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RESUMEN

Los crudos pesados estan constituidos por diferentes fracciones de asfaltenos, resinas,
compuestos aromaticos y saturados, que contribuyen a sus altas viscosidades, por lo que son
intrinsecamente dificiles de biodegradar. Por otro lado, los suelos contaminados que
contienen rocas calizas son preferiblemente mojables a los aceites, lo que dificulta su
remocion. Los biosurfactantes son capaces de modificar la mojabilidad en el sistema
roca/aceite/agua y reducir la tension interfacial, lo que promueve la liberacion del aceite,
haciéndolo biodisponible. Este trabajo tuvo como objetivo producir y evaluar un
biosurfactante biosintetizado por una cepa de Bacillus subtilis para mejorar la biodegradacion
del crudo pesado impregnado en arena de caliza. Se realizd la produccion del biosurfactante
en un reactor agitado de 3L. La actividad biosurfactante se determind a diferentes
temperaturas, pH y salinidades para establecer su estabilidad. Se evaluaron la tension
interfacial y el dngulo de contacto para determinar los mecanismos involucrados en la
liberacion de aceite pesado. Finalmente, se dilucido el efecto del biosurfactante sobre la
liberacion del aceite pesado impregnado en arena de caliza, para su posterior biodegradacion
utilizando una cepa de Rhodococcus sp. Se encontr6é que la tasa maxima de produccion de
COg, utilizada como indicador de actividad bioldgica, mejord en un 32.84% en los sistemas
donde se utilizoé biosurfactante, en comparacion con aquellos donde no se us6. Al menos el
67% de la fraccion > Cyo se degrad6 en los sistemas con biosurfactante, reduciendo las
fracciones aromatica y de resinas (12.5% y 2%, respectivamente), mientras que en los
sistemas sin biosurfactante solo se elimin6 el 37% de la fraccion> Cyo y la reduccion de
aromaticos y resinas fue nula. El biosurfactante demostr6 ser efectivo en la liberacion del

crudo y mejor6 notablemente el proceso de biodegradacion.

Palabras clave: biosurfactante, liberacion de aceite, modificacion de la mojabilidad,

biodisponibilidad, biodegradacion



ABSTRACT

Heavy crude oils are comprised of different fractions of asphaltenes, resins, aromatic and
saturated compounds, which contribute to their high viscosities, making them intrinsically
difficult to biodegrade. Besides, contaminated soils that contain limestone rocks are
preferably oil wet, which makes their removal difficult. Biosurfactants are capable of
modifying the wettability of rock/oil/water system and reduce interfacial tension, which
promotes the release of oil, making it bioavailable. The objective of this work was to produce
and evaluate a biosurfactant biosynthesized by a strain of Bacillus subtilis to improve the
biodegradation of a heavy crude oil impregnated in limestone sand. The biosurfactant
production was carried out in a 3L stirred reactor. The biosurfactant activity was determined
at different temperatures, pH and salinities to establish its stability. Interfacial tension and
contact angle were evaluated to determine the mechanisms involved in heavy oil release.
Finally, the effect of the biosurfactant on the release of heavy oil impregnated in limestone
sand was elucidated, for its subsequent biodegradation using a strain of Rhodococcus sp. It
was found that the maximum CO: production rate, used as an indicator of biological activity,
improved by 32.84% in systems where biosurfactant was used, compared to those where it
was not used. At least 67% of the fraction > Cy was degraded in the systems with
biosurfactant, reducing the aromatic and resin fractions (12.5% and 2%, respectively), while
in systems without biosurfactant only 37% was removed of the fraction > Czo and the
reduction of aromatics and resins was null. The biosurfactant proved to be effective in the

release of crude oil and significantly improved the biodegradation process.

Keywords: biosurfactant, oil release, wettability —modification, bioavailability,

biodegradation
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JUSTIFICACION

El suelo es un recurso natural que desempefia funciones muy importantes para el desarrollo
de la vida sobre el planeta. Una de las mayores problematicas a las que se enfrenta el hombre
es la contaminacion del suelo como resultado de sus actividades econdémicas, lo que conlleva
a la pérdida del potencial que éste posee como sustento de ellas. México es un pais petrolero,
cuya actividad en este ramo industrial ha generado importantes problemas de contaminacion
de suelos como consecuencia de derrames, exploracion y explotacion, procesamiento y
almacenamiento, asi como el transporte de este recurso y sus derivados. Actualmente existen
tecnologias para el tratamiento y recuperacion de suelos contaminados con petréleo y sus
derivados, sin embargo, los métodos fisicos y quimicos tienen algunas desventajas respecto
a los bioldgicos, como son la generacion y el empleo de sustancias toxicas y la pérdida de las
propiedades y capacidades del suelo. Por lo que la biorremediacion sigue siendo el mas
empleado en acciones de recuperacion in situ. No obstante, en la gran mayoria de los
episodios de contaminacion, los métodos de biorremediacion se ven limitados por la baja
biodisponibilidad que presentan los hidrocarburos en los sistemas complejos hidrocarburo-
agua-suelo, debido a la baja solubilidad de éstos y su adherencia y absorcion en las rocas
constitutivas del suelo. El uso de surfactantes permite aumentar la biodisponibilidad al
modificar la solubilidad del petréleo, sin embargo, muchos de ellos son de naturaleza
sintética y resultan en ocasiones toxicos y costosos. Los biosurfactantes representan una
opcidn eco-amigable y econdmica al producirlos a partir de sustratos baratos y al tener la
posibilidad de emplearlos en forma cruda. Los biosurfactantes se han evaluado en funcion de
la tension superficial y de la tension interfacial a diferentes concentraciones y condiciones
ambientales (temperatura, pH y salinidad) de manera individual y muy pocas veces
determinando el efecto conjunto de ellas. En este trabajo se evaluaron empleando un disefo
experimental de Taguchi, que permiti6 conocer la influencia de las condiciones ambientales
y asimismo detectar efectos sinérgicos entre ellas. Adicionalmente se evaluo la efectividad
del biosurfactante como coadyuvante en procesos de biorremediacion de suelos

contaminados con crudo pesado, al facilitar la liberacion de este de la roca.
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HIPOTESIS

Los biosurfactantes pueden ser usados en procesos de biodegradacion de crudos pesados en
suelos contaminados, para incrementar la biodisponibilidad de estos y por tanto mejorar los
resultados en cuanto a velocidades de degradacion y fracciones degradadas. El conocimiento
de la interaccion aceite-agua-biosurfactante-roca evaluada mediante la tension interfacial y
la mojabilidad, permitira dilucidar los mecanismos involucrados en la liberacion del crudo
pesado impregnado en arena de caliza, con la que presenta una fuerte sorcion y adherencia.
Adicionalmente las evaluaciones de estabilidad del biosurfactante a diferentes intervalos de
temperatura, pH y salinidad, permitira establecer las condiciones ambientales en que los
biosurfactantes pueden ser usados de forma efectiva en la biorremediacion y recuperacion de

suelos contaminados con hidrocarburos.
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La industria petrolera ha jugado un papel importante en la economia de muchos paises; en el
ano 2019 se estimaba que la demanda de este recurso alcanzaria los 100.6 millones de barriles
por dia (Fenibo et al., 2019). La exploracion, explotacion, refinacion, transporte y
distribucion de este recurso, asi como la deposicion de los desechos de estas operaciones han
contaminado grandes extensiones de suelo que requieren ser remediadas y recuperadas. Las
concentraciones de crudo e hidrocarburos encontradas en suelos mexicanos, han sido
reportados en el intervalo de 100000 a 300000 ppm de hidrocarburos totales de petroleo

(Maldonado-Chavez et al., 2010).

La biorremediacion es una de las técnicas de recuperacion de suelos mas empleadas
actualmente y representa una alternativa atractiva en relacion costo-beneficio (Abioye et al.,
2012), esta aprovecha las capacidades metabolicas de los microorganismos para disminuir la
concentracion de los compuestos hidrocarbonados, transformarlos en otros menos toxicos o
llevarlos a su completa mineralizacion (Silva et al., 2014). Aunque la biorremediacion
presenta muchas ventajas sobre las técnicas fisicas y quimicas, en ocasiones se ve limitada
por la baja solubilidad del petrdleo en agua, la alta hidrofobicidad de este y sus componentes,
y su fuerte sorcion en el suelo y la matriz rocosa que lo conforma (Li et al., 2015; Motevasel,
2014). En el caso de aceites pesados se presenta ademas la baja o nula dispersion de estos en
agua como resultado de su elevada viscosidad (Abioye et al., 2012). Todo lo anterior provoca
una pobre biodisponibilidad del petrdleo para los microorganismos degradadores, retardando

los procesos de biodegradacion y biorremediacion (Li ef al., 2015).



El uso de biosurfactantes para mejorar y acelerar los procesos de biorremediacion ha sido
ampliamente reportado (Jadidi et al., 2014; Souza et al., 2014; Karlapudi et al., 2018). Son
compuestos amfifilicos capaces de intercalarse en las interfases aire-agua y aceite-agua, por
lo que disminuyen la tension superficial e interfacial, promueven cambios en la mojabilidad
del petroleo en el suelo y disminuyen la viscosidad del aceite, promoviendo su fluidizacion
(Karlapudi et al., 2018); debido a ello los compuestos hidrocarbonados son liberados,
solubilizados y/o dispersados en la fase acuosa para ser atacados enzimaticamente por los
microorganismos biodegradadores (Wang y Mulligan, 2004; Motevasel, 2014). Derivado de
lo anterior, se logra una mejoria en las tasas de biodegradacion (Al-Bahry et al., 2013; Santos

etal.,2016).

Los biosurfactantes son producidos a partir de diversas especies de bacterias, levaduras y
hongos, ya sea extracelularmente o como parte de la membrana celular (Karlapudi et al.,
2018). Presentan varias ventajas respecto a los surfactantes quimicos: pueden obtenerse a
partir de fuentes baratas y autosustentables, desechos y subproductos industriales (Silva et
al., 2014), son biocompatibles, estables a condiciones ambientales extremas, sus
concentraciones micelares criticas son pequefias, son altamente biodegradables y su
toxicidad es baja (Deng et al., 2016; Mani et al., 2016). Al ser producidos por diversos
microorganismos, los biosurfactantes se encuentran en una amplia variedad quimica y
estructural. Entre los principales microorganismos productores de biosurfactantes se

encuentran especies del género Bacillus (Borah y Yadav, 2017; Karlapudi et al., 2018;Chen
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etal.,2015), Pseudomonasy Rhodococcus (Huay Wang, 2012; Pi et al.,2017). Actualmente
han sido empleados en la industria petrolera, en derrames de hidrocarburos y en la

biorremediacion de suelos (Silva et al., 2014; Karlapudi ef al., 2018).

El uso de biosurfactantes ha sido reportado con éxito en la biodegradacion a nivel laboratorio
de aceites de motor (Karlapudi et al., 2018), fracciones de petroleo, diésel y keroseno (Bezza
y Chirwa, 2016), hidrocarburos poliaromaticos (PAHs) (Bezza y Chirwa, 2017) y aceites
medianos y ligeros (Pi et al., 2017b). En los reportes disponibles, se emplea el biosurfactante
parcial o completamente purificado obteniéndose buenas tasas de biodegradacion (De Franca
et al.,2015). Sin embargo las concentraciones de aceite empleadas en estos trabajos han sido,
en la mayoria de los casos, menores a las encontradas en los sitios contaminados (Maldonado-

Chévez et al., 2010).

Los reportes de biodegradacion de crudos pesados son escasos en la literatura disponible
(Montagnolli et al., 2015; Tao et al., 2017). En este tipo de aceites se tiene una gran
complejidad quimica, un alto contenido de resinas y asfaltenos, y elevadas viscosidades (Pi
et al., 2017a; Hamzah et al., 2013), por lo que la biodegradacion de estos resulta muy dificil
y dependera de la proporcion de los compuestos presentes (Montagnolli et al., 2015). Por
otro lado, los suelos con alto contenido de roca caliza son preferentemente mojables al aceite,
limitando su liberacion para poder ser aprovechado por parte de los microorganismos
biodegradadores. Los biosurfactantes, al modificar la mojabilidad, resultan ser coadyuvantes

en el proceso de biodegradacion.
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La temperatura, pH y salinidad, son factores ambientales que afectan el comportamiento de
los biosurfactantes, por lo que la determinacion de su actividad bajo diferentes

combinaciones de estos resulta importante.

En este trabajo se empled un biosurfactante producido por una cepa de Bacillus subtilis para
la liberacion y biodegradacion de un crudo pesado de petroleo contaminando arena de roca
caliza. Se escogio caliza debido a que este tipo de roca presenta un alto nivel de adherencia

con el crudo empleado y es mojable a este.
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Producir un biosurfactante y evaluar su capacidad para aumentar la biodisponibilidad y
mejorar la biodegradacion de un crudo pesado, para su uso futuro en la recuperacion de suelos

contaminados con hidrocarburos.

o Producir un biosurfactante a nivel biorreactor de 3L.

o Evaluar la actividad y la estabilidad del biosurfactante a diferentes condiciones
ambientales.

o Determinar los mecanismos involucrados en la liberacion del aceite de arena de caliza
en elevadas concentraciones.

o Evaluar el efecto del biosurfactante en la degradacion microbiana del aceite

contaminando arena de caliza.
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El suelo es la parte superior de la corteza terrestre, conformada por material no consolidado
que ha estado sometido a la influencia de factores ambientales (Araujo et al., 2006) y se trata
de un sistema formado por componentes minerales, organicos, gases atrapados en los poros
y agua (Saval, 1995); comprende la capa superior de la superficie y diferentes niveles de
profundidad. Segun las proporciones de arenas, limos, arcillas y materia organica,
principalmente humus y derivados, existe una gran variedad de tipos diferentes de suelos.
Los componentes minerales y la materia orgéanica se distribuyen en el espacio generando una
estructura porosa. El agua contenida en los poros del suelo contiene sales minerales y
nutrientes y es el medio en el cual se puede desarrollar la actividad metabdlica de los
microorganismos que lo colonizan. El contenido en agua de un suelo puede oscilar
enormemente, afectando dicha actividad (Klein, 2000). El suelo representa el medio filtrante
y la capa de proteccion del agua que recarga los acuiferos, es un espacio para actividades
econdmicas agricolas, ganaderas, forestales y recreativas, sustenta una gran cantidad de
microorganismos, es la base para la construccion de obras civiles y a su vez alberga parte de
la riqueza cultural (Saval, 1995). Asimismo, el suelo constituye el reservorio de las
actividades relacionadas con la explotacion y produccién del petroleo e hidrocarburos

(Fenibo et al., 2019).

La norma mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2012 define como suelo contaminado
aquel en el que se encuentran presentes uno o mas materiales o residuos peligrosos y que
puede constituir un riesgo para el ambiente y la salud; asimismo, define suelo contaminado
con hidrocarburos, como aquel en el cual se encuentran presentes hidrocarburos que por sus
cantidades y caracteristicas afecten la naturaleza de este. La contaminacion de suelos es una
de las consecuencias de la actividad industrial (Ulrici, 2000). La contaminacion con petroleo,
aceite e hidrocarburos es actualmente un fenomeno comin que ha causado catastrofes
ecoldgicas y sociales. A la fecha, los derrames de petroleo representan la mayor fuente de
contaminacion de suelos (Nadal et al., 2009) siendo esta problematica a la que mayores
esfuerzos se dedica (Thapa et al., 2012). Al ser México un pais petrolero, su industria en esta

rama es una fuente importante de contaminacién del suelo (Maldonado-Chavez et al., 2010)
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como resultado de la exploracion, explotacion, procesamiento, almacenamiento y transporte
de hidrocarburos, ocasionando derrames, fugas, filtraciones, lodos y recortes de perforacion

(Adams et al. 1999).

Los compuestos hidrocarbonados contaminantes de suelos comprenden alcanos,
cicloalcanos, hidrocarburos monoaromaticos (HMA), hidrocarburos poliaroméaticos (HPA),
resinas, asfaltenos e incluso metales pesados (Fenibo et al,. 2019). Estos compuestos ademas
de ser toxicos, poseen propiedades fisicoquimicas que los hacen insolubles y altamente

recalcitrantes.

Estadisticas de la Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PFPA, 1998) indican que
en los afios noventa del siglo pasado, los productos mayormente encontrados en suelos
contaminados en México eran los hidrocarburos, tan solo en el estado de Tabasco, Pemex
estimaba que habia 7200 hectareas de suelo afectadas por derrames de hidrocarburos, la
mayor parte de ellas en zonas pantanosas o inundables donde las condiciones de salinidad
son elevadas (Adams et al., 1999). Entre 1993 y 2003 se dieron 5525 episodios de derrames
de petrdleo e hidrocarburos (Maldonado-Chavez et al., 2010). De enero a junio de 2010, la
PROFEPA reporté 138 emergencias ambientales, de las cuales 100 fueron provocadas por

derrames de hidrocarburos (Jacott et al., 2011).

El Instituto Mexicano de Transporte (IMT) reportd que entre 1996 y 2001, el petréleo crudo
constituyo el 41.08% del total de sustancias quimicas derramadas en suelos mexicanos,

siendo la transportacion por ductos la mayor fuente de estos derrames (Flores et al., 2004).

La presencia de hidrocarburos en México ha sido motivo de preocupacién tanto por sus
efectos en el ambiente como por sus riesgos a la salud. De acuerdo con estadisticas de la
PROFEPA, cada afo ocurren en el pais un promedio de 600 emergencias ambientales
asociadas con materiales y residuos peligrosos, principalmente petrdleo y sus derivados
(gasolinas, combustoleo, diesel), agroquimicos, gas LP y natural, entre otros. Las tomas
clandestinas de hidrocarburos actualmente constituyen una de las fuentes mas importantes de

contaminacion de suelos, a este respecto, Pemex informé que las tomas clandestinas en el
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pais ascendian a mil 163 en el afio 2011 (Riojas-Rodriguez et al., 2013) y se estima que el

numero de ellas es mucho mayor a las registradas.

Entre los afios 2002 y 2010, 91% de los productores agricolas de Acatzingo, Puebla,
considerd que hubo efectos negativos a los suelos de cultivo, arboles y animales, debido a
derrames de hidrocarburos. Esto trajo como consecuencia disminucion en la produccion,
ingresos y calidad de vida, asimismo, como producto de los derrames se desencadenaron
procesos irregulares de produccion, impacto en la salud, en la economia y en la organizacién
familiar (Rivera-Pineda, 2011). La Comision Nacional de Hidrocarburos estimo que entre
2006y 2012 en el estado de Puebla se derramaron 6.91 billones de barriles de petréleo (CNH,
2013).

