a AutoCad
(Intelligen, 2010). La modalidad para trabar con el simulador lleva la
siguiente secuencia:

1. Especificacion de la modalidad de operacion (batch o continua).
Construccion de diagrama de flujo.

Registro de componentes.

Iniciacion de procesos.

Iniciacion de las corrientes de entrada.

Resolucion de los balances de materia y energia.

N o g M Db

Generacion de reportes.



CAPITULO 2
2. METODOLOGIA

2.1 Disefio del medio de cultivo
El medio de cultivo se disefi6 a partir de los componentes presentados en la
tabla 2.1. La fuente de carbono de este medio inicial es glucosa y la sustitucion
de esta se la realizé con el uso de residuos organicos como melaza, mazorca
de maiz y aceite residual de girasol. En la tabla 2.2 se muestra el componente
de mayor porcentaje considerado para cada uno de los residuos. La fuente de
nitrdgeno se mantuvo constante para el disefio de todos los medios, en donde

solo se uso6 nitrato de sodio.

Tabla 2.1 Medio de cultivo inicial (Robalino & Cerda, 2020)

Componente Unidad (g/l)
D-Glucosa 20
Extracto de levadura 1
NaNOs 8.5
NazHPO4 5.7
KH2PO4 4
MgSOa 7H20 0.21
FeSO4 7H20 0.01
CaClz 7x106

Tabla 2.2 Residuos organicos y componente de mayor porcentaje

. L i Peso molecular
Residuo orgénico Fuente de carbono Férmula
(g/mol)
Melaza Sacarosa C12H22011 342.3
Mazorca de maiz Xilosa CsH100s 150.13
Aceite residual de girasol Acido Linoleico CisH320 280.45
Medio inicial Glucosa CeH1206 180.16

En esta primera etapa se realizo la evaluacion de los residuos organicos
descritos anteriormente, como potenciales alternativos a la fuente de carbono

convencional. Estos residuos organicos pueden ser aprovechados de las



industrias azucareras (melaza), industria molinera (mazorca de maiz) e
industria de snacks fritos (aceite de girasol).

La selecciéon de la mejor fuente de carbono se realizé a través del simulador
SuperPro Designer, para lo cual en el analisis de estequiometria se considero

el modelo de caja negra representado en la figura 2.1.

Fuente de carbono Biomasa

Fuente de nitrgeno —— 5 [SETRlIFEE T i1 » Surfactina

\ Productos del

metabolismo energético

CO:zy H:O

Oxigeno

Figura 2.1 Modelo de caja negra para la estequiometria microbiana

2.2 Determinaciéon de rendimientos en C-mol
Tomando como base el modelo de caja negra se estableci6 la ecuacién 2.1,
tomando como referencia glucosa como fuente de carbono. Los coeficientes

¢’y “d” de la ecuacion representan los rendimientos de biomasa y surfactina,

respectivamente.

En los reactivos se incluyé la fuente de carbono, nitrégeno y oxigeno, este
altimo elemento debido a que el proceso se da aeroObicamente. En los
productos de la reaccion se plante6 como formula de biomasa CNo.20o0.5H1.8
representando la composicién estandar de un microrganismo (Castefieda,
2019). Ademas, como el objeto de estudio es obtener como producto
surfactina, Cs3HosN7O13 que representa la formula de esta, también se incluyo

como producto de la reaccion.

CsH1,06 + aNaNO; + b0, — ¢CNy,00sH, g + dCs3HozN,0,5 + eCO, + fH,0  (2.1)
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En base a la ecuacion 2.1, fue necesario determinar los rendimientos de la
produccion de biomasa y surfactina de cada residuo evaluado, los cuales
fueron seleccionados a partir de revision bibliografica. La seleccién de estos
rendimientos fue realizada considerando informacién relacionada con la
produccion de surfactina, donde se utilizé Bacillus subtilis y los residuos
organicos descritos en la tabla 2.2.

En la tabla 2.3 se observan los rendimientos calculados en cada
experimentacion a partir de las curvas de crecimiento celular, dichos
rendimientos estan representados en cantidad de biomasa y surfactina

producida por cantidad de sustrato consumido.

Tabla 2.3 Rendimientos de biomasay producto en la produccién de surfactina

) Rendimientos Condiciones
Residuo )
o Biomasa | Surfactina | Velocidad | Temperatura Referencia
organico X
(9/9) (9/9) (rmp) (°C)
Melaza 0.138 0.046 200 36 (Rocha, 2017)
Mazorca de (Chen, et al.,
0.02 0.036 200 37
Maiz 2017)
Aceite residual (Vedaraman &
) 0.085 0.015 160 30
de girasol Venkatesh, 2011)
Medio inicial (Vedaraman &
0.091 0.021 160 30
(glucosa) Venkatesh, 2011)

x/s —

%

/s —

Para calcular el rendimiento de biomasa y surfactina se utilizaron las

ecuaciones 2.2 y 2.3, respectivamente.

_ Biomasaproducida AX Xy —Xp
CAS T So—Sf

2.2
FC consumida (2.2)

Surfactina producida AP B,
CAS Sy -5

(2.3)

FC consumida
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Los rendimientos calculados a partir de las ecuaciones anteriores se las

convirtié6 a C-mol como se presenta en la tabla 2.4.

Tabla 2.4 Rendimientos de biomasay producto en la produccién de surfactina en
C-mol

) o Rendimientos
Residuo organico

Biomasa (Cmolx/Cmols) | Surfactina (Cmolp/Cmols)
Melaza 0.158 0.065
Mazorca de Maiz 0.024 0.054
Aceite residual de girasol 0.053 0.012
Medio inicial (glucosa) 0.111 0.034

2.3 Establecimiento de ecuaciones estequiométricas
Una vez que se determinaron los rendimientos, se plantearon las ecuaciones
para cada uno de los residuos evaluados usando como base la ecuacion 2.1.
A continuacioén, se presentan las ecuaciones planteadas para las tres fuentes

de carbono de los diferentes residuos organicos:

C12Hy2011 + aNaNO; + b0, — ¢CNy,00 sH, g + dCs3HozN; 045 + €CO, + fH,0 (2.4)
CsH100s + aNaNO; + b0, — ¢CNy,00sH, g + dCs3HozN,0,5 + eCO, + fH,0  (2.5)
C1gH320, + aNaNO; + b0, = ¢CNy,00sH, g + dCs3HgsN; 015 + CO, + fH,0  (2.6)

Donde la ecuacion 2.4 expresa la reaccion de la sacarosa; la ecuacion 2.5 la

xilosa y la ecuacion 2.6 el &cido linoleico.

2.4 Determinacion de coeficientes estequiométricos
Los coeficientes detallados en las ecuaciones 2.1, 2.4, 2.5y 2.6 como a, b, c,
d, e, y f representan los rendimientos de cada componente de la reaccion.
Para calcular estos coeficientes primero se debe representar los elementos a
un atomo de carbono en cada compuesto que presente dicho elemento, luego
pasar los rendimientos de g a Cmol. Este ultimo procedimiento es necesario,

ya que, si los elementos se expresaron en Cmol, el balance solo es valido si

13



2.5

se usan los rendimientos con las mismas unidades (Castefieda, 2019).
Finalmente, se determinaron los coeficientes planteando ecuaciones a partir
del balance de C, H, Oy N, como ejemplo del balance de carbono se presenta

la ecuacioén 2.7.

l=c+d+e (2.7)

Efecto de las condiciones de procesos en la obtencion de surfactina
utilizando el software SuperPro Desigher®

En esta etapa se evalud el efecto del tipo de sustrato, concentracién de
sustrato, temperatura y aireacion sobre la produccion de surfactina con el
programa SuperPro Designer, para lo cual se realiz6 un disefio factorial
general. En la tabla 2.5 se observan las temperaturas, tipo de sustrato y
concentracion de sustrato.

Se realizaron un total de 36 corridas (apéndice A), mediante la combinacién

de los diferentes factores con sus respectivos niveles.

Tabla 2.5 Disefio experimental para la simulacidon

Factores Niveles
Fuente de carbono ) o )
Sacarosa | Xilosa Acido linoleico | Glucosa
(FC)
Temperatura (°C) 30 32 34 -
Concentracion inicial 12.5 25 50 -
de la FC (g/l)

2.5.1 Condiciones de la operacién en el simulador

El modo de operacion con el que se trabajé fue tipo discontinuo. Se
seleccionaron los componentes para simular el proceso de fermentacion
desde la base de datos del programa y aquellos componentes que no
existian se los registr6 con sus propiedades fisicas. Posteriormente, se
colocé el fermentador con las corrientes de entrada y salida, como se

evidencia en la figura 2.2.
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Figura 2.2 Corrientes del fermentador. Fuente SuperPro Designer®

En la tabla 2.6 se observa los componentes que se registraron para las
corrientes de entrada, también debido a la configuracion del simulador se
debe considerar un flujo de aire constante de 0.6 vvm para realizar la debida
fermentacion, y se detallan las cantidades ingresadas de cada uno. En la
corriente del medio se registr6 que este ingresa al fermentador con una

temperatura de 25 °C.

Tabla 2.6 Componentes y concentraciones de las corrientes de entrada
Flujo (kg/batch)

Componentes

Corriente del Medio | Corriente de Aire
Fuente de carbono 1.25/25/5* -

Nitrato de sodio 0.85 -

Agua 100 -

Biomasa 0.01 -
Aire - Autoajuste

* Los tres valores de la fuente de carbono varian dependiendo de la concentracion inicial de sustrato

Luego de definirse las corrientes del proceso, se afadié las operaciones
necesarias para llevar a cabo el proceso en el fermentador, estas fueron:
carga del medio, calentamiento, y fermentacién. En la operacion de
fermentacion se establece una duracion de 24 horas para todos los casos
de estudio, y ademas en la tabla 2.7 se especifican las condiciones para el

resto de las operaciones.
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Tabla 2.7 Condiciones de operacion para la simulacién

) Tiempo de proceso
» ] Tiempo
Operacion Cantidad ] . Basado en
configuracion | Duracion
velocidad
Carga del medio | 102.11/103.36/ 10 min - -
105.86 kg *
Calentamiento - 5 min - 0.5 °C/min
Fermentacion 102.11/103.36/ - 24 h -
105.86 kg *

* Los tres valores de la carga del medio y fermentacion varian dependiendo de la concentracion inicial de

sustrato.