Los contenidos de petroleo en el suelo mexicano son variables, se han reportado
concentraciones de hasta 100000 y 323000 mg-kg™' de hidrocarburos totales del petrdleo
(HTP) (Ortiz, 1999; Rivera-Cruz et al. 2002). Estas concentraciones rebasan los limites
maximos permisibles especificados en la norma ambiental mexicana NOM-138-

SEMARNAT/SS-2012, resumidos en la Tabla 1

Tabla 1. Limites maximos permisibles para hidrocarburos en suelos de acuerdo con la norma oficial
mexicana NOM-138-SEMARNAT/SS-2012

Uso predominante del suelo

Fraccion de Hidrocarburos Agicola, forestal, recreativo y Residencial, comercial Industrial
de conservacion
Ligera 200 200 500
Media 1200 1200 5000
Pesada 3000 3000 6000

La existencia de tres fases en el suelo contaminado con hidrocarburos: liquida, gaseosa y
solida (Bidner, 2001), asi como la gran diversidad de materiales que pueden constituirlo, lo
convierten en un compartimento ambiental muy complejo. La distribucion de los
hidrocarburos dependerd de sus caracteristicas y de sus interacciones con los diferentes
constituyentes del suelo, los compuestos de elevada hidrofobicidad como los hidrocarburos

aromaticos policiclicos (HAP) y los aceites minerales se encontraran adsorbidos sobre el
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particulado o la materia orgédnica. Los medianamente solubles formaran dispersiones
hidrocarburo-agua, los menos hidrofobicos y solubles se encontrardn en disolucion acuosa 'y
por ultimo los mas volatiles se encontraran en fase de vapor (Thapa et al., 2012). Asimismo,
la viscosidad determinara su migracion vertical, de modo tal que los componentes mas
viscosos como petréleo crudo, combustoleo, aceites, lodos aceitosos y lodos de perforacion
permanecen en las capas superficiales y los menos viscosos incluso seran capaces de llegar
a los mantos freaticos (Saval, 1995). Los hidrocarburos que se encuentran en la superficie

pueden ser transformados fisicoquimica o biolégicamente (Sharma y Parley, 2020).

El nivel de contaminacion depende del tipo de suelo, de su porosidad y textura, asi como de
las caracteristicas fisicoquimicas de los hidrocarburos, de su composicion, su solubilidad en
agua, la volatilidad y la interaccién con los constituyentes del suelo. El petroleo y los
hidrocarburos se adsorberan o penetraran con mayor o menor fuerza y por lo tanto
permanecera mayor o menor tiempo en ese ambiente. En suelos arenosos la penetracion es
mayor en cuanto a cantidad y velocidad, alcanzandose en ocasiones las aguas subterraneas,
no asi en suelos arcillosos en los que debido a lo fino del grano la penetracion es a poca
profundidad, por lo que las técnicas de remediacién pueden ser tan simples como lavado o

recoleccion (Rahman et al., 2003; Nadal et al., 2009).

Los derrames de petréleo e hidrocarburos pueden causar un dafio considerable a los recursos
biologicos en una variedad de formas: mortalidad directa o indirecta, estrés oxidativo
(oxidacion de proteinas), inhibicion de crecimiento e incorporacion de sustancias
potencialmente cancerigenas o mutagénicas en las cadenas troficas, entre otras (Marti ef al.,

2009; Thapa et al., 2012).

En documentos oficiales mexicanos, el término remediacion se utiliza para referirse a
aquellas acciones aplicadas a suelos y acuiferos que conduzcan a la reduccion de los niveles
de contaminacion. La norma NOM-EM-138-ECOL-2012 define restauracion como el

conjunto de actividades tendientes a la recuperacion y restablecimiento de las condiciones
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que propician la evolucion y continuidad de los procesos naturales. En relacion con el suelo,
se entiende como el conjunto de acciones necesarias para recuperar y restablecer sus
condiciones, con el propdsito de que éste pueda ser destinado a alguna de las actividades
previstas en el programa de desarrollo urbano o de ordenamiento ecoldgico que resulte
aplicable para el predio o zona respectiva; en el mismo documento, se utiliza esta definicion

como sinénimo de remediacion.

Se han desarrollado un gran numero de opciones de remediacion para suelos contaminados
(Maldonado-Chavez et al., 2010; Thapa et al., 2012; Santos et al., 2016), mismas que se
pueden clasificar de acuerdo a diferentes principios algunas de ellas suponen una solucion
temporal, otras el traslado del contaminante a otro compartimento ambiental y un tercer
grupo comprende a aquéllas que pueden transformar los contaminantes en productos inocuos
por medio de reacciones quimicas o bioquimicas (Exner, 1994; Alexander, 1999; Klein,

2000; Lagrega et al., 2001; EPA, 2001; PROFEPA, 2003).

En la Tabla 2 se enlistan las principales técnicas de remediacion y recuperacion de suelos en

base al efecto que estas tienen sobre los contaminantes.

Tabla 2. Clasificacion de las tecnologias de remediacion en base a su efecto en el contaminante

Efecto Tecnologias
Confinamiento en celdas.
Barreras impermeables.
Fijacion

Retencion

Filtracion por carbon activado

Lavado con agentes tensoactivos
Extraccion o separacion Extraccion de producto libre

Extraccion de vapores

Biorremediacion
Trasformaciéon Fitorremediacion
Incineracién
Las tablas hacen alusion a tecnologias recogidas en las referencias revisadas

Una segunda forma de clasificacion de las técnicas de recuperacion y remediacion de suelos

se hace en base a su principio de funcionamiento, biologico o fisicoquimico (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de las tecnologias de remediacion segun su principio de funcionamiento

Principio Tecnologias

Biorremediacion:  bioestimulacion, bioaumentacion,

biodegradacion aerobia, biodegradacion anaerobia.
Biologico Composteo

Fitorremediacion

Solidificacion
Estabilizacion
Fisicoquimico Extraccion de vapores
Desorcion por inyeccion de vapor
Incineracion

La remediacion de suelos puede tener diferentes objetivos, sin embargo, aspectos como
costos y tiempos de implementacion, ejecucion y obtencion de resultados son los factores
mas importantes para la toma de decisiones (Klein, 2000; Lagrega et al., 2001; EPA, 2001).
Las principales ventajas y desventajas de las diferentes técnicas de recuperacion y

remediacion de suelos se listan en la Tabla 4 (PROFEPA, 2003).

La biorremediacion puede ser definida como el uso de organismos vivos, componentes
celulares y enzimas libres, con el fin de realizar una mineralizacidon o una transformacion
parcial de los residuos o de agentes contaminantes (Santos et al., 2016). Los organismos
utilizan los contaminantes como fuente de carbono y de energia (Sharma y Padey, 2020),
para lo cual los hidrolizan secretando enzimas que los transforman en compuestos mas
simples que les permiten incorporarlos a sus procesos metabolicos (Cubitto et al., 2004). A
pesar de que la investigacion en el campo de la biorremediacion comenzo6 y se ha desarrollado
desde hace décadas, actualmente la remediacion exitosa de suelos contaminados con petroleo

e hidrocarburos representa aun un reto (Rahman et al., 2003).
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de las principales técnicas de remediacion de suelos contaminados

Técnica Ventajas Desventajas
Se logra la recuperacion de Uso limitado para compuestos
Arrastre por aire contaminantes. Es efectiva y de volatiles
bajo costo de operacion
Uso ilimitado para compuestos
volatiles. Los contaminantes no se

Extraccion al vacio

Solidificacion/Estabilizacion

Lavado de suelo

Desorcion Térmica

Se logra la recuperaciéon de
contaminantes volatiles

Es util para tratar contaminantes
que no pueden ser destruidos ni
transformados

Se logra la extraccion de sustancias
contaminantes

Se logra la recuperaciéon de
contaminantes. El costo es menor
al de incineracion. El suelo puede
ser reutilizado

destruyen por lo que se deben acoplar
a otras tecnologias

El suelo pierde algunas de
propiedades originales

sus

Es una tecnologia costosa. Se utiliza en
procesos exsitu. Se utilizan solventes
organicos. Existe un alto riesgo de
explosion. Los contaminantes no se
destruyen por lo que se deben acoplar
a otras tecnologias

Se utiliza en procesos exsitu. No
funciona para suelos contaminados
con petrdleo

No funciona ante una contaminacion
con petroleo. Generacion de ruido. Los

Se extraen sustancias contaminantes no se destruyen por lo
Arrastre de vapor .
contaminantes que se deben acoplar a otras
tecnologias
Sirve para la destruccion de Uso ilimitado para  sustancias
. . residuos peligrosos y organicas. Requiere sistemas de
Incineracion . .. : .
contaminantes en grandes emisiones. Requiere de confinamiento
concentraciones
No es opcion de remediacion. En
Se dispone de sustancias peligrosas México no hay instituciones seguras.
Confinamiento que no pueden ser transformadasni  Alto  costo. Se  utiliza en
tratadas demostraciones a escala
Costo mayor a la incineracién. Solo se
utiliza en demostraciones a escala.
. Dificilmente funciona cuando los
o . Por mediacioén de . . .
Vitrificacion . . contaminantes estan absorbidos en el
microorganismos . . .
material geoldgico o la zona es de baja
permeabilidad
Se logra la transformacion de Requiere de mucho tiempo. Existe
Biorremediacion contaminantes. Puede adaptarse a riesgo de inhibicion de los
las necesidades de cada sitio microorganismos

Fuente: PROFEPA, 2003

Las técnicas de biorremediacion incluyen la bioestimulacion, bioaumentacion, degradacion

aerobia, degradacion anaerobia y composteo (Thapa ef al., 2012). La tecnologia de la
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biorremediacion, basada en la utilizacion de microorganismos tiene ciertas ventajas respecto
a los métodos fisicoquimicos (Alexander, 1999; PROFEPA, 2003) tanto por su menor costo
econdémico (Das y Mukherjee, 2007; Thapa et al., 2012), como por la no afectacion de otros
compartimentos ambientales y la optimizacion de los recursos (Exner, 1994; Klein, 2000).
Se trata de la técnica mas utilizada para la remediacion in situ de suelos contaminados con
petrdleo e hidrocarburos (Cubitto et al., 2004) dado que evita o disminuye las desventajas y
limitantes econdémicas y técnicas que poseen otras técnicas fisicas o quimicas (Das y
Mukherjee, 2007). La biorremediacion puede ocurrir naturalmente en el suelo por accion de
los microrganismos nativos o puede propiciarse por la adicion de microorganismos

especializados y fertilizantes, esto ultimo conocido con el nombre de land farming (Thapa et

al., 2012).

Una de las limitaciones que presentan las técnicas biologicas respecto a las técnicas
fisicoquimicas es el tiempo necesario para alcanzar una biodegradacion aceptable, ya que
durante la biorremediaciéon se tiene una ralentizacion del proceso debida a la baja
biodisponibilidad de los contaminantes (Alexander, 1999; PROFEPA, 2003). Sin embargo,
las técnicas fisicoquimicas, aun pudiendo ser mas rapidas y efectivas en la disminucion de la
concentracion de contaminantes, alteran o eliminan por completo la microbiota autdctona del
suelo; ademas modifican las caracteristicas fisicoquimicas del suelo y algunas no eliminan
los contaminantes, si no que los trasladan a otro compartimento ambiental (Cubitto et al.,

2004).

Durante la biorremediacion, los microorganismos presentes en el suelo (ya sean nativos o
adicionados) primero solubilizan a los hidrocarburos a través de la produccion de
biosurfactantes y bioemulsificantes, haciéndolos biodisponibles para entonces atacar
enzimaticamente las estructuras quimicas para utilizarlas como fuentes de carbono y de
energia (Thapa et al, 2012; Sharma y Padey, 2020). La elevada complejidad de la
composicion del crudo de petroleo y derivados implica la existencia de una amplia capacidad
enzimatica si se quiere conseguir una degradacion significativa del crudo. La mayor parte de
los estudios realizados se han llevado a cabo con cepas bacterianas individuales o con la

combinacion de diferentes cepas aisladas en lo que se conoce como cultivos mixtos. Dado
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que los alcanos son los componentes mas abundantes del petrdleo, la mayoria de las cepas
empleadas a la fecha son degradadoras de este tipo de compuestos de enlaces sencillos (Pi et
al, 2017; Sharma y Padey, 2017). En algunos casos, los microorganismos tienen la capacidad
de oxidar las cadenas alquilicas de ciertos policiclicos aromaticos alquilados que también se
encuentran presentes en el petroleo, no obstante, pocos microorganismos de los reportados
en la literatura son capaces de romper al anillo aromatico (Santos ef al., 2016). Se han descrito
algunas cepas de microorganismos con la capacidad de degradar tanto HAPs de elevado peso
molecular, como alcanos, sin embargo, esto no parece ser algo generalizado y aquellos
degradadores de HPAs no son capaces de utilizar alcanos como fuentes de carbono y energia,
por ello, algunos autores refieren mejores resultados por el uso de cultivos mixtos (Komukai-

Nakamura et al., 1996; Thapa et al., 2012).

Parte de los hidrocarburos presentes en suelos contaminados es biodegradable, sin embargo,
las tasas de biodegradacion de €stos se ven limitadas por su hidrofobicidad, baja solubilidad
en agua, su adsorcion y absorcién en las rocas constitutivas del suelo y al grado de
intemperizacion (Roldan-Carrillo et al., 2012). Dado que el petréleo crudo es una mezcla
compleja de hidrocarburos, este presenta una pobre biodisponibilidad (Sharma y Padey,
2020). El petréleo en el suelo contaminado conforma una fase liquida que puede estar en
dispersion en la fase acuosa o en forma de pelicula adherida a la superficie de las particulas
del suelo (Cubitto et al., 2004). Todo lo anterior limita la biodisponibilidad de los
hidrocarburos, por lo que, para mejorar el proceso de biodegradacion, se han desarrollado
estrategias para incrementar la solubilidad de los compuestos hidrofobicos mediante la
adicion de tensoactivos y por lo tanto aumentar su biodisponibilidad (Van et al., 2003; Santos

et al., 2016; Sharma y Pandey, 2020).

Los surfactantes o agentes tensoactivos son compuestos activos en superficies, su nombre
proviene del acronimo en inglés surfactant, de surface - superficie, active - activo) y ant -
ante. Sumolécula estd compuesta de porciones hidrofobicas (generalmente cadenas lipidicas)

y porciones hidrofilicas (Banat et al., 2010; Amani et al., 2010; Gudifa et al., 2015). Actlian
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como detergentes, emulsionantes o humectantes; debido a su naturaleza anfifilica, también
conocida como anfipatica, se distribuyen en las interfases aceite/agua o agua/aire o entre
fases con diferente grado de polaridad y ejercen influencia en la zona de contacto que se crea
entre dos fases (Mukheriee y Das, 2010; Sousa et al., 2014).

Son capaces de aumentar la solubilidad de los hidrocarburos al modificar ciertas propiedades
fisicoquimicas como la tensidon superficial de la fase acuosa, la tension interfacial
hidrocarburo-agua e hidrocarburo-suelo, el angulo de contacto entre fases y la mojabilidad
del hidrocarburo sobre la roca que constituye el suelo (Vaz et al., 2011; Sousa et al., 2014).
Al distribuirse en la interfase, impiden que las moléculas de aceite interactien entre si por lo
que se ven imposibilitados para formar gotas o agregados de mayor tamano (Santos et al.,

2016; Sharma y Pandey, 2020).

En solucion, los surfactantes se adsorben a las interfases disponibles, entonces su
concentracion en forma mono-molecular aumenta hasta que se forman las primeras micelas
(Santos et al., 2016). Los surfactantes poseen una gran variedad de aplicaciones industriales
como emulsificantes, desemulsificantes, agentes humectantes, formadores de espuma y se
emplean como detergentes. Su utilizacién en biorremediacién de suelos y recuperacion

mejorada de petréleo cada vez gana mas importancia (Aguilar, 2014)

Con el uso de surfactantes se aumenta la remocion y velocidades de biodegradacion de
hidrocarburos, por lo que diversos autores los han propuesto en la biorremediacion de suelos
(Zeppieri et al., 2009; Banat et al. 2010). Los tensoactivos incrementan la dispersion y
solubilizacion acuosa de los compuestos de baja solubilidad en varios 6rdenes de magnitud
y aumentan la hidrofobicidad de la superficie celular, necesaria para la adhesion al
hidrocarburo y para la toma de nutrientes a partir de estos. No obstante, la biodegradacion de
compuestos de baja solubilidad puede estar inhibida por el uso de tensoactivos sintéticos
como resultado de un efecto toxico a concentraciones elevadas (Rahsepar, ef al., 2016; Pi et

al., 2017).

La mayoria de los surfactantes no resultan ser biodegradables, por lo que son considerados

compuestos ecotoxicos ya que afectan directamente las caracteristicas del medio ambiente
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en el cual son desechados los productos que lo contienen (Makkar y Cameotra, 2011). Debido
a esto, recientemente se esta optando por ir sustituyendo el uso de surfactantes sintéticos por

aquellos producidos por via microbioldgica (Banat ef al., 2010).

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos de superficie-activa que pueden ser
secretados por bacterias, levaduras y hongos (Banat, 1995; Calcavante et al., 2008; Banat et
al., 2010) o permanecer adheridos a la superficie celular de estos microorganismos (Abdel-
Mawgoud et al., 2008), siendo las bacterias los microorganismos a partir de los cuales se
obtienen la mayoria de estos compuestos (Calcavante et al, 2008) (Tabla 5). Los
biosurfactantes, como cualquier agente tensoactivo, poseen porciones hidrofilicas e
hidrofobicas (Banat, 1995; Vaz et al., 2011), la porcion hidrofilica se compone de
aminoacidos o péptidos, aniones o cationes, o0 mono, du o polisacaridos (Banat, 1995). La
region hidrofobica generalmente estd constituida de acidos grasos saturados, insaturados o

hidroxilados (Banat et al., 2010).

3.5.1 CLASIFICACION

De manera general, los biosurfactantes pueden ser clasificados en base a su estructura y el
tipo de microorganismo que lo produce (Santos et al., 2016). Algunos autores los agrupan en
glicolipidos de peso molecular entre 500 y 1500, aminoacidos y lipoproteinas, también
conocidos como lipopéptidos (Spoeckner et al., 1999; Kim et al, 2000; Nakata, 2000;
Bodour, 2002); acidos carboxilicos y por tltimo tenemos a los polimeros de peso molecular
de 50000 a 1000000 (Banat, 1995; Desai y Banat., 1997; Bodour, 2002). Estos ultimos
pueden ser una mezcla de carbohidratos, proteinas y lipidos, sin embargo, se ha observado
que no disminuyen de manera apreciable la tension interfacial (Banat et al., 2010). Los
biosurfactantes de alto peso molecular, a pesar de ser menos efectivos para reducir la tension
superficial, son eficientes para cubrir las gotas de hidrocarburos e impedir que éstas se unan,
emulsionando asi a estas sustancias y aumentado su area superficial, asimismo se caracterizan
por poseer elevada afinidad por las mezclas de hidrocarburos alifaticos y aromaticos (Banat

et al., 2010).
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3.5.2 PROPIEDADES TENSOACTIVAS Y ESTABILIDAD

Los biosurfactantes poseen diversidad estructural, alta biodegradabilidad, baja toxicidad en
relacién con aquellos derivados de aceites minerales, actividad de superficie y de auto
ensamblado (Tabla 5). Asimismo, tienen el potencial para ser empleados como tensoactivos
ecoamigables (Lai et al., 2009; Bana et al., 2010; Mukherjee y Das, 2010; Sachdev and
Cameotra, 2013) y han sido propuestos en aplicaciones petroquimicas como la recuperacion
mejorada de crudo y ambientales como la biorremediacion de sitios contaminados, remocion
de metales pesados, manejo de derrames de petrdleo y aceites, dispersion de derrames
(Dehghan-Noudeh et al., 2005) y remocion de otros contaminantes (Banat, 1995; Cavalcante
et al., 2008; Banat et al.,, 2010; Vaz et al.,, 2011). Se han empleado biosurfactantes
ramnolipidicos en combinacion con tratamientos enzimadticos (enzimas de Penicillium
simplicissimum y Penicillium brevicompactum), para la depuracion de suelos contaminados
con grasa permitiendo ademas mejorar la produccion de metano, alcanzando una remocion

de grasa de 51 a 90 % (Damasceno et al., 2014).