En la operacion de fermentacion se registré la ecuacion estequiométrica
con sus respectivos coeficientes y se marco la fuente de carbono como el
sustrato de referencia, ademas se designé a la biomasa como componente
referente de la velocidad de reaccién. Dentro de la cinética de la
fermentacion de esta operacion también se especificé que el modelo sigue
la cinética de Monod y se especificaron los parametros cinéticos como la
velocidad especifica maxima (pUmax) y la constante de saturacion (ks) segun
la fuente de carbono utilizada (Mageshwaran et al., 2014) y la variacion de
estos parametros para las diferentes temperaturas se realiz6 con el

predictor de ComBase.

Por otra parte, en esta misma operacion se debe especificar los perfiles de
salida que se deseaban obtener, en este caso se selecciondé biomasa,
fuente de carbono y surfactina. Los resultados se obtuvieron en hojas de
Excel y posteriormente se ingresaron en Minitab® para analizar los datos y

obtener una grafica de interaccion de los factores estudiados.

2.6 Disefio de una planta productora de surfactina
La propuesta para el disefio de la planta piloto se elaboré a partir de un
diagrama de procesos. El diagrama de proceso para la obtencion de surfactina
se lo dividi6 en dos etapas, como se muestra en la figura 2.3. La primera etapa

se la realiz6 en referencia a la experimentacién (Robalino & Cerda, 2020),
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donde solo se considerd el proceso hasta la obtencion de biomasa. La
segunda etapa para la obtencion de surfactina se elaboré considerando el

proceso de extraccion y purificacion descrito en bibliografia (Sousa, 2014).

ETAPA 1

ETAPA 2

Preparacién cultivo

microorganismo
Conteo celular

Recepcién de Incubacién  ——  Fermentacién
materia prima 37°Cpor8h T 300 rpm
pH: 6.5
30°C
Preparacién 16h

—» Esterilizacién
121°C por 15 min

7| Pesado = del medio

v

Centrifugacion |*'| Filtracién |—’| Centrifugacién |‘ >| Extraccion |—'| Evaporacién

10000 g por 15 min Esteres celulosa 10000 g por 20 min Diclorometano Temperatura
a°c 0.45 Um

ambiente

Adicion HCL 3M ol 37%
12 h (4°C)

Figura 2.3 Diagrama de proceso para la obtencion de surfactina

En base a cada etapa del proceso se determinaron los equipos requeridos y
sus dimensiones (ancho X largo), ademas se incluyen el area administrativa,
y el area de higiene personal; para establecer el espacio que se requiere en
metros cuadrados (m?), tal como se indica en el Apéndice C. Para la
distribucién de la planta piloto, se analizan las relaciones existentes entre cada
etapa del proceso mediante los diferentes niveles de proximidad tal como se
muestra en la Tabla 2.8, obteniendo asi se elabora una Tabla de Relacion de
Actividades (TRA), para lograr un optimo empleo de los metros cuadrados

destinados para la planta piloto (Casp, 2005).

17



Tabla 2.8 Escala de los valores de proximidad para T.R.A.

CODIGO PROXIMIDAD COLOR
A Absolutamente necesario -
E Especialmente importante Amarillo
I Importante Verde
] Ordinario Azul
U Sin importancia
X Rechazable

Finalmente, se realizé la distribucién empleando dos programas: CorelLap,
con el cual se obtiene un esquema sobre la distribucion de los equipos, y

Microsoft Office Visio donde se elabor6 un plano a escala de la planta piloto.

2.7 Costos estimados de implementacion
Para estimar los costos de operacién de considero la materia prima, reactivos,
consumo de agua, el consumo de energia de los equipos utilizados en el
proceso y otros gastos indirectos. Por otra parte, se realiz6 una comparacién
del costo de dos procesos de fermentacion: el primero utilizando como medio
de cultivo el residuo que obtuvo el mejor rendimiento de surfactina, y el

segundo en donde se us6é un medio de cultivo convencional con glucosa.
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CAPITULO 3
3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Determinacion de los coeficientes estequiométricos
Los coeficientes estequiométricos que se calcularon para realizar el balance
de masa en el proceso de fermentacion y se presentan en la tabla 3.1. Los
valores de a, b, c, d, e, y f representan los coeficientes de la fuente de
nitrégeno, oxigeno, biomasa, surfactina, diéxido de carbono y agua,
respectivamente. Se utilizé los sustratos en su forma de Cmol y se verificd que
los coeficientes balaceados sean los correctos, realizando un conteo de cada

elemento en los reactivos y productos.

Tabla 3.1 Coeficientes de las ecuaciones estequiométricas

Coeficientes (Cmol/Cmol)
Fuente de carbono a b c d e f
Sacarosa 0.038 | 0.669 | 0.158 | 0.065 | 0.777 | 0.699
Xilosa 0.010 | 0.886 | 0.024 | 0.054 | 0.922 | 0.930
Acido linoleico 0.012 | 1.303 | 0.053 | 0.012 | 0.935 | 0.842
Glucosa 0.026 | 0.851 | 0.111 | 0.034 | 0.923 | 0.870

3.2 Evaluacion del proceso de produccion de surfactina
Una vez finalizada el proceso de simulacion de produccién de surfactina se

obtuvieron los siguientes resultados:

En el analisis de los factores de estudio se obtuvo el diagrama de Pareto
presentado en la figura 3.1, en el cual utilizando un nivel de significancia
a=0.05 se determinan que los factores mas significativos estadisticamente
son fuente de carbono (A), concentracibn de FC (B), temperatura(C),
interaccion AB e interaccion AC. Mientras que la interaccion BC se descarta
como un factor significativo porque no existe la suficiente evidencia estadistica
gue indique que la temperatura en conjunto a la concentracion de la fuente de

carbono afecte a la produccion de surfactina.
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Factor Nombre

A FC
B Conc. FC
C Temperatura

2 4 6 8 10 12
Efecto estandarizado

Figura 3.1 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados de surfactina, a=0.05 (FC: fuente de

carbono)

En la figura 3.2 se presenta las cantidades de surfactina y biomasa producidas
a diferentes concentraciones de las fuentes de carbono (FC) y a temperaturas
de 30, 32y 34 °C. En lafigura 3.2a se presentan los datos a una temperatura
de 30°C, como se evidencia no se observan diferencias en la produccion de
surfactina al utilizar los diferentes niveles de concentracién de sacarosa,
mientras que para el resto de FC si hay diferencias en la obtencion de
surfactina, incrementando la produccion con el aumento de las
concentraciones de FC, siendo el de mayor produccion la fuente de xilosa en

todas las concentraciones iniciales de sustrato.
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Figura 3.2 Influencia de la concentracion de la fuente de carbono en la produccién de surfactina (a: 30
°C; b: 32 °C; c: 34 °C).
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Al realizar la fermentacion a una temperatura de 32°C (fig. 3.2b) tampoco hubo
diferencias en la produccién de surfactina para sacarosa en las diferentes
concentraciones de FC; sin embargo, se obtuvo mayores cantidades de
surfactina en comparacion con los resultados obtenidos a temperaturas de
30°C. En cuanto a las otras FC, se observa la misma tendencia que a 30°C,
la produccién de surfactina aumenta con la concentracion de la FC, siendo la
de mayor produccion la fuente de xilosa. Todas las FC presentaron diferencias
notables al utilizar los diferentes niveles de concentracion a una temperatura
de 34°C (fig. 3.2c) presentando un incremente en produccion de surfactina al
aumentar la concentracion de FC. Para los tres graficos presentados en la
figura 3.2 se obtuvo la maxima concentracion de surfactina utilizando xilosa a
una concentracion inicial de 50 g/l, la cual es de 2.55 g/l. EI efecto de la
temperatura en la obtencion de surfactina solo mostré cambios cuando se usé
sacarosa como fuente de carbono, evidenciando un aumento de la cantidad

de surfactina con el aumento de la temperatura.

En la Figura 3.3 se pueden observar los efectos individuales del proceso de
fermentacién, en donde se puede evidenciar como los diferentes niveles del
factor afectan en la produccién de surfactina. En general, el tipo de fuente de
carbono y la concentracién de esta, son los factores que afectan en mayor
proporcion la cantidad de surfactina producida. No obstante, en cuanto a la
fuente de carbono, los niveles glucosa y sacarosa presentan diferencias
minimas entre ellos. Al usar xilosa como fuente de carbono y utilizando la
concentracion inicial mas alta de esta, se obtiene la maxima produccion de

surfactina, ratificando lo descrito anteriormente.

22



FC Conc. FC Temperatura
1.50 L J
L ]

S 125
=
[v]
[l
h=
5 100 bt
A L
g ®
o
® bt * ®
E 0.75
=

0.50 ®

®
. > > > < L~ 0 O WA B
& & P o % K >
< & & +
i 4
®
FC: Fuente de carbono

Figura 3.3 Influencia de los factores en la produccion de surfactina

La figura 3.4 muestra como la combinacién de los tres factores estudiados
influye en la variable de respuesta, es decir, en la obtencion de surfactina. Se
puede apreciar que todas las interacciones que incluyan el tipo de fuente de
carbono presentan gran variabilidad en la cantidad de surfactina obtenida,
evidenciando nuevamente que con xilosa se obtienen mejores resultados,

seguido de glucosa, sacarosa y el de menor rendimiento, &cido linoleico.
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Figura 3.4 Influencia de la interaccién de factores en la produccién de surfactina
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Por otra parte, la interaccion de la concentracion de FC con la temperatura y
el tipo de residuo también obtiene mejores resultados con el aumento dichas
concentraciones.