El interés por los surfactantes producidos bioldégicamente se ha visto incrementado en los
ultimos afios debido a que ademés de movilizar y solubilizar liquidos en fase no acuosa
absorbidos en los constituyentes del suelo, poseen mas altas selectividad y actividad
especifica bajo condiciones extremas, en comparacion con aquellos obtenidos de manera

sintética (Santos et al., 2016).

Asimismo, y debido a sus porciones hidrofilica e hidrofébica pueden acumularse entre fases
fluidas tales como petroleo-agua o aire-agua reduciendo la tension interfacial y superficial
de soluciones acuosas y mezclas de hidrocarburos formando emulsiones (Desai y Banat,
1997; Vaz et al., 2011), aumentan la solubilidad del crudo e hidrocarburos formando micelas
(Cubitto et al., 2004). Al disminuir las tension superficial e interfacial en las interfaces,
favorecen el mezclado de las dos fases liquidas inmiscibles petroleo y agua (Al-Bahry et al.,
2013). Se has propuesto tres mecanismos principales de accion de los biosurfactantes en la
biodegradacion de hidrocarburos: aumentar la superficie de contacto de los sustratos

hidréfobos insolubles en agua, aumentar la biodisponibilidad de los sustratos hidrofobos al
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aumentar su solubilidad aparente y por tltimo influir en la adhesion de los microorganismos

a las superficies de estos compuestos (Kapellos, 2017).

Tabla 5. Tipos de biosurfactantes y los microorganismos que los producen

Tipo de Microorganismos Aplicaciones Referencias
biosurfactante productores
Glicolipidios
Ramnolipidos  Pseudomonas aeruginosa Degradacion de Nitschke y Pastore, 2004
Sophorolipidos  Torulopsis bombicola hexaclorociclohexano y Cortés-Camargo y Barragdn-Huerta,
Trehalolipdos  Rhodococcus erythropoli otros organoclorados 2013
Mycobacterium sp. como DDT y ciclodienos  Yafiez-Ocampo et al., 2013

Lipopéptidos y Abdel et al., 2008
Lipoproteinas Amani et al., 2010

Deleu et al., 1999
Viscosina Pseudomonas fluorescens Emulsioén y solubilizacion ~ Ghojavand et al., 2008
Serrawetina Serratia marcescens de hidrocarburos o Ghribi et al., 2011
Surfactina Bacillus subtilis compuestos Gudida et al., 2015
Subtilisina Bacillus subtilis insolubles en agua Hadad et al., 2009
Gramicidina Bacillus brevis Shao et al., 2015
Polimixina Bacillus polymyxa Sousa et al., 2014

Acidos grasos,
lipidos neutros
y fosfolipidos

Polimeros

Emulsan
Biodispersan
Liposan
Carbohidrato-
lipido-proteina

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter
calcoaceticus
Acinetobacter
calcoaceticus

Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens

Remocion de metales
pesados toxicos

como el uranio, el cadmio
y el plomo en arenas
contaminadas

Estos surfactantes son
indispensables en procesos
donde estan involucrados
macromoléculas naturales
como en la deshidratacion
de petroleo

Desai y Banat, 1997

Rahman y Gakpe, 2008

En comparacion con tensoactivos sintéticos, los biosurfactantes presentan mayor estabilidad

frente a condiciones extremas de temperatura, pH y concentracion de NaCl (Makkar et al.,

2011). En cuanto a su estabilidad térmica, algunos biosurfactantes han sido capaces de

soportar las condiciones de esterilizacion por calor himedo (121 °C durante 20 minutos) sin

una pérdida significativa de su actividad surfactante (Vaz et al., 2011).
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La estabilidad de los biosurfactantes y su capacidad de reducir la tension superficial e
interfacial, se encuentra supeditada a las condiciones ambientales como el pH del medio, la
temperatura y la salinidad de éste (Al-Bahry ef al., 2013; Sharma y Padey, 2020). El estudio
del comportamiento de surfactantes y biosurfactantes ha cobrado importancia en los ultimos
afnos debido a que el entendimiento de éste, a diferentes condiciones ambientales puede ser
un indicativo de su efectividad como coadyuvante en los diferentes procesos en que son
empleados, como lo es la recuperacion adicional o mejorada de petréleo (EOR por las siglas
en inglés de Enhanced Oil Recovery) y la biorremediacion de suelos. Por esta razon, se han
desarrollado diversas técnicas para la medicion y determinacion de sus propiedades

tensoactivas (Del Gaudio et al., 2008; Karasawa et al., 2007; Sharma y Padey, 2020).

Ademas de la tension superficial e interfacial, los biosurfactantes son capaces de modificar
la mojabilidad de la fase orgénica sobre la roca y estructuras porosas del suelo (Bidner, 2001).
Debido a lo anterior, los biosurfactantes son capaces de aumentar la biodisponibilidad de los
componentes hidrofobicos presentes en crudo y sus derivados (Roldan-Carrillo et al., 2011).
En la mayoria de los trabajos que se reporta la efectividad de los biosurfactantes en la
remocion de petréleo e hidrocarburos, el parametro utilizado es la tension superficial
(Zeppieri et al. 2001; Gorevski et al., 2008; Mejia, 2009), sin embargo algunos estudios
agregan que la determinacion de pardmetros como la tension interfacial petroleo-agua, el
angulo de contacto y la mojabilidad del hidrocarburo en la roca, son mas importantes dado
que con ellos se tiene una mejor descripcion de las interacciones hidrocarburo-agua-suelo

(Megjia, 2009; Sharma y Padey, 2020).

3.5.1 PRODUCCION Y RECUPERACION

Los biosurfactantes pueden ser producidos a partir de fuentes naturales, a partir de sustratos
renovables y a partir de compuestos relativamente baratos y solubles en agua como glucosa,
sacarosa, glicerol o etanol (Desai y Banat, 1997; Dehghan-Noudeh et al., 2005). Pueden ser
producidos por fermentacién sumergida en lotes o lotes alimentados. En algunos casos, la
produccion esté relacionada con el incremento de la densidad celular y el principio de la fase

estacionaria. Los rendimientos de produccion de biosurfactantes por gramo de biomasa,
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depende del sustrato utilizado y su disponibilidad, de las condiciones ambientales y la fase

de crecimiento del microorganismo (Ron y Rosenberg, 2002).

En su mayoria, los biosurfactantes se producen aerdébicamente, por lo que el suministro de
oxigeno se hace insuflando aire estéril al medio de cultivo. En muchas ocasiones, la aireacion
provoca la formacion de espuma en la que los biosurfactantes se ven distribuidos al ser esta
una dispersion gas/liquido, en la que cada burbuja comprendera una interfase. La formacion
de espuma es un problema comun a muchas fermentaciones microbianas, siendo
particularmente pertinente cuando se producen biosurfactantes. El fraccionamiento de
espuma se ha aplicado con éxito como estrategia para la concentracion y separacion de estos
agentes tensioactivos (Thitima et al., 2010; Winterbur y Martin, 2012). Al recuperar la
espuma producida durante una fermentacion microbiana, las adiciones quimicas de
antiespumantes se hacen innecesarias, y puede ser posible integrar la produccion y

recuperacion de biosurfactante en un solo paso (Davis et al, 2001).

En lo relativo a su produccion industrial, los biosurfactantes pueden obtenerse en cultivos
sumergidos en lote, en lote alimentado, asi como en continuo (Kronemberg et al., 2010; Noh
et al., 2012). Entre los factores que condicionan los niveles de produccion, rendimiento y
productividad se encuentran la cepa de trabajo y el medio de cultivo (Akpa et al., 2001), asi
como las relaciones carbono/nitrogeno, carbono/magnesio y carbono/fierro (Roldan-Carrillo

etal.,2011).

La biosintesis es el paso limitante para la produccion de biosurfactantes a escala industrial.
Para tener un proceso de produccion econdmicamente competitivo, es recomendable el uso
de sustratos econdémicos o de desecho como los residuos agroindustriales (la fuente de
carbono constituye ente 10 y 30% de los costos de produccion). Ademads de la seleccion del
microorganismo productor, la optimizacion del medio y condiciones de cultivo (pH,

temperatura y velocidad de aireacion) juegan un papel importante (Mukherjee et al. 2006).

Los procesos de separacion representan el 60% de los costos de operacion, por lo que el

disefio del tren de separacion y purificacion resulta un punto critico en la obtencion de
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biosurfactanes. Los métodos de separacion y purificacion de biosurfactantes dependen de sus
caracteristicas fisicoquimicas, asi como del proceso de fermentacion y si la molécula es
producida de forma intracelular, extracelular o permanece anclada a la membrana (Tabla 6).
Generalmente el uso de un unico método de purificacion no es suficiente, por lo tanto, se

requieren de varias etapas (Valenzuela Ruiz et al., 2020).

Tabla 6. Métodos de separacion y purificacion de biosurfactantes

Microorganismo ) o )
Método de separacion Descripcion Referencias
productor
ElpH se ajusté a2 con HCly se incubd durante  Hsieh ez al., 2004
B. amyloliquefaciens  Precipitacion acida toda la noche
ElpH se ajusté a2 con HCly se incubd durante ~ Abdel-Mawgoud et
L ) toda la noche, centrifugacion y secado a 70°C  al., 2008
Precipitacion acida
B. subtilis . . . Extraccion con acetato de etilo Alajlani et al., 2016
Extraccion liquido-liquido
Columna Cis como fase solida y gradiente de  Alajlani ez al., 2016
Cromatografia de L ) )
acetonitrilo para elucion de fracciones
adsorcion/elucion ) )
lipopeptidicas
) Separacion en membrana de 10 kDa Hmidet et al., 2017
B. mojavensis Ultrafiltracion
) Separacion en membrana de 10 kDa Maetal., 2016
B. megaterium Ultrafiltracion
B. velezensis Extraccion liquido-liquido  Extraccion con acetato de etilo Grady et al., 2019

Adaptada de Valenzuela Ruiz et al., 2020

La purificacion acida consiste en disminuir el pH del caldo de cultivo, de modo que las cargas
negativas del lipopéptido son neutralizadas, disminuyendo su solubilidad en la fase acuosa,
lo que resulta en la precipitacion. Actualmente se han propuesto métodos de separacion mas
eficientes como la cromatografia y la ultrafiltracion con membranas (Montagnolli et al.,
2015). La primera consiste en pasar la mezcla de lipopétidos a través de una columna donde
los biosurfactantes interactian con un adsorbente solido y quedan retenidos en este; a este

respecto se ha reportado que la columna Cjs es eficiente para la adsorcion de lipopétidos.
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En ultimos afios la separacion con membranas, concretamente la ultrafiltracion ha cobrado
importancia. La eficacia de la ultrafiltracion estd supeditada a la formacion de micelas,
fendémeno dependiente del pH y la concentracion del lipopéptido. Para la purificacion del
lipopéptido surfactina, se ha propuesto el uso de membranas de tamafio de corte de entre

10kDa y 100 kDa (Jauregi y Kourmentza, 2019).

Es un lipopéptido ciclico bacteriano producido por algunas cepas de Bacillus subtilis,
constituido por una fraccion peptidica ciclica de siete aminoacidos y una porcion hidrofilica,
siendo esta un B-hidroxiacido de ente 12 y 15 carbonos (Figura 1). El peso molecular de la
surfactina es de 1036.34 g-mol™'. El principal 4cido graso conjugado es el 3-hidroxi-13-metil-
tetradecanoico unido al anillo peptidico por un enlace lactonico. Su biosintesis lleva a la
obtencion de tres isoformas diferenciadas entre si por el séptimo aminoacido (Montagnolli et

al, 2015; Santos et al., 2016; Valenzuela-Ruiz et al., 2020).

La surfactina natural es una mezcla de isoformas que difieren levemente en sus propiedades
fisicoquimicas debido a variaciones en el tamafio de la cadena lipidica, la unidon de su
componente hidroxiacido graso y las sustituciones de los aminoacidos que componen el
anillo. Dichas variaciones dependen de la cepa y de las condiciones nutricionales y
ambientales, mas que de la determinacion genética (Santos et al., 2016; Jauregi y

Kourmentza, 2018).

La actividad tensoactiva de la surfactina depende tanto de la composicion de los aminoécidos
como de la secuencia peptidica y de la naturaleza de su parte lipidica. Las sustituciones de
aminoacidos son responsables de cambios significativos en sus propiedades provocados por
la modificacion de la distribucion polar/apolar y/o la accesibilidad de los grupos carboxilicos

a los cationes del medio.

La surfactina esta reconocida como uno de los biosurfactantes mas efectivos, es capaz de
disminuir la tension superficial del agua de 72 mN-m™ a 27 mN-m! a concentraciones tan

bajas como 0.005%, asimismo es capaz de reducir la tension interfacial del sistema de
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agua/hexadecano de 43 mN-m™ a valores inferiores a 1 mN-m™' (Abdel-Mawgoud et al.,
2008). En comparacion con otros biosurfactantes y tensioactivos sintéticos, como el
dodecilsulfato de sodio SDS y el bromuro de trimetilamonio BTA, posee una capacidad
mayor para reducir las tensiones superficial e interfacial y presenta valores mas bajos de

concentracion micelar critica (Pereira et al., 2013).

B. subtilis crece y produce surfactina en diferentes fuentes de carbono y de nitrégeno, bajo
condiciones mesofilicas y termofilicas, 30 y 45 °C, respectivamente. Debido a que la
surfactina se produce en bajas concentraciones, se han desarrollado trabajos para incrementar
rendimientos. Cooper (1981) desarrollaron un método para producir surfactina por medio de
la remocién de espuma al probar obteniendo un rendimiento de 0.7 a 0.8 g-L!. Yeh et al.
(2006), desarrollaron un método adicionando hierro en altas concentraciones obteniendo

rendimientos de 3.5 g-L"!.
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Figura 1. Estructura de la principal isoforma de la surfactina, en la que el séptimo aminoécido es
una valina. La porcion lipidica se compone de una cadena de 12 carbonos (Montagnoli et al, 2015).

La surfactina se ha utilizado en aplicaciones médico-farmacéuticas, en la inhibicion de
formacion de coagulos; posee actividad antibacteriana, antifingica, antiviral y antitumoral,
asimismo provoca la formacion de canales i0nicos en la membrana celular (Santos et al.,

2016). En aplicaciones ambientales, la surfactina en forma cruda ha sido empleada para la
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biodegradacion mejorada de sedimentos de combustible en setinas de barcos, encontrandose
que al final del proceso solo permanecieron 6.8% y 7.2% de los compuestos alifaticos y
aromaticos respectivamente, ya que estos fueron degradados mas rapidamente en presencia
del biosurfactante, sin embargo, los compuestos entre Ci7 y Cig no fueron degradados
(Fendino et al., 2019). Makkar y Cameotra (1997) reportaron la remocion de un 62% de
keroseno impregnado en arena, indicando su factibilidad para ser usado en la remocién de
aceites in situ. La surfactina es capaz de remover magnesio, manganeso, calcio, bario, litio,
rubidio y metales pesados (cobre, cadmio y zinc entre ellos) debido a la presencia de dos
cargas negativas aportadas por el aspartato y el glutamato de su cadena de aminoacidos
(Thimon et al., 1992). También se ha reportado la remocion de estos metales pesados en agua
contaminada, por aplicacion de ultrafiltracion en presencia de surfactina, siendo la formacion
de micelas el factor determinante, ya que los metales fueron integrados al interior de estas

(Mulligan et al., 1999).

Youssef et al. (2007) lograron movilizar y recuperar petréleo in situ a partir de reservorios
arenosos en presencia de surfactina en concentracion de 90 mg-L™!, con lo que se demostro
la factibilidad de este biosurfactante en la recuperacion mejorada de petroleo, una de las

aplicaciones mas prometedoras de este bioproducto.

La tension interfacial es la fuerza por unidad de longitud requerida para incrementar el area
de contacto entre las fases al lado de una interfase (Bidner, 2001; Mejia, 2009). La
mojabilidad es funcion del fluido mojante, del so6lido con el que se encuentre en contacto, de
las condiciones de la superficie de éste, asi como de la presencia de impurezas sobre €sta
(Bidner, 2001; Mejia, 2009). La mojabilidad hidrocarburo—roca estd relacionada con la
presencia de compuestos polares de naturaleza asfaltica en el petréleo. Estos compuestos,
aun en pequefiisimas cantidades son capaces de absorberse en la roca y tornarla mojable por

el petréleo (Li et al., 2007).

La energia interfacial entre el solido y los fluidos no son medibles de forma directa. No

obstante, la tension interfacial y el é4ngulo de contacto pueden determinarse
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experimentalmente, de modo que pueden ser utilizados como una medida de la mojabilidad
de la roca. Angulos cercanos a 180° corresponden a rocas fuertemente mojadas por aceite,
angulos cercanos a 90° representan valores intermedios de mojabilidad mientras que, &ngulos

menores a 90° son considerados como superficies mojables al agua (Bidner, 2001).

Para el calculo de la tension interfacial de sistemas hidrocarburo-agua a diferentes valores de
temperatura y presion, se han desarrollado varias técnicas experimentales. Los métodos mas
empleados y reportados en la literatura son el de la gota colgante (Mejia, 2009) y el método

del anillo (Goebel y Lunkenheimer, 1997).