En base a los resultados de las simulaciones realizadas se determina que el
crecimiento de la biomasa del Bacillus subtilis y la produccién de la surfactina
depende del tipo de sustrato que se emplea como fuente metabdlica, estas
pueden ser disacaridos, pentosas y hexosas (Romero Garcia, 2003). Por lo
cual, con la figura 3.5 se discute sobre los factores que podrian afectar la tasa
de crecimiento, donde se observa que empleando xilosa se obtiene menor
biomasa y mayor surfactina, esto ocurre debido a que el microorganismo es
capaz de metabolizar dicha fuente de carbono, pero no de transportarla,
indicando que se requiere un componente adicional para el desarrollo de la
biomasa el cual puede ser la fuente de nitrogeno (Romero Garcia, 2003). Sin
embargo, estudios han obtenido diferentes cepas de Bacillus subtilis que
pueden transportar la xilosa una vez metabolizada. Es importante resaltar que
cada fuente de carbono es metabolizada a través de una ruta metabdlica en
especifico, es decir, la xilosa se metaboliza mediante la ruta pentosas fosfato;
mientras que la glucosa y la sacarosa mediante la glicolisis (Hernandez
Bustos, 2003).

Biomasa (g/l)
Surfactina (g/l)

Tiempo (h)

Biomasa (sacarosa) Biomasa (xilosa)

Biomasa (Ac. Linoleico)

Biomasa (glucosa)

----- Surfactina (sacarosa) Surfactina (xilosa)

----- Surfactina (Ac. Linoleico) ====- Surfactina (glucosa)

Figura 3.5 Curva de crecimiento de Bacillus subtilis a 30 °C y concentracion inicial de la fuente de

carbono de 25 g/l
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3.3 Disefio de planta a escala piloto para produccion de surfactina
En base al diagrama de proceso presentado en la Figura 2.3, se realiz6 la
tabla de relacion de actividades (Apéndice B) establecidas para la produccién
de surfactina, los equipos que intervienen (Apéndice C) y utilizando dicha tabla

se obtienen las areas requeridas, las cuales se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Area requerida por actividad

Actividad o seccion Area (m?)*
Recepcion de materia prima 16.56
Almacenamiento de materia prima 3.63
Preparacion de cultivo 1.67
Preparacion de medios 3.14
Esterilizacion 1.59
Incubacién 121
Fermentacion 4.80
Centrifugacion 10.29
Filtracion 2.52
Extraccion 2.52
Evaporacion 1.34
Almacenamiento de producto final 3.65
Oficinas 13.75
Bafios 6.90
Deposito de desechos 9.0

* m2: metros cuadrados

Por lo tanto, el area total requerida para la planta piloto es de 82.57 m2,

Para el desarrollo del disefio de la planta piloto se aplico el software CorelLap.
Se obtuvo los indices de cercania entre las actividades y secciones, lo cual se
detalla en la tabla 3.3, reiterando que para dichos resultados se utiliza la tabla

de relacion de actividades (Apéndice B).
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Tabla 3.3 indice de cercania total

Actividad o seccién TCR*
Preparacion cultivo 46
Centrifugacion 41
Preparaciéon medio 41
Evaporacion 41
Fermentacion 40
Filtracion 40
Extraccion 39
Esterilizacion 39
Incubacion 39
Almacenamiento de materia prima 38
Recepcion de materia prima 33
Almacenamiento de producto final 29
Oficina 26
Depdsito de desechos 24
Bafio 24

* TCR: Total Closeness Rating (indice de Cercania Total)

Con los resultados de sobre el indice de cercania y la superficie requerida
para cada actividad del proceso, mediante el software se obtiene el disefio
mas adecuado (Apéndice D), el cual se utiliza como una guia para la
elaboracion esquematica de la planta piloto. Posterior al disefio de CoreLap,
mediante la herramienta Microsoft Office Visio se redisefié un esquema a
detalle de la planta piloto (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Disefio propuesto para planta piloto
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3.4 Estimacion de costos
En la tabla 3.4 se presenta el costo de produccion por lote para la produccion
de surfactina. Se considera que, segun el proceso con una carga inicial de
100 litros, se tomaria un total de 3 dias en obtener un lote; donde un lote de
produccion equivale a obtener 254.7 g de surfactina. Por tanto, el valor de
todos los items presentados equivale al costo en dicho tiempo. El costo

mensual de produccion seria de $ 5,298 y el costo anual de $63,576.

Tabla 3.4 Costo de produccion por lote

items Materiales | Mano de Costos Costo de
directos Obra indirectos | produccion
Acido $0.72 $0.72
clorhidrico
Diclorometano | $ 0.003 $0.003
Residuo $0.00 $0.00
Nitrato de $ 165.77 $ 165.77
Sodio
Caldo nutritivo $0.60 $0.60
Glicerol $0.23 $0.23
Mano de obra $320 $ 320
Energia $32.00 $32.00
Agua $0.48 $0.48
Otros $10 $10
Total $167.32 $320 $42.48 $529.8

Como resultado del presente trabajo se determiné como fuente de carbono
xilosa, que se encuentra en una proporcion del 30% en el residuo de mazorca
de maiz (Casalombo, 2015). Es importante recalcar que dentro de los costos
de produccion no se esta considerando que en el proceso de extraccion y
purificacion se generan residuos o disolventes organicos, y su depuracion
provocaria una elevacion en los costos de produccion. Segun (Wasem et al.,
2019), solo el proceso de purificacidon representa aproximadamente el 60% de

los costos de produccién.
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En la implementacion de mejoras de surfactina se realiza el aprovechamiento
de residuos de la industria de alimentos, los costos totales para la preparacion
del medio de cultivo con mazorca de maiz serian de $ 165.77, lo que reduciria
los costos en aproximadamente un 50 % en comparacion con los célculos del

costo del medio inicial, evidenciados en la tabla 3.5.

Tabla 3.5 Comparacion del costo de los medios de cultivo

Medio inicial Medio con
Componentes $/kilo mazorca de maiz
g/lote $/lote | gllote $/lote
D-Glucosa 53.70 2000 107.4 - -
Residuo - - - 8300 0.00
Extracto de levadura | 106.66 100 10.67 - -
NaNO3 195.02 850 165.77 850 165.77
NazHPO4 59.93 570 34.16 - -
KH2PO4 63.95 400 25.58 - -
MgSO4 7H20 40.00 21 0.84 - -
FeSO4 7H20 73.60 1 0.07 - -
CaClz 84.62 0.0007 0.01 - -
Total $3445 $165.77
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se utilizé como mejora para la produccion de surfactina el aprovechamiento
tedrico de residuos organicos como melaza, mazorca de maiz y aceite
residual de girasol provenientes de las diferentes industrias de alimentos.
Se evidencié que a las 16 horas del proceso de fermentacion la xilosa
(fuente de carbono) a una concentracion de 50 g/l con una temperatura de
30 °C presenta la maxima produccién de surfactina, obteniendo una

cantidad de 2.547 g/l de surfactina.

Los factores mas significativos para la obtencién de surfactina son la fuente
de carbono y su concentracién, ademas se evidencia que estos factores
afectan al desarrollo de la biomasa. Los diferentes niveles de temperatura
no presentaron diferencias significativas en la variable de respuesta, sin
embargo, cabe indicar que la temperatura influye sobre los parametros
cinéticos del Bacillus subtilis, principalmente en la tasa especifica de
crecimiento (Uns) Ya que al incrementar la temperatura se acelera el

crecimiento de la biomasa.

En el aspecto ambiental se favorece a la reduccién en la acumulacion de
desechos en los vertederos de basura porque se estd aprovechando un
residuo organico como fuente principal para la obtencion de cualquier
producto, en nuestro caso, la surfactina. Ademas, la surfactina al ser un
metabolito proveniente de un microorganismo presenta una propiedad
antimicrobiana y se convierte en un sustituto de los tensoactivos sintéticos
los cuales contaminan el suelo y agua. También es importante resaltar que
econdmicamente el uso de un residuo representa la reduccion en los costos
de elaborar el medio de cultivo para el proceso de fermentacion, esta

reduccion esta representada aproximadamente en un 50%.



4.2 Recomendaciones

Bacillus subtilis puede crecer bajo condiciones termofilicas y mesofilicas, a
45y 30 °C, respectivamente. Por lo tanto, se recomienda ampliar el rango
de temperaturas evaluadas para observar si hay cambios significativos en

la produccion de surfactina.

Hacer comparaciones utilizando diferentes fuentes bibliograficas donde
utilicen residuos del mismo tipo, para relacionar los rendimientos con los
componentes del medio de cultivo y ver como estos influyen en la obtencion

de surfactina.

Realizar la validacion experimental de la cinética metabdlica del Bacillus
subtilis empleando diferentes fuentes de carbono, para determinar la
estequiometria general, la composicion elemental del microorganismo, y
los rendimientos de la reaccion; ya que son necesarios en la simulacion y

desarrollo del proceso de obtencion de la surfactina.

Realizar la validacion experimental con los residuos evaluados en este
proyecto, debido a que en el proceso de simulacién solo se estéa evaluando

el componente de mayor porcentaje en la composicion del residuo.
Determinar el consumo de energia (kW/m?3) por agitacion y su relacién con

la produccién de surfactina, considerando parametros como densidad y

viscosidad del medio de cultivo.

31



BIBLIOGRAFIA

Casalombo, I. (2015). Obtencion de xilosa a partir de zuro de maiz mediante hidrolisis
acida. Obtenido de Repositorio Universidad de Guayaquil:
http://repositorio.ug.edu.ec/bitstream/redug/8949/1/BCIEQ-T-
0117%20Casalombo%20Velesaca%?20Ingrid%20Melissa.pdf

Casp, A. (2005). Disefio de industrias agroalimentarias. Barcelona: Ediciones Mundi-
Prensa.

Castafieda, E., & Sanchez, L. (2016). Evaluacién del crecimiento de cuatro especies del
género Bacillus sp., primer paso para entender su efecto biocontrolador sobre
Fusarium sp. Nova, 53-65.