Se han reportado diversos trabajos que en su mayoria se abocan en la mejoria e
implementacion de las técnicas de medicion de la tension superficial e interfacial por
diferentes métodos, en la adsorcioén y desorcion del surfactante en la interfase hidrocarburo-
agua, asi como en la determinacion de la tension interfacial como funcion del tiempo o de
alguna variable ambiental como el pH, la presion y la temperatura (Fuentes y Lopez de
Ramos, 2001; Li et al., 2007; Gorevski et al., 2008). También se han realizado estudios con
el fin de analizar la influencia de las sales sobre el efecto tensoactivo de surfactantes y su
capacidad de solubilizar y dispersar petroleo (Ghannam, 2008). No obstante, son escasos los
trabajos que reporten la tension interfacial y superficial como resultado de la interaccion de
dos 0 mas factores ambientales (Al-Sahhaf et al., 2005). A este respecto, Al-Sahhaf et al.,
2005, realizaron un estudio complejo en el que evaluaron la influencia de la temperatura, la
presion, diferentes salinidades y concentraciones de tres surfactantes quimicos, sobre la
tension interfacial de un sistema n-octano-agua con fines de recuperacion adicional de crudo,
determinaron que la tension interfacial vario en sus experimentos de manera lineal con la
temperatura, la presion y la salinidad, y de manera exponencial con la concentracion del
surfactante en estudio. Aun cuando los resultados de este trabajo son relevantes, sus
aplicaciones se reducen al uso de hidrocarburos modelo, dejando sin despejar la interrogante

en el caso de mezclas de hidrocarburos o de fracciones pesadas de petrdleo.

En un proceso de biorremediacion es importante determinar las propiedades tensoactivas del

biosurfactante bajo diferentes condiciones ambientales y tipos de roca, ya que de esto
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depende que sea capaz de dispersar los hidrocarburos en la fase acuosa y desorberlos
haciéndolos biodisponibles y por tanto su uso pueda favorecer la degradacion, la eficiencia
del proceso y mejorar los tiempos de tratamiento. Debido a esto, en este trabajo se propone
la produccion de un biosurfactante a partir de una cepa de Bacillus subtilis, su caracterizacion
y el estudio del efecto conjunto de la temperatura, el pH y la salinidad sobre la tension
interfacial de sistemas hidrocarburo-agua y sobre la mojabilidad en sistemas crudo-agua-
roca. Asimismo, se propone el empleo de este biosurfactante en la biodegradacion de un
crudo pesado contaminando arena de caliza, ya que se ha visto que en suelos arenosos la
adsorciéon y adherencia de este tipo de crudos limita liberacion y por tanto su
biodisponibilidad. El anélisis permitird predecir las condiciones para el uso del biosurfactante

en la biorremediacion de suelos y en el futuro, ampliar el estudio a otros tipos de suelos.
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4. MATERIALES Y METODOS
La metodologia seguida para la realizacion de este trabajo se resume en el diagrama de flujos

presentado en la Figura 2.

Evaluacion de la produccion del
biosurfactante en matraz

Seleccionde la velocidad de
produccion del biosurfactante
en base al mejor valor de la
concentracion micelar critica

Produccion del biosurfactante
en biorreactor a diferentes
velocidades de aireacion

Determinacion de grupos
funcionales de la molécula de
biosurfactante

Caracterizacion del
biosurfactante por FTIR

Evaluacion de la actividad y
estabilidad del biosurfactante
bajo diferentes condiciones
ambientales

Determinacion de intervalos de
pH, salinidad y temperatura en
que es estable el biosurfactante

Liberacion del aceite Determinacionde las
impregnado en arena de caliza, condiciones 6ptimas de
mediada por el biosurfactante liberacion

Biodegradacion del aceite Determinacionde las fracciones
impregnado en arena de caliza del aceite degradadas en
en presencia del biosurfactante presencia del biosurfactante

Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia seguida
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Se empled un crudo proveniente de campos mexicanos de 14.85°API, considerado como
pesado segun la clasificacion API (entre 22.3 y 10 °API, ANEXO III), caracterizados por
poseer una elevada concentracion de hidrocarburos de mediano peso molecular. Las densidad
y viscosidad evaluadas a 20°C, fueron 0.964kg-m™ y 4236mPa-s respectivamente. El analisis
de compuestos saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos (SARA) del crudo reveld que su
composicion inicial fue 16% de compuestos saturados, 31% de aromaticos, 36% de resinas

y 17% de asfaltenos.

La arena se obtuvo a partir de roca caliza molida, tamizada entre 20/30 mallas (tamafio
promedio de 0.841 mm), lavada con agua destilada y secada en estufa a 50 °C durante 72 h.
Para la determinacion de la mojabilidad, se emplearon placas rectangulares de roca caliza de

1x2x0.25 cm, pulidas a espejo y libres de residuos.

Para la produccion del biosurfactante se emple6 la cepa de Bacillus subtilis CDBB-B-1015
proveniente de la coleccion de microorganismos del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). Para los ensayos de
biodegradacion, se us6 una cepa de Rhodococcus sp. de la coleccion del Instituto Mexicano

del Petroleo, Figura 3.
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Figura 3. Cepas de trabajo A) Aspecto microscopico de B. subtilis B) Morfologia colonial de B.
subtilis C) Aspecto microscopico de Rhodococcus sp. y D) Morfologia colonial de Rhodococcus sp.

4.3 PROPAGACION DE CEPAS

A partir de viales con las cepas de B. subtilis y Rhodococcus sp. conservadas a -70 °C, se
inocularon matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio liquido con peptona de
caseina 5.0 y extracto de carne 3.0 g-L"!. Las condiciones de cultivo fueron 30 °C para B.
subtilis y 28 °C para Rhodococcus sp con agitacion de 130 rpm, después de 24 horas se

hicieron frotis y tinciones de Gram a fin de verificar la pureza de los cultivos.
Una vez obtenido crecimiento en medio liquido se tomd una asada de estos cultivos y se
sembraron en medio solido (Tabla 7) por la técnica de estria cruzada a fin de obtener colonias

aisladas y bien diferenciadas.

Tabla 7. Composicion del medio solido empleado

Componente Concentracién (g-L™)
Extracto de carne 3.0
Extracto de levadura 2.0
Peptona de gelatina 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
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El in6culo fue preparado a partir de transferir una colonia aislada y pura en 50 mL del medio
nutritivo liquido contenido en matraces, los cuales fueron entonces incubados a 30°C con

130 rpm de velocidad de agitacion.

La produccion del biosurfactante a nivel matraz se llevo a cabo utilizando el medio mineral
liquido descrito en la Tabla 8. Se utilizé aziicar mascabado como fuente de carbono, debido
a que en la literatura disponible se ha reportado que los mejores rendimientos de biomasa se
han obtenido cuando se usa sacarosa como fuente de carbono (de Franga ef al., 2015) y con
la finalidad de tener un sustrato barato. Dado que el biosurfactante producido por B. subtilis
esta asociado al crecimiento (Heryani y Putra, 2017), a mayores rendimientos de biomasa,
mayores rendimientos de este bioproducto. El medio de cultivo fue suplementado con 5
mL-L"! de solucion de elementos traza (de composicion en g-L!; FeCl,,0.116; H3;BOs, 0.232;
CoCl2'6H20, 0.41; MnSO4-H20 0.008; ZnSO40.174).

Tabla 8. Composicion del medio mineral para la produccion del biosurfactante

Componente Concentracion (g-L™)
NaNO3 2.0

KCl1 1.0

CaClx 0.01

MgSO4-7TH>0 0.50

Azucar mascabado  10.0

MnSO4-H,O 0.00005

K>HPO4 1.0

KH>POy4 0.5

En cada una de las cinéticas, se preparé un set de tres matraces Erlenmeyer de 250 mL
conteniendo 70 mL de medio mineral y se agregaron 3.5 mL del indculo, de modo que éste
ultimo representara el 5% del volumen. Las condiciones de cultivo fueron 30 °C y 130 rpm

de velocidad de agitacion.
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Los matraces fueron muestreados peridodicamente y a cada muestra se le determino la
densidad optica como indicador del crecimiento celular, posteriormente las muestras fueron
centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos manteniendo la temperatura a 4°C, a los
sobrenadantes se les practicaron los analisis de tension superficial como indicador de la
produccion del tensoactivo (de acuerdo con lo descrito en 4.13.4) y de azlcares totales (segun

lo descrito en 4.13.2).

Se trazaron las cinéticas de produccion de biomasa y de consumo de sustrato en funcion del
tiempo de cultivo. Los datos de biomasa fueron ajustados con la ecuacion modificada de
Gompertz (Heryani y Putra, 2017) (ecuacion 1), minimizando la sumatoria de errores al
cuadrado. Los datos de sustrato y la tension superficial fueron ajustados con la ecuacion
logistica generalizad (ecuacion 2), en todos los intervalos se empled un limite de confianza

de 0.95. Para el ajuste de los datos, se utiliz6 el software MathCad Prime 7.00.

(%)* A-t)+1
—e max

B(t) = By * € (Ecuacion 1)

Donde

B(t) es la concentracion de biomasa en funcion del tiempo de cultivo (g-L™).
Buax €s la concentracion méaxima potencial de biomasa (g-L™).

Linax €s la velocidad maxima de crecimiento (g-L!-h™).

A es el tiempo de duracion de la fase lag (h).

max(x)—min (x)

F(t) = min(x) + (Ecuacion 2)

T
[1+ae-Ct-N]a

Donde

t es el tiempo de cultivo.

a es el indice de persistencia.

B es la velocidad maxima.

vy es el tiempo en que se alcanza la velocidad maxima.
max(x) es el valor maximo de la variable de respuesta.

min(x) es el valor minimo de la variable de respuesta.
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Una vez constatada la produccion del biosurfactante en matraz, se procedié a realizar la
obtencion a nivel de biorreactor. Para ello, se utilizd un biorreactor Applikon de 3 L de
capacidad con 1.5 L de medio de cultivo mineral de composicion dada en la Tabla 8. El
biorreactor fue inoculado con 5% de su volumen (75 mL) de un cultivo de 24 h de edad de
la cepa de B. subtilis. Las condiciones de cultivo probadas fueron 180 rpm, 30 °C y cinco
diferentes velocidades de aireacion: 0.7, 0.75, 0.8, 0.94 y 1.02 volimenes de aire por volumen
de medio liquido por minuto (vvm), es decir 1.05, 1.125, 1.2, 1,35 y 1.53 L de aire'min"!

respectivamente. El pH inicial fue de 6.9 + 0.5.

Estudios previos de produccion del biosurfactante llevados a cabo en el IMP (no reportados
en este trabajo), demostraron que este bioproducto se separaba y acumulaba en la espuma
una vez que esta se formaba. Esto quedo constatado ya que se observo que, al momento de
formacion de la espuma, la tension superficial del medio dejo de descender, mientras que en
la espuma este pardmetro disminuy6 con respecto al tiempo hasta valores cercanos a los 27

mN-m™.

Debido a lo anterior, al biorreactor se le acoplé un sistema de recuperacion de espuma que
consistié en un tubo de vidrio de 0.82 cm de didmetro interno acoplado a una reduccion de
0.43 cm de diametro interno conectada a una manguera de silicon del mismo didmetro
conectada a su vez a un recipiente de recoleccion con venteo a la atmosfera. El tubo de
succion se colocd 0.5 cm por encima del nivel del liquido en el biorreactor, con esto se
garantizd que no se succionara medio de cultivo. La succion de espuma comenzé cuando se
obtuvo una acumulacion de 0.5 cm sobre la superficie del medio de cultivo. Con este sistema
se logrd que la espuma fuera conducida hacia un reservorio de recoleccion, Figura 4. Con
este arreglo se obtiene un efecto de tobera en el que el aire entra a una presion de
aproximadamente 0.5 bar y sale a presion atmosférica. En el proceso de expansion del aire,
esta gana velocidad y por tanto energia cinética (Granet, 1988). De esta forma se logra que

la espuma sea succionada.
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La produccion del biosurfactante fue determinada por la disminucion de la tension superficial

del medio mineral y de produccion de en funcion del tiempo.

Reduccion de
diametro

Venteo

Recipiente
colector
de espuma

Figura 4. Configuracion del biorreactor para la recuperacion y recoleccion de la espuma
formada

Una vez finalizada la cinética de produccion, la espuma fue recolectada y centrifugada a
10000 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4°C; el sobrenadante fue recuperado por

decantacion.
El sobrenadante, espuma libre de células, fue sometido a desecacion a 60 + 2 °C durante 72

horas. El material recuperado fue pesado y se procedié a determinar el rendimiento del

proceso de produccion. A este material recuperado se le denomind biosurfactante crudo.
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La concentracién micelar critica (CMC) del biosurfactante producido, fue determinada al
medir la variacién de la tension superficial de disoluciones acuosas de éste a diferentes
concentraciones medidas en partes por millon. El valor de la CMC lo establece el cambio de
régimen de la variable de medicion (Novelo Torres y Gracia Fadrique, 2018). Con la curva
obtenida, se realizaron diferentes ajustes a fin de determinar el cambio de pendiente de ésta,

el punto de inflexidon que corresponde a la CMC (Chang et al., 1987).

El pH de la espuma libre de biomasa fue ajustado a 2.0 empleando HCI 2 y la espuma fue
refrigerada a 4 °C durante 12 h. Transcurrido este periodo, se realizd una extraccion
liquido/liquido empleando metanol (Ghojavad, et al., 2008; Valenzuela Ruiz et al., 2020). El
producto solido se desecd en estufa a 50°C por 24 h para después ser caracterizado por FTIR
para elucidar los principales grupos funcionales presentes en el biosurfactante. La muestra

fue preparada en pastillas de KBr.

El espectrograma se obtuvo con un equipo Nicolet FT-IR Spectrometer operando con una
reflexion total atenuada y una velocidad de barrido de 2 cm™, en barrido se realizé en el

intervalo de longitud de onda de 399 a 4000 cm.

El criterio de actividad y estabilidad fue la conservacion de la capacidad del biosurfactante
para disminuir la tension superficial. Para estos ensayos, se trabajo con una espuma que
inicialmente tenia una Tension Superficial (TS) de 30.777 mN-m™! determinada a 25 °C, a
pH 6.5 y libre de sal, dicho valor de TS se utilizo como valor de referencia y se evalué su
variacion respecto a las diferentes condiciones ambientales. Los estudios de estabilidad se

realizaron en tubos de ensayo con10 mL de espuma.
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4.10.1 ESTABILIDAD TERMICA

Los tubos de ensayo con la espuma se incubaron a diferentes temperaturas: 4, 20, 40, 60 y
80°C, durante 24 horas. Al término del periodo de incubacion, los tubos fueron atemperados

a 25 °Cy se procedid a determinar la TS.

4.10.2 ESTABILIDAD AL PH

El pH de la espuma contenida en los tubos fue ajustado a 5, 6, 7, 8 y 9 (con HCI 2 N y/o
NaOH 2 N). los tubos fueron incubados a temperatura ambiental durante 24 horas, al término

de las cuales se determino la TS de la espuma.

4.10.3 ESTABILIDAD A DIFERENTES SALINIDADES

Para esta prueba, se prepararon tubos con 10 mL de espuma y se adiciond NaCl hasta obtener
las diferentes concentraciones de 2, 4, 6, 8, y 10% de sal, se incubaron a temperatura

ambiental durante 24 h y se procedi6 a determinar la TS.

La tension interfacial (TIF) (de acuerdo con el numeral 4.13.5), la tension superficial y el
angulo de contacto (AC) (segin lo descrito en 4.13.6) fueron evaluados a diferentes
condiciones para determinar los mecanismos principales en la liberacion del crudo de la arena
de caliza. Para determinar el efecto de los factores ambientales en la TIF y el AC, se empled
un disefio experimental (DOE) de Taguchi Lo de cuatro factores a tres niveles: tiempo de
impregnacion de la arena con el aceite (atemperado), temperatura, salinidad, y concentracion

del ion SO42, Tabla 9.

Las unidades experimentales consistieron en columnas cilindricas de vidrio con 13 + 0.02g
de arena de caliza impregnada con el crudo pesado a concentracion de 300,000 ppm. En cada

sistema se agregaron 10 mL de biosurfactante (espuma con una TS inicial de 27.78 mN-m!
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a 25°C), se ajusto el pH a 6.7 y se incubaron por siete dias. Paralelamente se corrieron

controles con agua destilada en lugar del biosurfactante.

Tabla 9. Disefio experimental ortogonal de Taguchi L9

Factores
Corrida Tiempo de( }aglej amiento Tern(geg;ltura Salinidad % (igfazr)
1 22 30 0 0
2 22 40 5 0.01
3 22 50 10 0.02
4 96 30 5 0.02
5 96 40 10 0
6 96 50 0 0.01
7 120 30 10 0.01
8 120 40 0 0.02
9 120 50 5 0

Después de siete dias las columnas fueron retiradas de la incubadora y se dejaron enfriar a
temperatura ambiente antes de realizar la medicion del volumen de crudo liberado (Figura
5). El volumen de aceite liberado se estim6 al medir la altura de la capa de aceite y
considerando el didmetro interno de las columnas, que fue de 2.5 cm. El volumen calculado
se empleo para determinar la masa de aceite liberada, considerando la densidad del aceite a
20 °C como 0.964 g/cm®. A cada columna se le agregaron 3 + 0.02 gramos de aceite, que
corresponde a un volumen de 3.112 + 0.0207 mL; a partir de este valor y de los volimenes
obtenidos para cada tratamiento, se determinaron los porcentajes de liberacion. A los

sobrenadantes de cada tratamiento se les determinaron la TS y la TIF.
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Figura 5. Determinacion del volumen de aceite liberado por medicion del espesor de la capa formada
en la superficie

Para la determinacion de la modificacion de la mojabilidad se impregnaron rocas con el crudo
durante 72 horas a 50 °C y se determino6 el &ngulo de contacto, de acuerdo con lo referido en
el numeral 4.13.6. Posteriormente, las rocas fueron embebidas de acuerdo con las
condiciones establecidas en el arreglo experimental de Taguchi y se incubaron durante siete
dias a las temperaturas indicadas en la Tabla 9. Después del periodo de incubacién, se
procedio a determinar nuevamente el AC usando como fase circundante la misma mezcla de

imbibicion y agua destilada; el AC fue determinado a temperatura ambiental.
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4.12.1 DESARROLLO DE INOCULO

El inoculo se desarrollo en matraces con 50 mL de medio mineral a partir de un cultivo puro
de la cepa de Rhodococcus sp. Los matraces fueron incubados a 28°C y 130 rpm, una vez
transcurridas 48 horas se separ6 la biomasa por centrifugacion a 10000 rpm por diez minutos.
La biomasa obtenida fue lavada con solucién isotonica estéril (NaCl 8.9 g-L ') tres veces y
resuspendida en 50 mL de ésta misma. Esta suspension de densidad optica 1.24 a 620 nm, se

utilizé como inéculo en los experimentos de biodegradacion.

4.12.2 IMPREGNADO DE LA ARENA CON EL CRUDO PESADO

Se impregnaron 10 + 0.02 gramos del granulado con 0.5 £+ 0.002 gramos del aceite pesado,
de modo que la concentracion fuera de 50000 ppm. El método de impregnacion consistio en
extender el aceite en una placa de Petri con ayuda de una espatula hasta formar una capa
delgada, se agrego la arena limpia y seca y se extendi6 con varilla de vidrio en forma de L.
Las placas fueron incubadas a 60 °C durante 72 horas, al final de las cuales se retird el

granulado impregnado (Figura 6).
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Figura 6. Aspecto de la arena impregnada con el aceite pesado
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4.12.3 BIODEGRADACION

Los ensayos de biodegradacion se llevaron a cabo en matraces de 250 mL con valvulas
Mininert para el muestreo de la fase gaseosa. Se usé un medio de cultivo de peptona y caseina
basado en el reportado por Karpenko et al. (Karpenko et al., 2006), Tabla 10, el pH se ajusto
a6.7+£0.2.

Tabla 10. Composicién del medio empleado en los experimentos de biodegradacion

Componente Concentracién (gL
K>HPO4 1.50
KH2PO4 1.20
NH4NO3 4.00
MgSO4-7TH20 0.10
CaCl>2H,0 810
FeSO4-7H,0 5-10°
NaCl 1.00
Extracto de levadura 0.50
Peptona de caseina 0.50

La salinidad de los sistemas (como NaCl) se ajustd a 3.5%. Los tratamientos se resumen en
la Tabla 11; las condiciones de cultivo fueron 30°C y 150 rpm. Previo a la inoculacion, al
tratamiento identificado como CL se le aplico un pretratamiento de bioaumentacion que
consistié en mezclar la arena impregnada con 20 mL de biosurfactante (espuma estéril cuya
TS a 25 °C fue de 27.78 mN-m™!) e incubarla a 40°C y 150 rpm durante72 h, para después
retirar el biosurfactante con una micropipeta de 5 mL y proceder a la biodegradacion. El
hecho de retirar el biosurfactante fue para evitar que el microorganismo lo utilizara como
fuente de carbono en lugar del aceite, por otro lado, se esperaba que el biosurfactante formara

una capa en la superficie del aceite, que permitiria la implantacion del microorganismo.

La biodegradacion fue monitoreada por respirometria (Montagnolli ef al., 2015), por lo que
periodicamente se tomd una muestra de 1 mL de la fase gaseosa para determinar la
produccion de CO», de acuerdo con lo descrito en 4.13.8, como indicador de la
mineralizaciéon de los componentes del crudo. Los matraces se aireaban bajo condiciones

estériles durante 1h después de ser muestreados (Figura 7). Con los resultados, se determind
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la acumulacion de CO; y la velocidad de produccion de este gas, de acuerdo con lo descrito

en 4.13.9, como indicativo de la utilizacion del aceite como fuente de carbono.

Tabla 11. Disefio de los tratamientos para el ensayo de biodegradacion del crudo impregnado en arena

Medio de
Tratamiento Arena  Crudo Cultivo Inoéculo Pretratamiento
(2) (ppm) (mL) (mL) con biosurfactante
Control abiotico AB 10 50000 50 - No
Control sin crudo y sin biosurfactante SC 10 - 45 5 No
Sin biosurfactante SL 10 50000 45 5 No
Con biosurfactante CL 10 50000 45 5 Si

Figura 7. Matraces de biodegradacion siendo aireados en condiciones estériles en campana de flujo laminar

4.13 TECNICAS ANALITICAS
4.13.1 DETERMINACION DE BIOMASA CELULAR

La biomasa fue evaluada por densidad optica a 620 nm (Abdel-Mawgoud et al., 2008) con
un espectrofotometro Thermo Scientific BIOMATE 35 UV-Vis, previamente se construy6 una
curva tipo de absorcion a 620 nm contra diferentes concentraciones de biomasa en base seca,
obtenida a partir de un cultivo de 24 horas de incubacién que se encontraba en fase

exponencial de crecimiento.
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4.13.2 DETERMINACION DE AZUCARES TOTALES

Se realizo por el método del reactivo fenol-sulfurico (DuBois et al., 1956). Las muestras
obtenidas fueron puestas en tubos Eppendorf de 1.5 mL y centrifugadas a 10000 rpm durante
10 minutos. El sobrenadante se recupero y de aqui se tomaron 0.5 mL que fueron depositados
en tubos de ensayo. A cada tubo se le agregaron 0.5 mL de solucion de fenol (5 g de fenol
por cada 100 mL de solucion) y 2.5 mL de acido sulfurico concentrado (al 98%). Los tubos
fueron agitados en Vortex durante un minuto y se dejaron reposar en bafio de hielo por 10
minutos. El contenido de cada tubo fue entonces transferido a una celda de cuarzo y se le
determino la absorbancia a 490 nm con el espectrofotometro de luz UV/Vis. La concentracion
de azucares totales fue determinada por interpolacién en una curva tipo construida

previamente.

4.13.3 DISPERSION DE ACEITE

Se basa en la modificacion local de la tension superficial por accion de un agente tensoactivo.
Esta prueba se realizé de acuerdo con la técnica reportada por Youseff et al. (Youssef et al.,
2004). Para ello, se coloco una gota de crudo (aproximadamente 40 puL) en el centro de una
caja de Petri de 12 cm de diametro conteniendo agua destilada, con ello se forma una capa
delgada de petroleo en la superficie del agua. Posteriormente, se adicionaron 10 uL de la
disolucion de biosurfactante a probar en el centro de la placa y se observo el efecto en espera
de la dispersion del crudo al formarse un halo claro (Hassanshahian, 2014). La determinacion

se hizo midiendo el diametro del halo formado (Figura 8).
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Figura 8. Determinacion de la dispersion de aceite por el diametro del halo formado. A) Gota de
aceite formando una pelicula en la superficie del agua antes de adicionar el biosurfactante B) Halo
formado al adicionar el biosurfactante

4.13.4 DETERMINACION DE LA TENSION SUPERFICIAL

Se empled un tensiometro KRUSS modelo K700 y el método empleado fue el de la placa de
Wilhelmy. Para ello, 4.5 mL de muestra fueron centrifugados a 10000 rpm durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C, el sobrenadante libre células fue depositado en una cubeta
de vidrio o de teflon, con capacidad para 4.5 mL. Las determinaciones fueron realizadas a
una temperatura de 25 + 0.5 °C. Asimismo, cada muestra fue dejada un minuto en el interior
de la cdmara del equipo antes de la determinacion para permitir que alcanzara la temperatura
de prueba. Previamente, se probo la funcionalidad del equipo al determinar la tension

superficial de una muestra de agua destilada, la que debe ser de 72.8 = 1.0 mN-m™'.

4.13.5 DETERMINACION DE LA TENSION INTERFACIAL

Se llevé a cabo por el método de la gota pendiente desde el fondo, con un analizador de forma
de gota DSA100 de KRUSS. Para esto, 3 mL de crudo pesado se colocan en una jeringa
dispensadora que cuenta con una aguja de 0.907 mm de diametro. En la celda de cuarzo se
depositan de 10 a 12 mL del liquido de prueba (la espuma o las mezclas de esta) y se sumerge
la aguja con el crudo. Una vez que se forma la gota en la punta de la aguja, se comienza a
medir la TIF entre el crudo y el liquido de prueba con ayuda del software del equipo, de

acuerdo con la forma que aquella adquiera. La TIF varia con la edad de la gota, por lo que la
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evaluacion se lleva a cabo hasta que se observa el estado estable de este parametro. La lectura
adoptada es aquella alcanzada antes de que la gota se elongue y se desprenda de la aguja. La
estimacion de la TIF se hace con la ecuacion de Laplace-Young de acuerdo con la curvatura

de la gota, su didmetro y las densidades de los liquidos en contacto.

4.13.6 DETERMINACION DEL ANGULO DE CONTACTO

Se llevo a cabo por el método de la gota cautiva en el analizador de forma de gota DSA4 100,
colocando una gota del aceite en el centro de la placa de roca caliza embebida en agua
destilada o en el liquido de prueba. El ensayo se realizé a temperatura ambiental en todos los

casos (Figura 9).

Figura 9. Determinacion del angulo de contacto por el método de la gota cautiva

4.13.7 CONCENTRACION MICELAR CRITICA

Para determinar la concentracion micelar critica del biosurfactante (CMC), el parametro de
respuesta fue la tension superficial de soluciones a diferentes concentraciones (en ppm) del
producto crudo y seco. Las soluciones fueron preparadas por diluciones sucesivas a partir de
una solucion a 10000 ppm del biosurfactante. La TS de grafico frente a la concentracion y se
obtuvieron las curvas de respuesta. Se aplico una regresion lineal a las rectas extrapoladas a
partir de los segmentos rectos de cada lado de la curva de respuesta (Volonte et. al., 1989;

Vaz et al., 2012), es decir, a las partes concentracion-dependiente y concentracion-
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independiente (Abdel-Mawgoud et al., 2008). Se igualaron las ecuaciones resultantes y se

despejo la concentracion, con lo que se obtuvo la CMC.

4.13.8 DETERMINACION DE CO;

Se desarroll6 por cromatografia de gases (GC) con un cromatogratfo GowMac Il usando helio
a 65 mL-min"' como fase movil y una columna CTR. Las condiciones fueron: temperatura
de la columna, ambiental; temperatura del inyector, 45 °C; temperatura del detector, 100 °C;

y corriente del detector, 125 V.

4.13.9 ANALISIS DE LA PRODUCCION DE CO»
Las curvas de produccion acumulada de CO: fueron ajustadas con la ecuacion de Gompertz

modificada (Castorena-Cortés et al., 2009; Heryani y Putra, 2017)(ecuacion 3).

(7

)*(l—t)+1

Pco,(t) =P xe™® (Ecuacion 3)

Donde

Pco, (1) es la produccion acumulada de CO2 en funcién del tiempo t (mg-goir™).
P es la produccion maxima estimada de CO2 (mg-goii™!).

r es la velocidad de produccion de CO2 (mg-goi™!-dia™).

A es la duracion de la fase lag o de adaptacion (dias).

P, ry A se calcularon por un método iterativo usando el software MathCad Prime 7.0.0.

4.13.10ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones experimentales se realizaron por triplicado, en el caso de los
ensayos de biodegradacion estos fueron por sextuplicado; se determinaron la media y
desviacion estandar y se realizaron andlisis de varianza de una sola cola. Se realizaron

pruebas de contraste y agrupacion de medias con la prueba de la diferencia honesta
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significante (HSD) de Tukey (Bezza y Chirwa, 2017; Hamzah et al., 2013) y en el caso de

estabilidad del BS, se realiz6 la prueba de Dunnett; se us6 una a de 0.05 en todos los casos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos en las cinéticas, Figura 10 se estimé que la velocidad de
produccion del biosurfactante es proporcional a la de crecimiento. Las curvas de crecimiento,
de consumo de sustrato y de produccion de biosurfactante, medida como actividad

tensoactiva, mostraron el comportamiento reportado anteriormente (Parthipan et al., 2017).
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Figura 10. Cinéticas de A) crecimiento de B. subtilis y de consumo de sustrato y B) de
produccion del biosurfactante expresada como disminucion de la tension superficial del
medio de cultivo.
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La disminucion de la TS comenzd alrededor de las 6 horas de incubacion, de 60 mN-m™!
iniciales a 52 mN-m™!, lo que indic6 que la produccién comenzé cuando el microorganismo
se encontraba en la fase de adaptacion o fase lag. La fase de crecimiento exponencial
comenzo aproximadamente a las diez horas de incubacion, cuando la TS tuvo un valor de
40.8 mN-m’!. La velocidad maxima de crecimiento (Tabla 12), 0.038 g-L-!-h"! se alcanzé a
las 18 horas, cuando la TS fue de 32 mN-m™. La TS final (y la mas baja alcanzada) fue de
30.544 + 0.306 mN-m!. Con estos datos fue posible determinar que el biosurfactante es
producto del metabolismo primario de acuerdo a lo reportado por Vaz et al. (Vazet al., 2012)
y De Andrade y Pastore (de Andrade y Pastore, 2016). Esto contrastd con lo reportado por
Kluge et al. (Kluge ., 1988), quienes postulan que la surfactina de B. subtilis es producida
durante la fase exponencial. Adicionalmente, Rahman et al. (2003), describieron a la
surfactina producida por B. subtilis como un compuesto con propiedades antimicrobianas y
por tanto como un producto del metabolismo secundario, es decir, que se produce durante la
fase estacionaria. Estas observaciones podrian ser debidas a las altas concentraciones del
biosurfactante alcanzadas al final de la etapa exponencial de crecimiento. Por otro lado, la
atribucion de propiedades antimicrobianas al biosurfactante producido por B. subtilis, deriva
de que es capaz de fluidizar la membrana microbiana causando lisis y muerte celular y a que
impide la formacion de biopeliculas de otros microorganismos (Seydlova, 2008; Rautela et

al.,2014; Liu et al., 2019).

Tabla 12. Parametros cinéticos de la produccion del biosurfactante en matraz

Parametro Valor - unidad
Velocidad méaxima de crecimiento 0.038 g-L""h!
Rendimiento de biomasa 0.532 g-L!
Rendimiento de producto crudo 0.530 g-L!
Rendimiento de producto crudo en base a biomasa  0.997 g:gpiomasa
Sustrato residual 1.63 g-L!

En estudios de produccion a nivel matraz, Al-Wahaibi et al. (2014), reportaron rendimientos
similares al encontrado en este trabajo, 0.5 g-L! utilizando la cepa B. subtilis B30, reportando

buena actividad tensoactiva (50% de emulsificacion de un crudo no especificado).
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Los cultivos se finalizaron cuando se observd un incremento significativo en la TS. La
sintesis de biosurfactante estuvo asociada a la produccion de biomasa, por lo que, al detenerse
el crecimiento, también lo hizo la produccion del biosurfactante. A partir de ese momento la

velocidad de desnaturalizacion del biosurfactante es mayor a la de sintesis.

En la curva de tension superficial se observd que el cambio de pendiente ocurrié mas rapido
que en las curvas de crecimiento y de consumo de sustrato, esto es debido a que se requieren
concentraciones muy bajas de biosurfactante para causar decrementos drasticos en la tension
superficial y por tanto en la pendiente de la curva. Al estar relacionada la sintesis del
biosurfactante al crecimiento celular, un incremento en la concentracion de biomasa conlleva
a un incremento en la actividad tensoactiva (Parthipan et al., 2017). De acuerdo con Cortés-
Camargo y Barragan-Huerta (2013) y Pereira et al. (2013), los biosurfactantes tales como la
surfactina, producida por cepas de B. subtilis, son capaces de disminuir la tension superficial
del agua de 72 mN-m™' a 27 mN-m™!' a concentraciones muy bajas (0.01 - 0.05 g-L™!), por lo
que el cambio de pendiente en la curva de TS a las seis horas de cultivo en matraz, demostro

la sintesis temprana del biosurfactante.

La CMC del producto seco obtenido a partir de la espuma, fue de 1028.108 ppm (Figura 11).
La CMC indica la concentracion en la cual el biosurfactante alcanza la saturacion en la fase
acuosa y comienza a agregarse formando micelas. Mientras el biosurfactante se encuentre
distribuido en la superficie, sera capaz de disminuir la TS, por lo que mientras menor sea la
CMC, menor serd la cantidad de BS requerida para que este se distribuya en la superficie y

se alcance la TS estable minima posible (Santos ef al., 2016).
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Figura 11. Determinacion de la concentracion micelar critica del biosurfactante obtenido

Una vez que se constatd la produccion del biosurfactante en matraz, se procedio al

escalamiento del proceso a nivel de biorreactor.

Las cinéticas de produccion de biomasa a las diferentes velocidades de aireacion ensayadas
se muestran en la Figura 12. La produccion del biosurfactante en biorreactor, permitid
recuperarlo a partir de la espuma formada (Figura 13). Una vez formada la espuma, la
produccion del biosurfactante fue monitoreada por determinacion de la TS en esta (Figura

14).
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Figura 12. Evolucion de la biomasa en biorreactor a diferentes velocidades de aireacion

Figura 13. Formacion y recoleccion de espuma durante la produccion del biosurfactante en

biorreactor. A) Puerto de muestreo. B) Reservorio recolector de espuma
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Figura 14. Tension superficial como indicativo de la produccioén del biosurfactante a diferentes
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Los resultados de produccion en biorreactor confirmaron que el biosurfactante es un
metabolito primario, pues la produccion de éste comenzo entre las cuatro y siete horas de
incubacion, cuando el cultivo estaba aun en fase de adaptacion. Para la velocidad 0.7 vvm
(Figura 15) se obtuvo una velocidad de crecimiento de 0.0438 g-L™'-h™!, asimismo, el tiempo
en que la velocidad de crecimiento alcanzo6 su valor maximo fue de 22.7 horas. En cuanto a
la dispersion de aceite, tenemos que una vez que se forma la espuma, la capacidad de
dispersion aument6 desde 3 cm a 11 cm, y llega a 13 cm al final del proceso concordando
con las fases logaritmica y estacionaria de crecimiento. Se recuperaron 400 mL de espuma,
similar a lo reportado por De Andrade et al. (2016), quienes lograron separar 3L de espuma

de un biorreactor de 10L. La CMC del surfactante obtenido fue de 684 ppm (Figura 16).
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de disminuciéon de la tension superficial del cultivo en

Para la velocidad de aireacion de 0.80 vvm la espuma se recolecté a las 48 horas de

incubacion. A las 66 horas, se lograron separar alrededor de 300 mL de espuma, la que mostro6
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una coloracion rojiza (Figura 17). La cantidad final de biomasa producida en este reactor fue
de 1.094 g alas 79 h, 1a TS de la espuma fue de 27.973 mN-m'. La TS mas baja medida fue
de 27.947 mN-m™!. En este cultivo, una vez que aparece la espuma la capacidad de dispersion

de aceite aumento de 4.546 +£ 0.432 cm a 10.8667 + 0.514 cm.

Para la velocidad de aireacion de 0.90 vvm, la espuma se recolect6 a las 41.5 horas con una
TS de 27.022 £ 0.033 mN-m!. El valor més bajo de TS fue de 26.578 + 0.038 mN-m™!, que
fue la mas baja de las cuatro velocidades probadas. No obstante, este parametro aumento a
partir de las 65 horas de cultivo a 31.413 mN-m™!, lo que indica que la concentracion del
surfactante ha disminuido debido a que éste ha comenzado a degradarse y perder estabilidad.
Esto ultimo se vio reforzado con la cinética de dispersion de aceite, pues a partir de las 65
horas disminuy6 el diametro del halo de dispersion, de 13.43 cm a 7.346 cmy a 1.97 cm al
final del cultivo a las 68 horas; esto puede indicar que el biosurfactante se desnaturaliz6 en
la espuma, lo que pudo apreciarse al determinar la CMC del producto desecado que fue de

1858 ppm, la mas alta encontrada en este trabajo (Figura 16).