Castefieda, M. (2019). Estequiometria y cinética del crecimiento microbiano. Obtenido
de Repositorio Institucional de la UNLP
http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/89651/Apunte_de_c%C3%Alted
ra.pdf-PDFA.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Chamy, R., & Rosenkranz, F. (2013). Biodegradation - Life of Science. Rijeka: InTech.

Chen, C., Lin, J., Wang , W., Huang, H., & Li, S. (2017). Cost-Effective Production of
Surfactin from Xylose-Rich Corncob Hydrolysate Using Bacillus subtilis BS-37.
Waste and Biomass Valorization, 1-7.

Cobo, C. (15 de Mayo de 2017). Evaluacion de medios de cultivo liquidos para la
multiplicacion de la bacteria Bacillus subtilis. Obtenido de Universidad San
Francisco de Quito:
http://repositorio.usfq.edu.ec/bitstream/23000/6598/1/131031.pdf

Cuervo, J. (2010). Aislamiento y caracterizacion de Bacillus ssp como fijadores biolégicos
de nitrogeno y solubilizadores de fosfato en dos muestras de biofertilizantes
comerciales. Obtenido de Pontificia Universidad Javieriana Colombia:
https://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis404.pdf

Effendy, I., & Maibach, H. I. (2006). Detergents. En Irritant Dermatitis (pags. 249-254).
Springer.

Geys, R., Soetaert, W., & Van, B. (2014). Biotechnological opportunities in biosurfactant
production. Current Opinion in Biotechnology. Current Opinion in Biotechnology,
66-72.

Guida, E., Pereira, J., Rodrigues, L., Coutinho, J., & Teixeira, J. (2012). Isolation and
study of microorganisms from oil samples for application in Microbial Enhanced
Oil Recovery. International Biodeterioration & Biodegradation, 56-64.



Hernandez Bustos, C. I. (2003). Crecimiento y Formacion de productos en cultivos
aerobicos y anaerébicos de Bacillus subtillis con glucosa, xilosa y celobiosa.
Obtenido de http://www.ibt.unam.mx/alfredo/ClaudialbethHernandez.pdf

Intelligen. (2010). SuperPro Desinger Porduct Features. Obtenido de Intellligen, Inc.:
https://www.intelligen.com/superpro_features.html#

Ivankovi¢, T., & Hrenovi¢, J. (2009). Surfactants in the Environment. Archives of
Industtrial Hygiene and Toxicology, 95-111.

Jardak, k., Drogui, P., & Daghirir, R. (2015). Surfactants in aquatic and terrestrial
enviroment: occurrence, behavior, and treatment processses. Environmental
Science and Pollution Research, 3195-3216.

Liu, Q., Lin, J., Wang, W., Huang H., & Li, S. (2015). Production of surfactin isoforms by
Bacillus subtilis BS-37 and its applicability to enhanced oil recovery under
laboratory conditions. Biochemical Engineering Journal, 31-37.

Marriott, N. G., & Gravani, R. B. (2006). Cleaning Compounds. En Principles of Food
Sanitation (pags. 141-163). New York: Springer Science+Business Media.

MMAyA. (2002). Programa Nacional para la Gestion Integral de Desechos Sdlidos
PIGIDS. Obtenido de Ministerio del Ambiente y Agua:
https://www.ambiente.gob.ec/programa-pngids-ecuador/

Morales, L. (Abril de 2007). Estudio del proceso de transferencia de calor convectivo en
nanofluidos. Obtenido de Repositorio Institucional Universidad del Norte:
http://manglar.uninorte.edu.co/bitstream/handle/10584/113/7919687.pdf?sequen
ce=1&isAllowed=y

Ongena, M., & Jacques, P. (2008). Bacillus lipopeptides: versatile weapons for plant
disease biocontrol. Trends in Microbiology, 115-125.

Raiger, L., & Lopez, N. (2009). Los biosurfactantes y la industria petrolera. Quimica Viva,
146-161.

Realpe, E., Hernandez, C., & Agudelo, C. (2002). Especies del género Bacillus:
morfologia macroscépica y microscopica. Obtenido de Revista Biomédica:
file:///C:/Users/ADM/Downloads/1148-
Texto%20del%20manuscrito%20completo%20(cuadros%20y%20figuras%20ins
ertos)-4769-1-10-20120923.pdf

Rios, F. (2014). Comportamiento ambiental de tensioactivos comerciales:
biodegradabilidad, toxicidad y ozonizacién. Obtenido de Universidad de Granada:
https://digibug.ugr.es/bitstream/handle/10481/42048/24452968.pdf?sequence=1
&isAllowed=y

Robalino , D., & Cerda, L. (Enero de 2020). “Determinacién de la velocidad méxima de
transferencia de oxigeno y la velocidad especifica maxima de consumo de
oxigeno en cultivos por lote de la bacteria Bacillus subtilis DS23 en un biorreactor.
Obtenido de Repositorio Universidad de Amabato:
https://repositorio.uta.edu.ec/bitstream/123456789/30841/1/BQ%20227 .pdf



Rocha, P. (9 de Febrero de 2017). Producéo de surfactina por Bacillus subtilis UFPEDA
438 utilizando melaco de cana como substrato. Obtenido de Repositorio

institucional UFRN :
https://repositorio.ufrn.br/jspui/bitstream/123456789/23394/1/PatriciaMariaRocha
_DISSERT.pdf

Romero Garcia, A. S. (2003). Desarrollo de una cepa etanologénica a partir de Bacillus
subtilis. Obtenido de http://www.ibt.unam.mx/alfredo/SusanaAidaRomero.pdf

Schramm, L., Stasiuk, E., & Marangoni, D. (2003). Surfactants and their applications.
Annu. Rep. Prog. Chem., Sect. C: Phys. Chem., 3-48.