Figura 17. Aspecto de la espuma y el biorreactor a 0.80 vvm a las 66 horas de cultivo

A 1.0 vvm la espuma se formdé mas rapido como consecuencia del mayor flujo de aire
empleado que propicia una mayor dispersion gas-liquido (Wallin et al., 2010). A las 19.5

horas se recuperaron 200 mL y se tuvo una TS de 26.825 mN-m!, con lo que se infiri6 una
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concentracion alta del tensoactivo. En este cultivo se obtuvo la mayor cantidad de espuma
formada y separada. La cantidad recuperada al final del proceso fue de alrededor de 400 mL,
por lo que se obtuvo también la mayor cantidad de producto recuperado, 1.358 g/100 mL de
espuma. Asimismo, se obtuvo el mayor rendimiento de producto dado que la concentracion

de biomasa alcanzada fue mayor, 1.218 g.

La cinética de dispersion de aceite arrojo junto con la de TS, que el producto disminuy6 su
concentracion en la espuma conforme aument6 el volumen recuperado de ésta, diluyéndolo.
A las 43.5 horas de cultivo aumenté la TS (de 27.377 a 28.229 mN-m™!) y disminuy¢ el
diametro del halo de dispersion (de 10.436 a 5.663 cm). Estos datos indicaron que las
mayores concentraciones de surfactante en la espuma se obtuvieron entre las 19 y las 25
horas, cuando se tienen los valores mas bajos de TS y los mas altos de dispersion (26.825 -
27.377 mN'm™' y 6.923 - 10.436 cm respectivamente). La disminucion de la concentracion
del biosurfactante en la espuma fue puesta de manifiesto al determinar la CMC del producto

seco recuperado, que fue de 1778 ppm (Tabla 13).

Tabla 13. Concentracion micelar critica, tension superficial y didmetro del halo de dispersion a las
diferentes velocidades de aireacion ensayadas

Velocidad de aireacion CMC TS Diametro del halo
(vvm) (ppm) (mN-m™) (cm)
0.7 684 27.747 11.00
0.8 606 27.947 10.87
0.9 1858  26.578 13.43
1.0 1778  27.377 10.44

El BS obtenido en este trabajo mostr6 una actividad tensoactiva, en cuanto a disminucion de
la TS, comparable con la de la surfactina producida por B. subtilis, capaz de disminuir la TS
del agua de 72 a 27 mN-m™! en concentraciones tan bajas como 0.005 % (Deng et al., 2016;

Mani et al., 2016).

Empleando la ecuacion de crecimiento modificada de Gompertz (Cayre et al., 2001; Heryani
y Putra, 2017), se ajustaron los datos de crecimiento de biomasa de cada una de las

velocidades de aireacion probadas a fin de obtener las velocidades de crecimiento. Los
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resultados se resumen en la Tabla 14 La velocidad de crecimiento es funcion de las
condiciones de cultivo y de la composicion del medio, particularmente de las fuentes de
carbono y nitrégeno. De acuerdo con los resultados, la velocidad de crecimiento resultd ser

funcion de la velocidad de aireacion.

Tabla 14.Velocidades de crecimiento y consumo de sustrato a diferentes velocidades de aireacion,
180 rpm y 30°C

Aireacion Velocidad de Velocidad de consumo
(vvm) Crecimiento (g'L'-h')  de sustrato (g-g"-h)
0.70 0.0438 1.078
0.80 0.0249 0.615
0.90 0.0243 0.690
1.02 0.0361 0.667

La tendencia general indicdé que a mayor velocidad de aireacion menor velocidad de
crecimiento, no obstante, a 1.0 vvm se obtuvo que este parametro vuelve a incrementarse. A
0.8 vvm la velocidad de crecimiento fue de 0.0249 g-L'-h’!, en este cultivo pudimos
recolectar espuma hasta las 66 horas de incubacion, comparadas con las 17 horas a 0.70 vvm,

20 horas a 0.9 vvm, 41.5 horas a 0.9 vvm y 19.5 horas a 1.02 vvm.

En lo relativo a la velocidad de crecimiento, Sousa et al. (2014a), encontraron valores de 0.1
h™! en un cultivo continuo usando un medio a base de glicerol como fuente de carbono y una
velocidad de aireacion de 0.25 vvm. Esto parece indicar que velocidades de aireacion bajas
favorecen la velocidad de crecimiento. Ghribi y Ellouze-Chaabouni (2011), dedujeron que
las bajas y altas velocidades de aireacion tienden a disminuir el rendimiento de sintesis del
biosurfactante de B. subtilis, asimismo, encontraron que los mejores rendimientos se obtienen

cuando la concentracion de oxigeno disuelto se mantiene alrededor del 30%.

Las TS mas bajas obtenidas para las diferentes velocidades de aireacion, se resumen en la
Tabla 15. Entre menor la TS, mayor la concentracion del agente tensoactivo. Investigadores
como Pereira et. al. (2013a) reportan que los valores mas bajos de TS obtenidos usando la
misma fuente de nitrégeno que en este estudio fueron 29.3 mN-m™!, 29.5 mN-m™ y 29.9
mN-m! para tres cepas de B. subtilis empleadas. Asimismo, utilizando sacarosa como fuente

de carbono obtuvieron TS de 28.0 mN-m™, 27.9 mN-m™ y 28.4 mN-m™! para las cepas
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mencionadas. En ninguno de los casos reportados, la TS alcanzé valores de 26.5 mN-m™! que

fue el mas bajo obtenido en este trabajo.

Tabla 15. Resumen de resultados obtenidos para las velocidades de aireacion empleadas

Vzli(;;(i?gnde TS mas baja  Sustrato final Biomasa final Producto seco recuperado
Pl (mN-m") (gL (gL (2100 ML cpuma)
0.70 27.982 1.641 0.983 0.563
0.80 27.947 0.438 1.007 0.892
0.90 26.578 0.336 0.939 0.984
1.00 27.373 1.434 1.218 1.358

De acuerdo con la columna 2 de la Tabla 15, se observd que se obtuvieron variaciones
pequedias en la TS, Lopez-Lopez (2006) al trabajar con cepas de Bacillus determind que no
hubo una correlacion entre la actividad superficial del producto obtenida (evaluada como TS)
y la velocidad especifica de crecimiento. En este estudio tampoco se encontr6 una correlacion
debido a que en todas las velocidades de aireacion estudiadas, se obtienen concentraciones
suficientes para disminuir la TS alrededor de 27 mN-m™!, que es la mas baja alcanzada con
el biosurfactante producido por cepas del género Bacillus (Abdel-Mawgoud et al., 2008; Al-
Bahry et al., 2013; Cubitto et al., 2004; Das y Mukherjee, 2007; Calvacante et. al., 2008;
Amani et al., 2010).

En este trabajo se utilizd como fuente de nitrégeno una sal inorganica (NaNOs3) y se
obtuvieron rendimientos similares a lo reportado por Pereira et al. (2013), quienes
encontraron que los mejores rendimientos se obtuvieron cuando se empled extracto de
levadura, reportando la TS mas baja de 38.3 mN-m™!. En este trabajo, se obtuvo una TS
considerablemente mas baja (Tabla 15) con una fuente de nitrogeno mas barata, lo que
aunado a la separacion por desecacion simple o a su utilizacion directamente en forma de
espuma colapsada, podria disminuir considerablemente los costos de produccion del
biosurfactante. El 60% de los costos de produccion de la surfactina estan relacionados con
las operaciones de separacion y purificacion (Jos¢ de Andrade y Maria Pastore, 2016) y el

30% de estos, con la materia prima y el medio de cultivo (Silva et al., 2010).
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De las cinéticas de crecimiento y de consumo de sustrato y los resultados reportados en la
Tabla 15, se observé que el sustrato residual varié de 0.336g a 1.641g, lo que indicéd que aun
habia sustrato disponible al momento de detener los cultivos. Sin embargo, se observo que el
crecimiento de biomasa se volvio asintdtico a las 47 horas para 0.70 vvm, a las 66 horas para
0.80 vvm, a las 65 horas para 0.90 vvm y a las 47.5 horas para 1.02 vvm. Este efecto ha sido
reportado por otros investigadores (Sousa ef al., 2014a), los que sugirieron que la fuente de
carbono no es el sustrato limitante, dado que esta se encontraba presente atin en cantidades
considerables al final de la fermentacion. Asimismo, este efecto podria indicar algun tipo de
inhibicidn; a este respecto Seydovla et al. (2013), explicaron este fendmeno argumentando
que durante la produccion de surfactina por cepas de B. subtilis, se dan cambios en la
composicion de la membrana celular, particularmente en la composicion de los fosfolipidos,
como respuesta a la produccion de este compuesto. Segun estos autores, cuando la
concentracion de surfactina aumenta al llegar a la etapa estacionaria de crecimiento, se
encontr6 un incremento del 22% en el contenido de cardiolipina, un fosfolipido relacionado
con el estrés ambiental. Como consecuencia, la rigidez de la membrana aumenta para
enfrentar el efecto de fluidizacion por la surfactina, evitando la formacion de poros. De
acuerdo con estos autores, la presencia del biosurfactante puede provocar estrés celular y por
tanto desencadenar una respuesta metabolica. Estos dos efectos, podrian explicar el hecho
que a 1.00 vvm, velocidad de aireacion a la que se obtienen las concentraciones mas elevadas
de producto (2.674 = 0.079 g) el crecimiento se detenga, aun cuando existia una
concentracion considerable de sustrato disponible (1.43 g/L). Por otro lado, también es
posible que algliin otro nutriente u oligoelemento, haya sido consumido en su totalidad, lo

que limitaria el crecimiento.

De acuerdo con los resultados de la Tabla 16, a mayores velocidades de aireacion, se tienen
los mayores rendimientos. A este respecto, Abdel-Mawgoud et al. (2008), reportaron
rendimientos de producto crudo de 0.720 g-L™! en un medio a base de melazas y nitrato de
sodio mientras que Makkar y Cameotra (2011) reportaron un rendimiento de 1.120 g-L,
utilizando un medio de cultivo a base de sacarosa como fuente de carbono y de urea y nitrato
de potasio como fuentes de nitrogeno. Los medios de cultivo de estos autores difieren del

empleado en este estudio, que estd preparado a base de aziicar mascabado y nitrato de sodio
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como fuente de nitrogeno, con el que se lograron obtener rendimientos mayores en todas las
velocidades de aireacion probadas. En cuanto al rendimiento en base a biomasa, Sousa ef al.
(2014) encontraron un rendimiento de 0.23 Epiosurfactante” Zsustrato” Usando glicerol como fuente
de carbono, asi como de 0.49 gpiomasa' Gsustrato” de rendimiento de biomasa. Aun cuando las
mayores velocidades de aireacion arrojan los mejores rendimientos de producto, se observo
que las mejores calidades de éste, referida como menor CMC, se obtienen a velocidades

bajas, 0.7y 0.8.

En base a los resultados obtenidos, se eligié la velocidad de aireacion de 0.7 vvm para la
produccion del biosurfactante empleado en los experimentos de liberacion de aceite y de

biodegradacion.

Tabla 16. Rendimientos obtenidos para los cultivos en biorreactor a diferentes velocidades de

aireacion
Velocidad de Rendimiento de Rendimiento Rendimiento de Espume;l
aireacion biomasa en base a de producto producto en base recggir)a a

(vvm) sustrato (g-g?)? crudo (g'L")® abiomasa (g-g™!)°

0.70 0.104 1.127 1.109 300
0.80 0.106 1.727 1.715 300
0.90 0.098 1.906 2.040 300
1.02 0.110 2.674 2.194 400

a: Gramos de biomasa seca por gramo de sustrato. b: gramos de producto seco por litro de medio y c¢: gramos
de producto seco por gramo de biomasa seca

Los productos concentrados obtenidos en el reactor a las diferentes velocidades de aireacion

se muestran en la Figura 18.
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Figura 18. Productos secos obtenidos a diferentes velocidades de aireacion A) 0.7 vvim, B) 0.8 vvm,
C) 0.9 vvm y D) 1.02 vvm

El espectrograma FTIR del BS obtenido demostré que éste posee hidrocarburos alifaticos y
una fraccion peptidica en su molécula, Figura 19. Las bandas de absorcién mas relevantes
fueron encontradas en las longitudes de onda de 3320 cm™' debida al estiramiento por la
presencia de grupos amino (NH) atribuible a residuos peptidicos (Pereira et al., 2013a); en
1650 cm™! por el estiramiento del enlace CO-N; en 1590 cm™! debida al modo de deformacion
del enlace N-H combinado con el estiramiento del enlace C-N; en 1250 cm™ por la
deformacion y vibracion del C-O (Deng et al., 2016); en 2930 cm™ 2850 cm™ y 1370 cm’!
de los radicales -CHs, -CH2 y —CH respectivamente; en 1750 cm™ se observé la banda de
absorcion de grupos carbonilo (Biria et al., 2010) (Shao et al., 2015); el pico medio en 995
cm’™ mostré la presencia del enlace O-H propio de 4cidos carboxilicos; en 621 cm™ se
observo la presencia del grupo -CHa. Estos datos revelaron que el producto obtenido en este
trabajo posee una estructura quimica de naturaleza lipopeptidica. Por otro lado, el
espectrograma obtenido tuvo una gran similitud con los reportados por Pereira et al. (2013b),
Sousa et al.(2014) y por Shao et al. (2015), quienes trabajaron con B. subtilis y concluyeron
que el BS obtenido por ellos fue un lipopéptido similar a la surfactina, constituida por una
cadena alifatica unida a siete aminoacidos (Tang et al., 2010). Se ha reportado que B. subtilis

produce, entre otros, el lipopéptido surfactina, capaz de disminuir la ST del medio de
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produccion hasta 27 mNm™' (Al-Sulaimani et al., 2011), valor obtenido en los ensayos

realizados en este trabajo.

La comparacion entre las bandas obtenidas en este trabajo y las de la surfactina (Al-Sulaimani
et al., 2011) e iturina (Zhao et al., 2017) se presentan en la Tabla 17. Algunas cepas de B.
subtilis producen una mezcla de surfactina e iturina, ambas con caracteristicas tensoactivas
(Pathak et al., 2014; Wang et al., 2020; Castillo-Campos, et al., 2021) y otros compuestos de
moderada capacidad tensoactiva como la fengicina, micosubtilina y bacilomicina
(considerados como antibidticos). Existen tres tipos diferentes de surfactina, conocidos
como A, B y C de acuerdo con su secuencia de aminoacidos; se sabe que las cepas del género
Bacillus no producen un tipo tnico de este compuesto (Pereira et al.,, 2013 y Shao et al.,
2015) sino que pueden producir una mezcla de este y sus isoformas (Abdel-Mawgoud et al.,
2008), algunas cepas de B. subtilis son capaces de producir mezclas de hasta ocho isoformas
con pesos moleculares de 1030 a 1086 Da (Liu et al., 2007). La surfactina es un lipopéptido
ciclico lactonico de Ci4 o Cis (Shao ef al., 2015) cuya estructura estd compuesta, como se
menciond anteriormente, por siete aminodacidos y un acido graso -hidroxilo, la secuencia de
aminoacidos tipica es L-Glu-L-Leu-D-Leu-L-Val-L-Asp-D-Leu-L-Leu (Shao et al., 2015),
el ultimo aminoécido puede ser Val (surfactina Val7), lle (surfactina [le7) (Tang et al., 2010);
algunas isoformas contienen Ala en el cuarto aminoacido, Asp en el primer aminoacido y
Glu en el quinto aminodcido. La Iturina por su parte, posee una estructura péptido lactonica
compuesta por un acido graso unido a una cadena de siete aminoacidos L-Asn-D-Tyr-D-Asn-
L-Gln-L-Pro-D-Asn-L-Ser; una variedad conocida como iturina C tiene como secuencia L-

Asp-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L-Pro-D-Asn-L-Ser (Ariza y Sanchez, 2012).
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Figura 19. Espectrograma FTIR del biosurfactante obtenido

Tabla 17. Principales bandas de absorcion FTIR del biosurfactante obtenido y comparacion con las
de la surfactina e iturina

Banda de absorcién (cm™)

Enlace/Vibracién/Grupo Funcional Este trabajo  Surfactina Iturina
Vibracion lactona carbonilo 1250 1389 1236
CHj3 Doblamiento simétrico 1370 1388 1339y 1449
NH Deformacion, estiramiento del enlace C-N 1590 1541 1543
CO-N Doblamiento 1650 1652 1655
C=0 Estiramiento carboxilo. No i6nico 1750 1729 1720
CHs3-, CHz- 2850 2850 2855
CH3-, CH»- 2930 2959 y 2930 2959
NH Estiramiento 3320 3313y 3070 3400
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Los resultados de la actividad tensoactiva como respuesta a diferentes condiciones de

salinidad, pH y temperatura, se muestran en la Figura 20.

A

Tension superficial (mN-m")

0 2 4 6 8 10
Salinidad (% NaCl)

Tension Superficial (nN-m-")

(3]
n

Tension superficial (mN-m™")
=
t

Temperatura (°C)

Figura 20.Actividad del biosurfactante bajo diferentes condiciones ambientales: A) Salinidad B) pH
y C) Temperatura
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La variacion total de la actividad tensoactiva del BS producido por B. subtilis fue de 3.93
mN-m™! en el intervalo de salinidad ensayado. Entre 0 y 4% de NaCl las diferencias de la TS
respecto al testigo no fueron significantes. Aunque a partir de 6% de concentracion de sal, la
tension superficial aumento, aun se observo actividad tensoactiva. A concentracion de 10%
de NaCl, la tension permanece baja (34 mN-m™) respecto al control que fue de 72 mN-m'!

(Tabla 18).

Tabla 18. Resultados de estabilidad del biosurfactante de acuerdo con la prueba de Dunnett*

NaCl (%) TS (mN'm') Dev. Std.

0 30.78 0.25 1-a: 0.95

2 32.08 0.29 Comparaciones: 15

4 31.56 0.26 Valor t: 3

6 33.50 0.21 Grados de libertad: 12

8 34.31 0.96 Diferencia significativa: 2.36
10 34.71 0.06 n=3

pH ST (mN'm") Dev. Std.

5 31.58 0.00 1-a: 0.95
6 30.86 0.09 Comparaciones: 5
6.65 30.77 0.25 Valor t: 3
7 31.05 0.02 Grados de libertad: 12
8 31.09 0.04 Diferencia significativa: 0.285
9 31.89 0.10 n=3

T°C TS (mN-m') Dev. Std.

4 31.04 0.09 1-a: 0.95
20 31.01 0.10 Comparaciones: 15
25 30.78 0.25 Valor t: 3
40 30.76 0.07 Grados de libertad: 12
60 30.27 0.13 Diferencia significativa: 0.198
80 30.31 0.01 n=3

*Control: ST=30.78 at 25°C, pH 6.65 and 0% NaCl

Respecto al pH el biosurfactante mostré estabilidad en todo el intervalo ensayado: la tension
superficial fue estadisticamente igual a la del testigo a pH cercanos al neutro (30.9 mN-m™ a

pH 6 y 31.05 mN-m™ a pH 7) y no se encontraron diferencias significativas entre las TS
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obtenidas a pHs 4cido y alcalino evaluados (31.579 mN-m™ a pH 5y 31.949 mN-m™ a pH
9).

En cuanto a la temperatura, no se observaron diferencias significativas en la TS entre 4 y
40°C; a partir de 60°C se observo un ligero aumento en la actividad tensoactiva (reflejado

como disminucién en la TS.

De acuerdo con los resultados, el BS conservd su actividad tensoactiva en salinidades
comprendidas entre 0% y 4% de NaCl, en el intervalo de pH de 5 a 9 y en el intervalo de

temperaturas comprendido entre 4 y 80°C.

Al conservar su actividad en los intervalos de salinidad, pH y temperatura ensayados, el
biosurfactante probd también ser estable bajo esas condiciones ambientales. La actividad
tensoactiva ha sido cuantificada por el indice de emulsion con aceites (E24), la TS y la TIF;
se considera estable el BS cuando la variacion en el parametro de medicion no es muy amplia,
esto ha permitido que algunos autores consideren estable un BS que conservo solo el 60% de
su actividad tensoactiva después de someterlo a condiciones especificas (Udoh y
Vinogradov, 2019; Al-Sulaimani et al., 2011); en este trabajo se encontraron variaciones de
la TS no mayores de 3% respecto al testigo (comprendido por espuma con TS de 30.777

mN-m™).

Se ha reportado en la literatura que los electrolitos son un factor que afectan a los BS
anionicos como los lipopéptidos (de Andrade y Pastore, 2016; Bouassida et al., 2018a), esto
se debe a que la salinidad de la fase acuosa afecta la solubilidad relativa de los BS; cuando
el BS comienza a perder solubilidad la TS aumenta (Fernandes et al., 2016). La solubilidad
de los BS peptidicos en fase acuosa esta en funcion de la concentracion de sal de manera
similar al comportamiento de proteinas: la solubilidad aumenta conforme lo hace la
concentracion de sal, hasta un maximo a partir del cual la solubilidad comienza a disminuir

(Tejeda et al., 2011).

La estabilidad del BS a altas concentraciones de sal también puede deberse a su contenido de
porciones hidrofilicas e hidrofobicas. En el caso de compuestos de naturaleza peptidica, las
sales eliminan el agua de la molécula hidratada. Dicha deshidratacién deja las regiones

hidrofobicas libres para interactuar entre si, de modo que aquellos compuestos con mayor
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numero de regiones hidrofébicas en su superficie formardn agregados y precipitaran
rapidamente. Dado que los BS poseen porciones hidrofilicas e hidrofébicas en equilibrio, el
fendémeno descrito no ocurre y por tanto podran permanecer en solucion a altas
concentraciones de sal. A este respecto, Al-Sulaimani et al. (2011) reportaron que el
lipopéptido producido por la cepa B. subtilis W19 perdio el 50% de su actividad tensoactiva
a salinidades de 5%. El lipopéptido producido por Achromobacter sp tuvo una pérdida de
mas del 50% de actividad tensoactiva a salinidad de 6%. En este trabajo la pérdida de

actividad a dicha salinidad fue de solo 8.88% (Deng et al., 2016).

El BS mostré estabilidad en todo el intervalo de pH contrastando con lo reportado por otros
autores, que refieren mayor estabilidad a pH alcalinos (Bouassida etal., 2018 a y b; Al-
Sulaimani et al., 2011). Lo anterior podria deberse a que a condiciones de pH acidos los BS
lipopeptidicos pierden solubilidad y comienzan a precipitar. El intervalo de estabilidad
reportado para lipopéptidos producidos por B. subtilis es el comprendido entre pH de 6 y 12
(Deng et al., 2016) encontrandose la maxima actividad tensoactiva alrededor del pH neutro

(Al-Sulaimani et al., 2011;Varadavenkatesan y Murty, 2013).

El efecto de la temperatura sobre la actividad del biosurfactante ha sido documentado
anteriormente en la literatura disponible, en la que se ha sugerido que las temperaturas altas
podrian afectar las formas de agregacion del BS modificando la actividad tensoactiva
(Karnanda et al., 2013). La estabilidad de BS a la temperatura también se ha relacionado con
la fuerza de los enlaces de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de la porcion hidrofilica y
las moléculas de agua (Udoh y Vinogradov, 2019). Se ha reportado que la temperatura 6ptima
para el lipopétido obtenido a partir de dos cepas de B. subtilis fue de 40 °C (Bouassida et al.,
2018a), en este trabajo se encontrd que a 40°C la TS fue estadisticamente igual a la del testigo

(30.76 y 30.78 mN-m!, respectivamente).
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La roca caliza empleada para obtener la arena fue inicialmente mojable al crudo, ya que su
angulo de contacto con este fue de 117° en la condicidn inicial (sin el tratamiento con el BS);

la arena por lo tanto resultdé mojable al crudo y con una fuerte afinidad por este.

El disefio experimental empleado para los ensayos de liberacion de aceite fue un arreglo
ortogonal (OA) de Taguchi Lo (Tabla 9; seccion 4.11). Estos arreglos se caracterizan por
permitir el analisis de un niimero grande de variables con un nimero reducido de corridas
experimentales (Castorena-Cortés et al., 2009), asimismo permite determinar las relacion
entre las variables de estudio y las interacciones que afectan a la variable respuesta. Las
variables y sus niveles fueron seleccionadas en base a los resultados obtenidos previamente
en los ensayos de actividad del biosurfactante bajo diferentes condiciones ambientales, y en
el caso del ion SO42, en los reportes encontrados en la literatura acerca del efecto de iones
determinantes en la recuperacion de aceite y en el cambio de mojabilidad en las rocas que

presentan interaccion con dicho ion.

Después de siete dias de incubacion, las columnas de experimentacion (Figura 21) fueron
retiradas de las incubadoras y se dejaron enfriar a temperatura ambiente antes de realizar la
medicion del volumen liberado; el que se calculd considerando la densidad del aceite a 20
°C como 0.964 g-cm™ y el didmetro interno de las columnas de 2.5 cm. Dado que a cada
columna se le agregaron 3 + 0.02 gramos de aceite que corresponde a un volumen de 3.112
+ 0.02 mL; a partir de éste valor y de los volumenes obtenidos para cada tratamiento, se
determinaron los porcentajes relativos de liberacion. Los resultados obtenidos se enumeran
en la Figura 22, las letras representan la distribucion de medias de acuerdo con la prueba de
la diferencia honesta significante (DHS) de Tukey, datos con la misma letra indican que son

estadisticamente semejantes y que no existen diferencias significativas entre ellos.
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Figura 21. Aspecto de las columnas para los ensayos de liberacion de aceite. A) Arena impregnada con el
aceite pesado B) Columnas control con agua destilada y C) Columnas con el biosurfactante
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Figura 22. Liberacion de aceite en porciento (%) de las corridas del disefio experimental. Las barras
de error representan la desviacion estandar.

En todos los casos, los controles no mostraron liberacion de aceite o esta fue tan pequefia que
no fue cuantificable (Figura 23). Debido a ello, la liberacion fue atribuida a la presencia del
biosurfactante y no a la fluidizacion del aceite por gradientes de temperatura o de

concentracion de sal.

El mejor resultado se obtuvo con el tratamiento 3, que correspondi6 a los niveles altos de
temperatura, salinidad y concentracién de ion sulfato y con el nivel bajo del tiempo de
impregnacion, es decir 50°C, 10% de NaCl, 0.01 M de SO4+2 y 1 d. Los resultados menos
favorables se obtuvieron con el tratamiento 1, que correspondid a los niveles bajos de los

cuatro factores en estudio, 30 °C, 0% de NaCl, 0 M de SO4y 1 dia de contacto aceite-arena.
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Figura 23. Tratamientos (T1 a T9) a los siete dias de incubacion. En todos los casos, el frasco a la
izquierda representa el control

El andlisis estadistico del DOE de Taguchi indicd que las variables que tuvieron mayor
influencia en la liberacion de aceite fueron la temperatura y la salinidad, Figura 24. El tiempo
de impregnacion en el intervalo estudiado, asi como la concentracion del ion sulfato
resultaron ser de poca relevancia. El resultado respecto al tiempo de impregnacion, contrasta
con lo reportado por otros autores que indican que los tratamientos de recuperacion son mas
efectivos cuando se aplican en las primeras horas después de sucedido un episodio de

derrame de hidrocarburos (Abioye et al., 2012; Bravo-Linares et al., 2013). Por otro lado,
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también podria sugerir que los tiempos de contacto aceite-arena probados en este trabajo, no
fueron suficientes para observar diferencias significativas. Respecto al ion SO42, los
resultados contrastan con lo reportado por Strand et al. (2006), quienes encontraron que la
presencia de este ion provocd cambios en la mojabilidad de rocas en contacto con petrdleo,
lo que condujo a mejores tasas de liberacion de este tltimo. El SO4 es uno de los iones
reportados como influyentes en la mojabilidad de la calcita mojada por aceite. Se ha
reportado que la interaccion entre los iones de sulfato y de calcio, unidos a los grupos
carboxilato de la superficie de la roca, es el mecanismo principal de alteracion de la
mojabilidad (Karimi et al., 2016). Estos autores reportan que la presencia conjunta de iones
S04y un tensioactivo catiénico, pueden alterar las propiedades humectantes hacia el estado
de mojabilidad por agua sobre la roca de manera més efectiva que los iones SO47? solos.
Debido a lo anterior, en este trabajo se decidi6 estudiar el efecto de la interaccion del SO4
con el BS obtenido, sin embargo, los resultados indicaron que la presencia del SO4 no afecto

de manera significativa la actividad del BS.

Tiempo (dias) Temperatura (°C) Salinidad (%) Ion Sulfato (mol)
70

V//J

20

Liberacion de aceite (%)

Figura 24. Resultados de liberacion de aceite. La linea punteada representa la media global.
Entre mayor es el tamafio del efecto, mayor es su influencia en la liberacion de aceite
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En los tratamientos con el nivel bajo de salinidad, 1, 6 y 8, la liberacion obtenida mostré los
valores mas bajos. En contraste, los tratamientos con mayor concentracion de sal (3, 5y 7),
se obtuvieron los valores mas altos de liberacion y particularmente el tratamiento 3, en el que
la salinidad tiene el nivel mas alto, se obtuvo la mayor liberacion de aceite de acuerdo con el
analisis estadistico. Al-Sulaimani et al. (2011), reportaron que la salinidad optima para la
actividad del biosurfactante producido por B. subtilis es de 15%, a dicha salinidad le
correspondié una TIF de 3.21 mN-m™'. Resultados obtenidos previamente en este trabajo,
demostraron que el biosurfactante conservd su actividad tensoactiva, medida como TIF,
cuando la salinidad fue del 10%, con relacion a espuma libre de sal. Karnanda et al. ( 2013)
refieren que la liberacion de aceite estd supeditada a la disminucion de las fuerzas
interfaciales aceite-agua, cambiando la particion del aceite entre las fases, como resultado de
la disminucion en la TIF, resultando esto en uno de los mecanismos basicos para que se dé

tal liberacion.

En lo referente a la temperatura, los resultados de estabilidad obtenidos en este trabajo
demostraron que a 50 °C (nivel alto en los experimentos de liberacion) la espuma conserva
sus propiedades tensoactivas, en lo referido a su capacidad para disminuir las TS y TIF. La
temperatura promueve una disminucion de la densidad y la viscosidad de los aceites,
cambiando el equilibrio entre las fuerzas de gravedad y de flotacion de estos, lo que provoca
su liberacion de los espacios en que se encuentran. Los resultados en los controles
demostraron que la temperatura por si sola, no tiene ninglin efecto en la liberacion del aceite
empleado. A 50 °C, la densidad del aceite fue de 0.9436 g-cm™y la viscosidad fue de 413
mPa-s. La densidad se modific6 un 2% respecto al valor de referencia a 20 °C (0.9637 g-cm”
3) y esto podria explicar en parte la poca influencia de la temperatura por si sola. Aunque se
observo un cambio considerable en la viscosidad (10.32 veces menor respecto a 4263 mPa-s
a 20 °C), las propiedades de adhesion del aceite a la caliza y su alto nivel de cohesion impiden
que tal disminucion por si sola tenga un efecto considerable en la liberacion del aceite, como
quedo constatado por la nula liberacion en los controles. De aqui que la liberacion del aceite
haya estado supeditada a la accion del biosurfactante bajo las diferentes condiciones

ambientales probadas y no por efectos puramente fisicos.
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El analisis de varianza de las relaciones sefial a ruido y de medias de liberacion de aceite, se
muestran en la Tabla 19. La concentracién de sal (como % de NaCl) arrojé los mayores
valores de la sumatoria de cuadrados (SC) y de la media de los cuadrados (CM), seguida de
la temperatura y la concentracion del ion sulfato. Entre mayores sean los pardmetros SC y

CM, es mayor el efecto del factor estudiado sobre la variable de respuesta (Krottmaier, 1993).

Tabla 19. Anélisis de varianza de relaciones sefal a ruido y medias de liberacion de aceite

Factor GL SC CM Clasificacion
de efectos
t (h) 2 104.548 52.274 4
T (°C) 2 218.916 109.458 2
Sal (%) 2 327.328 163.664 1
SO4 (molar) 2 124.126 62.063 3
Total 8 774918

GL: grados de libertad; SC: sumatoria de cuadrados; CM: media de los cuadrados

Con los factores que afectan en mayor medida a la liberacion de aceite, se construyo la grafica
de superficie de respuesta de la liberacion en funcion de la temperatura y la salinidad, Figura
25. Los mayores porcentajes de liberacion tedricos se obtendrian a concentraciones altas de

sal y a temperaturas altas (10 % y 50 °C, respectivamente).
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Figura 25. Superficie de respuesta de la liberacion de aceite en funcion de la temperatura y la salinidad

93



La prediccion de Taguchi estimdé que la liberacion bajo las mejores condiciones
experimentales seria de 93.69 %. Esta se realiz6 fijando las variables de estudio en sus niveles
altos 120 h, 50 °C, 10 % de NaCl y 0.02 M de SO4 (resultados obtenidos con el programa
MiniTab 18).

La tension superficial de la espuma a partir de la cual se realizaron las mezclas fue de 27.7
mN-m!, la TIF en el medio con biosurfactante y una gota del aceite fue 1.4 mN-m™'. Los
resultados de la determinacion de la TS de los tratamientos y sus controles se presentan en la
Tabla 20. La menor tension superficial la presentd el tratamiento 9. Los menores valores de
esta variable se obtuvieron con la temperatura de 50 °C. Se ha demostrado que existe una
dependencia de la tension superficial a la temperatura y que conforme esta ultima aumenta,
la primera disminuye (Karnanda et al., 2013). Los tratamientos a 50 °C (3, 6 y 9), por otro
lado, también son los de concentracion alta de NaCl. A pesar de las variaciones encontradas
en la TS, este pardmetro se mantiene en valores bajos en todas las combinaciones de

condiciones ambientales probadas, mostrando la actividad de superficie del BS.

Tabla 20. Tension superficial de los tratamientos y sus controles

Tension Superficial (mN-m™)

Corrida Tratamientos  Desv. Std  Controles  Desv. Std Redt;/cocu’)n
1 29.757 +0.055 70.98 +0.78 58.08
2 28.180 +0.259 70.33 +0.87 59.93
3 27.276 +0.082 69.94 +0.52 61.00
4 29.498 +0.200 70.53 +1.72 58.18
5 28.917 +0.166 69.97 +2.21 58.67
6 26.508 +0.121 69.32 +0.33 61.76
7 30.357 +0.247 71.62 +0.84 57.61
8 27.377 +0.134 69.15 +0.76 60.41
9 27.451 +0.162 69.20 +0.46 60.33
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La TIF mas baja se obtuvo con el tratamiento 9, que corresponde a la combinacién espuma-

5% de NaCl-50 °C (Tabla 21).

Tabla 21. Tension interfacial de los tratamientos y sus controles

T.IF. (mN-m™)

Corrida  Tratamientos  Desv. Std. Controles  Desv. Std. % Reduccién

1 1.58 0.19 12.64 0.22 87.52
2 3.46 0.36 16.29 0.49 78.74
3 2.70 0.20 12.33 0.69 78.09
4 2.10 0.07 13.49 0.26 84.43
5 4.49 0.16 13.19 0.37 65.95
6 2.32 0.09 18.71 1.94 87.62
7 2.51 0.13 11.41 0.13 78.03
8 2.63 0.22 17.53 1.01 84.97
9 1.27 0.07 13.83 0.93 90.84

Trabajos relacionados a movilidad de aceite reportaron un efecto de la temperatura, la
salinidad y la concentraciéon de surfactante sobre la TIF, a su vez este parametro se ha
correlacionado con la movilidad de aceite en reservorios rocosos, encontrando que una
disminucion en la TIF redunda en mayor movilidad y por tanto liberacion y recuperacion de
aceite (Al-Shhaf, 2005). Se ha reportado que un aumento en la salinidad conlleva a un
incremento en la TIF, es decir a una disminucién en la actividad tensoactiva (Law y Zhao,
2016). En contraste, en este trabajo los mejores resultados se obtuvieron en los niveles altos
de salinidad. En los experimentos de liberacion, quedé demostrado que el BS mantuvo sus

propiedades tensoactivas a salinidades altas.

La liberacion del aceites de medios poroso estd supeditada a la disminucion de las fuerzas
interfaciales agua-aceite y arena-aceite, lo que puede lograrse usando un BS para promover
una disminucién en la TIF y también modificar la mojabilidad (Law y Zhao, 2016). La
disminucion de la TIF por biosurfactantes en presencia de sales ha sido observada y reportada
anteriormente por diversos autores (Karnanda et al., 2013), algunos trabajos encontraron que
la salinidad favorece la liberacion de aceites actuando como coadyuvante del BS utilizado
(Al-Sulaimani et al., 2012). De Andrade y Pastore (2016), al trabajar con diferentes cationes
y surfactina, determinaron que la presencia del cation Na" derivo en TS bajas, por lo que

concluyeron que dicho cation favorecio la actividad tensoactiva. Otra explicacion plausible
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es la dada en (Fernandes et al., 2016), quienes arguyen que la salinidad afecta la particion
del BS, un aumento en la concentracion de ésta en la fase acuosa promueve la migracion de
las moléculas del BS hacia el aceite. La concentracion dptima de sal para la liberacion de
aceite es aquella que promueve la acumulacion del BS en la interfase agua-aceite (Santos et
al., 2016), que generalmente se corresponde con valores bajos de ST y TIF, tales como los
encontrados en este trabajo. Concentraciones por encima de la éptima conllevan a aumentos
en las TS y TIF, esto sugiere que esta concentracion no fue rebasada en este estudio, ya que
estos parametros permanecieron en valores bajos en los nueve tratamientos. Respecto al
efecto de la temperatura, De Andrade y Pastore, (2016) sugieren que las altas temperaturas

pueden afectar las formas de agregacion modificando la actividad tensoactiva.