Sousa, M. (2014). Performance of a biosurfactant produced by Bacillus subtilis LAMIO05
on the formation of oil / biosurfactant / water emulsion: study of the phase
behaviour of emulsified systems. Brazilian Journal of Chemical Engineering, 613-
623.

Vedaraman, N., & Venkatesh, N. (2011). Produccion de surfactina por bacillus subtilis
mtcc 2423 a partir de aceites residuales para freir. Revista Brasilefia de Ingenieria
Quimica, 175-180.

Ying, G. (2006). Fate, behavior and effects of surfactants and their degradation products
in the environment. . Environment International, 417-431.



APENDICES



APENDICE A

Resultados de la simulacion

Temperatura (°C) Residuo Concentracion (g/l) Biomasa (g/l) Surfactina (g/l)
Sacarosa 12.5 1.0693 0.3804
Sacarosa 25 1.0662 0.3794
Sacarosa 50 1.0516 0.3743
Xilosa 12.5 0.3908 0.6595
Xilosa 25 0.6759 1.3035
Xilosa 50 1.2264 2.5471
30 Ac. Linoleico 125 0.7456 0.1467
Ac. Linoleico 25 1.3781 0.2901
Ac. Linoleico 50 2.6025 0.5678
Glucosa 12,5 1.454 0.4154
Glucosa 25 2.7782 0.8214
Glucosa 50 5.3384 1.6063
Sacarosa 12.5 2.1251 0.7939
Sacarosa 25 2.1808 0.816
Sacarosa 50 2.1535 0.8059
Xilosa 125 0.3905 0.659
Xilosa 25 0.6754 1.3025
Xilosa 50 1.2255 2.5452
32 Ac. Linoleico 125 0.7451 0.1466
Ac. Linoleico 25 1.3771 0.2899
Ac. Linoleico 50 2.6006 0.5674
Glucosa 12.5 1.4529 0.4151
Glucosa 25 2.7762 0.8208
Glucosa 50 5.3345 1.6051
Sacarosa 125 2.1236 0.7933
Sacarosa 25 4.104 1.5692
Sacarosa 50 4.3994 1.6855
Xilosa 12.5 0.3902 0.6585
Xilosa 25 0.6749 1.3016
Xilosa 50 1.2246 2.5433
3 Ac. Linoleico 125 0.7445 0.1465
Ac. Linoleico 25 1.3761 0.2897
Ac. Linoleico 50 2.5987 0.567
Glucosa 12.5 1.4518 0.4148
Glucosa 25 2.7742 0.8202
Glucosa 50 5.3306 1.6039




APENDICE B

Tabla de Relacién de Actividades

Actividades
1 Recepcién materia
prima A
Almacenamiento 1
2 materia prima 1
3 Preparacion 7777775 7
cultivo N2 X
A Preparacién 1 0N6 X
medios A‘*"’g”ufg”x
N1 1 U\6
5 Esterilizacion O U7X
ANLUNS ONLUNE X
6 Incubacion 2/0°2/Un3/0nLUNE X
302/ U~3 01 U 6 X
7 Fermentaciéon 302U 3 0 1 X\2E
ANL 0302 U 3 X \6 03X
. ., 3,003, 01 X6 X3 U2
8 Centrifugacion - A
J A77737073)7(776x6|51U
. ., 3/ XN6 YNB6 X N\3 X1
Filtracién N AL
° O N6 X\6 X \2 1 \2
L 0 3 X\6 X2 X1
Extraccion LN N NS NS
0 3 N6 N2 XN2
L, XN6 XN2 XN\2
Evaporacion VA G
H i 6, X2 X2
Almacenamiento ON\5 XN\2 X\2
12 . MNSA NS A
producto terminado {j»3 X \2 /X 2
" 102 /X2
Oficina )&=
13 ici 2 A
2
14 Bafos X
0O\5
Deposito 3
15 P

desechos
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APENDICE C

Requerimiento de espacio
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APENDICE D

Disefio de planta piloto propuesto por CoreLap

|1 3 |14 reiconen

Disefio

1 Preparacion de Cultivo

1 5 2 Preparacién de Medios
3 Esterilizacion
4 Incubacion

1 2 5 Almacenamiento de Materia Prima

6 Recepcion de Materia Prima
7 Fermentacion
8 Centrifugacion
9 Filtracién
10 Extraccion

1 1 11 Evaporacidn
12 Almacenamiento Producto Final
13 Oficinas

1 2 1 0 14 Bafios
15 Deposito de Desechos