5.5.1 DISPERSION DE ACEITE

El diametro del halo de dispersion de aceite logrado con la espuma de trabajo fue de 7.2 +
0.2 cm, a temperatura ambiental. Los tratamientos a las diferentes combinaciones de factores
ambientales demostraron conservar la capacidad de dispersar el aceite, Figura 26. El didmetro
del halo de dispersion de los tratamientos se encontr6 entre un 60% (tratamiento 5) y un 87%
(tratamiento 8) con respecto a la espuma de referencia. Los didmetros obtenidos con los
controles se encontraron alrededor de 1 cm, por lo que la dispersion lograda es atribuible a

la accién del BS.
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Figura 26. Grafica comparativa de los diametros del halo de dispersion. Se presenta la desviacion
estandar.

5.52 EVALUACION DE LA MOJABILIDAD

Respecto a la mojabilidad evaluada en funcion del angulo de contacto, se observd que
después del proceso de impregnacion con el aceite, las rocas fueron mojables al aceite, ya
que el angulo de contacto fue mayor a 90° en todos los casos (Tabla 22). Después del proceso
de imbibicion con el biosurfactante y bajo las combinaciones de condiciones probadas, la
mojabilidad de las rocas se modific6 a ser mojables preferentemente por agua, al presentar
angulos menores a 90° que es la condicion de referencia (Figura 27). El dngulo de contacto
reportado es el obtenido utilizando agua destilada como liquido circundante, ya que se
observo que este fue menor incluso al obtenido usando la misma mezcla de los tratamientos
(Figura 28). Se observo también, que el cambio de mojabilidad fue independientemente del

tiempo de impregnacion.
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Tabla 22. Angulos de contacto de los tratamientos antes y después del proceso de imbibicion con el
biosurfactante bajo las diferentes combinaciones de condiciones ambientales

Tratamiento  Antes de la imbibicion  Después de la imbibicion ~ Reduccion %

1 112.11° 51.92° 53.69
2 127.19° 44.18° 65.26
3 113.47° 46.98° 58.60
4 118.50° 37.66° 68.22
5 113.70° 62.10° 45.38
6 130.23° 47.42° 63.59
7 113.69° 38.61° 66.04
8 127.05° 45.30° 64.34
9 117.04° 46.91° 59.93

Figura 27. Cambio de mojabilidad en los tratamientos. A) Antes del proceso de imbibicion en el
biosurfactante y B) Después del periodo de incubacion.

50.56°

Figura 28. Angulo de contacto del tratamiento 1 en A) Sistema con BS y B) Sistema con agua destilada

Se apreci6 también un cambio de aspecto en las rocas después de la imbibicion inicialmente

se observaron totalmente impregnadas de aceite y después de la imbibicidén se observaron
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con superficies mas limpias y libres de aceite. Se pudo apreciar la liberacion de gotas de

aceite en las rocas tratadas con el biosurfactante, Figura 29.

Figura 29. Aspecto de la roca del tratamiento 2 A) después de la impregnacion y B) después del
periodo de imbibicion. C) Liberacidon de gotas de aceite en rocas tratadas con el biosurfactante

La disminucion de la TIF entre el aceite y el agua y la modificacion de la mojabilidad son
mecanismos basicos de acciéon de los BS en los procesos de liberacion, recuperacion y
movilizaciéon de aceites; la modificacion de la IFT se observd en todos los tratamientos
mientras que la disminucion de las fuerzas interfaciales arena-aceite quedd constatada por el
cambio de mojabilidad observado. A este respecto, Sharma y Padey (2020) reportaron
disminuciones del angulo de contacto usando parafina como superficie hidrofébica y agua
como liquido de prueba, el angulo de contacto inicial fue de 96° y después de tratar la
superficie con el biosurfactante producido por la cepa B. subtilis RSL-2, el &ngulo de contacto
fue de 73°. Estos autores concluyen que el biosurfactante obtenido mejoro las interacciones

solido-liquido en la superficie hidrofobica.

En este trabajo, se obtuvieron cambios de mojabilidad més considerables usando un crudo
pesado y un sustrato s6lido més cercano a lo que se pudiera encontrar en episodios de derrame
en suelos, el biosurfactante propiciaria una mejor interaccion con el aceite y resultaria 1til en

su liberacion y en aplicaciones de recuperacion de suelos.
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5.5.3 EFECTO SINERGICO ENTRE LA TEMPERATURA Y LA SALINIDAD Y
MECANISMO DE TRANSPORTE DE MASA

El tratamiento 6 de la Tabla 9 que presenta un nivel alto de temperatura y el bajo de salinidad
(0%), tuvo una liberacion de aceite de 45.38%, de aqui que el solo efecto de la temperatura
no es suficiente para arrojar remociones por arriba del promedio global de 45.12% a pesar de
que la temperatura disminuye la viscosidad del aceite; por otro lado, aunque el tratamiento 1
con un nivel bajo de temperatura y salinidad tuvo TS y TIF bajas y fue capaz de disminuir
el AC, solo arrojo liberacion de aceite del 7.25%; lo anterior podria denotar un efecto
sinérgico de la temperatura y salinidad sobre el comportamiento del biosurfactante. Dicho
efecto observado podria explicarse en los siguientes términos: dado que se ha sugerido que
la salinidad promueve la migracion de moléculas de BS hacia la interfase agua-aceite
(Fernandes et al., 2016) y la temperatura provoca el movimiento de los fluidos, esta
combinacion de factores resultaria en mayores tasas de transporte del BS desde la fase liquida

hasta la interfase citada.

En la literatura existen reportes en los que se ensayd el efecto individual de factores
ambientales sobre el BS producido cepas de Bacillus subtilis (Mani et al., 2016; Bouassida
et al., 2018a). En estos estudios e usaron crudos ligeros (20.3°API) (Fernandes et al., 2016),
fracciones de petroleo o aceites de motor (Bouassida et al., 2018b) impregnando arena de
playa en concentraciones relativamente bajas (entre 50000 y 73000 ppm) y se usaron
velocidades de agitacion de hasta 150 rpm. En este trabajo la concentracion del crudo fue
muy elevada (300000 ppm) y las unidades de prueba no fueron agitadas, encontrandose
resultados similares en cuanto a liberacion (80 y 90%). Por otro lado, en algunos de estos
reportes se uso el BS purificado, mientras que en el presente trabajo se propone su utilizacion

en forma de espuma colapsada.

Comparando con sistemas en los cuales se empleé como surfactante un rhamnolipido, Aparna
et al. (2012), reportaron la liberacion de 89% y 92% de un crudo usando concentraciones de

0.01 y 0.05% de éste biosurfactante; no se indicd el tipo de crudo y las unidades
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experimentales fueron agitadas a 150 rpm. La agitacion modifica el régimen de flujo y mejora
el transporte de materia entre fases, ademas de afectar el estado fisico del aceite (Joekar-
Niasar y Hassanizadeh, 2012). En este trabajo los sistemas consistieron en un medio poroso
en contacto con el BS y no se emple6 agitacion, por lo que la transferencia de materia estuvo
supeditada a la difusion y conveccion natural, ambos mecanismos influidos por la
temperatura. A este respecto los tratamientos con el nivel alto de salinidad tuvieron una
densidad de alrededor de 10% mayor a aquellos con el nivel bajo, lo que provocaria
diferencias de densidad mas extensas, explicando el efecto sinérgico observado entre

temperatura y salinidad.

Los resultados de los factores que afectan la liberacion del aceite se resumen en la Tabla 23.
Con estos resultados se observo que hubo un efecto combinado de los mecanismos de
modificacion de la mojabilidad (medida como la disminucion del angulo de contacto), la
conservacion de la actividad tensoactiva en cuanto a disminucion de la TS y la TIF y la

estabilidad del biosurfactante a la temperatura y la salinidad.

101



Tabla 23. Resumen de resultados de factores que afectan la actividad del biosurfactante durante la liberacion del crudo pesado

Factores/Niveles Resultados
Tiempo Diametro del halo
. ., b . .
Corrida . de ., Temperatura Salinidad SO4? leeraqloil IS 4 TIF 4 AC de dlspersmn de
impregnacion oC 9% NaCl | de aceite (mN-m™) (mN-m™) aceite (cm)
(dias) (°C) (% NaCl) - (mol) (%) Tratamiento Control Tratamiento Control Tratamiento Control Tratamiento Control
1 1 30 0 0.00 7.2+0.8 27.7£0.1 70.9+0.7 1.5£0.2 12.6+£0.2  51.9° 112.1° 6.55 0.81
2 1 40 5 0.01 41.3+1.8 28.1+0.2 70.3+0.8 3.4+03 162+04  44.1° 127.1° 5.37 0.89
3 1 50 10 0.02 83.4+47 27.2+0.1 69.9+0.5 2.7+0.2 12.3+0.6 46.9° 113.4° 4.30 0.80
4 4 30 5 0.02 30.7+1.8 29.4+0.2 70.5+1.7 2.1£0.1 13.4+0.2  37.6° 127.2° 5.37 0.89
5 4 40 10 0.00 473+2.8 289+0.1 69.9+2.2 3.4+0.1 13.1£0.3  60.1° 122.5° 3.37 0.88
6 4 50 0 0.01 453+1.8 26.5+0.1 69.3+0.3 2.3+0.1 18.7¢1.9  47.4° 130.2° 6.30 0.88
7 5 30 10 0.01 44.7+2.8 30.3+0.2 71.6£0.8 2.5£0.1 11.4+0.1 43.8° 127.0° 4.65 0.88
8 5 40 0 0.02 30.7+1.8 27.3+0.1 69.1£0.7 2.6£0.2 17.5£1.0  45.3° 127.0° 6.75 0.87
9 5 50 5 0.00 75.1+42 27.4+0.1 69.2+0.4 1.2+0.1 13.840.9  46.9° 117.0° 5.63 0.89

a. Laliberacion de aceite no fue cuantificable en los controles ya que practicamente no se liberd aceite.
b. Angulos de contacto menores a 90° indican una mojabilidad preferente al agua, mientras que mayores a este valor, indican una mojabilidad
de las rocas preferente al aceite
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5.6.1 PRODUCCION DE CO, COMO INDICADOR DE LA BIODEGRADACION
MEJORADA DEL CRUDO

La produccion de COz es una medida indirecta del crecimiento celular y de la utilizacion de
los hidrocarburos como fuente de carbono hasta su completa mineralizacion (Castorena-
Cortés et al., 2009), una mayor produccién de este gas indica mayor biodegradacion del
crudo. Este pardmetro se empleo para evaluar la biodegradacion de los ensayos descritos en
la seccion 4.12.3. La produccion acumulada de CO: de los tratamientos de biodegradacion
se grafic6 en funcion del tiempo en la Figura 30; no se observo la presencia de fase de
adaptacion, también llamada fase lag, en ninguno de los tratamientos. Asimismo, el control

abidtico (AB) no produjo COa.
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Figura 30. Produccion de CO; por los tratamientos de biodegradacion del crudo pesado impregnado
en arena de roca caliza
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La produccion final de CO; del tratamiento SC (control sin crudo) fue de 33.41 mg. Dado
que SC no contaba con fuente de carbono, el crecimiento del microorganismo y la produccion
de CO; estuvieron ligados a la utilizacion de los componentes del medio de cultivo como
fuentes de energia y nitrogeno. Los datos obtenidos de este tratamiento fueron restados de
los tratamientos SL (tratamiento sin biosurfactante) y CL (tratamiento con biosurfactante)
para estimar las velocidades de producciéon de COz y la produccion potencial de CO»

atribuibles a la degradacion del crudo.

El tratamiento con aceite SL, mostr6 la biodegradacion del aceite atribuible a la accion
metabolica del microorganismo y se utilizéo como referencia del comportamiento del sistema
sin mediacion del BS. La utilizacion de los componentes del aceite como fuente de carbono
y energia, dio como resultado una produccion de CO> de 55.88 mg totales al final del
experimento. El tratamiento con biosurfactante CL fue utilizado para estudiar el efecto de
este en la biodegradacion del aceite, la produccion final de CO: fue de 74.23 mg, que resulto
ser 32.84% mayor respecto a SL. Después de restar los datos de produccion del control SC'y
dividirlos por la masa de aceite, la produccion neta de CO2 por gramo de aceite fue de 41.636
Mg Gaceite y 78.84 Mg gaceite”! para SL y CL respectivamente (Figura 31). Los resultados
anteriores sefialan que el pretratamiento con el biosurfactante mejord la produccion de CO>

relacionada con la biodegradacion del aceite en un 85.94%, respecto al tratamiento SL.
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Figura 31. Produccion neta de CO; debida a la biodegradacién del crudo. Tratamientos sin
biosurfactante SL y con biosurfactante CL

La produccion de CO; estuvo relacionada con la degradacion del aceite, una mayor velocidad
de produccion de CO; indica una mayor velocidad de biodegradaciéon. La velocidad maxima
de produccion de COx del tratamiento CL fue de 6.29 mg: gaceite ' -d”! siendo esta mayor en un
70.11% respecto a la de SL, que fue de 3.78 mg-gaceie-d"! (Figura 32); estos resultados
mostraron que el pretratamiento con el biosurfactante tuvo un efecto positivo en la utilizacién
y mineralizacion del crudo, aumentd su biodisponibilidad, mejoré el proceso de
biodegradacion en CL y promovid que la velocidad méxima de produccion de CO; se
alcanzara en menor tiempo. Las diferencias observadas en la produccion de CO» de SL y CL
y sus velocidades méximas de produccion fueron atribuidas al pretratamiento con el

biosurfactante.
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Velocidad de produccion de CO2 (mg.g-1d-1)
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Figura 32. Velocidades de produccion de CO; en los tratamientos de biodegradacion de crudo pesado
impregnado en arena de caliza. CL, con biosurfactante y SL, sin biosurfactante.

Existen diferencias significativas entre las velocidades de produccion de CO, SL y CL
(p<0.05), debidas basicamente al tratamiento con el BS. Estos resultados confirman que el

BS aumentaria la biodisponibilidad de los componentes del crudo (Borah y Yadav, 2017).

5.6.2 BIODEGRADACION DE LAS DIFERENTES FRACCIONES DEL CRUDO
POR MEDIACION DEL BIOSURFACTANTE

La biodegradacion de un crudo esta relacionado directamente con su peso, expresado en
grados API, su composicion y la concentracion de cada una de las fracciones que lo
componene (Pi et al, 2017). Debido al elevado contenido de resinas y asfaltenos, la
biodegradacion de un aceite como el empleado en este trabajo resulta dificil dado que estas
fracciones contienen compuestos viscosos de alto peso molecular, entre ellos policiclicos con
sustituciones de grupos alquilo, lo que contribuye a su resistencia a la biodegradacion

(Varjani, 2017; Sharma y Padey, 2020). Para conocer las fracciones del crudo que fueron
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degradadas en presencia del biosurfactante, se realizé el andlisis SARA de los aceites

residuales de los tratamientos.

El anélisis SARA de los aceites recuperados mostrd que el tratamiento con biosurfactante
CL, tuvo mayor degradacion de compuestos saturados, aromaticos y resinas. El tratamiento
con biosurfactante disminuy6 el contenido de compuestos saturados en un 17.66% respecto
al contenido inicial, mientras que SL, sin biosurfactante, lo hizo en un 11.08%; las fracciones
de aromaticos y resinas practicamente no fueron disminuidas por SL, mientras que CL las
redujo en un 12.54% y 2.62% respectivamente. La reduccion total de fracciones SARA fue
de 32.83% en los tratamientos con biosurfactante CL y de 11.08 % en los tratamientos sin el

biosurfactante SL, Tabla 24.

Tabla 24. Biodegradacion de las diferentes fracciones del crudo de acuerdo con el analisis SARA

Degradacion %

e CL SL
., Contenido inicial ) . .
Fraccion 100 Tratamiento con Tratamiento sin
g por 10 8erudo biosurfactante biosurfactante
Saturados 16 17.66 11.08
Aromaticos 31 12.54 0
Resinas 36 2.62 0

El género Rhodococcus ha recibido atencion en los ultimos afios debido a su capacidad de
degradar una amplia variedad de contaminantes, entre ellos hidrocarburos alifaticos de
cadena mediay larga, aromaticos y poliaromaticos (Pi et al., 2017); este género se caracteriza
por poseer el gen alcanohidroxilasa (alkB), involucrado en la oxidacién de los compuestos
citados (Hamzah et al., 2013). Dada la naturaleza y caracteristicas del aceite empleado en
este trabajo, se observo que la acciéon metabdlica del Rhodococcus no fue suficiente por si
sola para hacer biodisponible las fracciones de aromadticos y resinas, por lo que la
disminucién de éstas en el tratamiento CL, se atribuy6 a la accion del biosurfactante el cual
libero el aceite. La adicion del BS exdgeno producido por la cepa de B. subtilis promovid la

utilizacion de las fracciones mencionadas.
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Estos resultados también fueron corroborados por cromatografia de gases en los aceites
residuales (Figura 33), se observo que el tratamiento con CL no presento las sefiales entre Ce
y Cis, mientras que en el intervalo de Ci6 a Co4 la intensidad de las sefiales fue menor que en

el cromatograma de SL.

La Figura 34 muestra la distribucion de hidrocarburos (por ciento en masa de destilacion) del
control y los tratamientos. Se detectd una redistribucion de hidrocarburos en las diferentes
fracciones analizadas. La biodegradacion provoco una disminucion en las fracciones <Coo,
lo que demostrd que el microorganismo fue capaz de degradar diferentes tipos de
hidrocarburos, pero preferentemente utilizando las fracciones ligera y media. El sistema con
biosurfactante mostr6é una degradacion notablemente mayor en las fracciones C7 — Cao. Al
menos el 67% de las fracciones > Czo se degradaron en los sistemas CL, mientras que en los
sistemas sin biosurfactante solo se elimind el 37% de la misma fraccion. El aumento de la
fraccion de Cs en los sistemas con biosurfactante se atribuye a la biodegradacion de
fragmentos mas pesados, como alcanos pesados, aromaticos y resinas. Estas modificaciones,
a su vez, pueden provocar cambios en la viscosidad del aceite. Estudios de degradacion de
aceites encontraron que los n-alcanos son la fraccion mas susceptible a la biodegradacion,
seguida de la fraccion aromadtica, mientras que las fracciones de alquenos ramificados,
cicloalquenos y poliaromaticos son las mas resistentes, presentando bajas tasas de
degradacion (Head et al., 2010; Sharma y Padey, 2020). Los resultados encontrados en este
trabajo muestran que la biodegradacion fue favorecida por la presencia del biosurfactante

incluso en fracciones complejas.
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El género Rhodococcus esta reportado como un microorganismo degradador de compuestos
alifaticos y monoaromaticos (Varjani, 2017). Las cepas de este género tienen la capacidad de
metabolizar diferentes hidrocarburos, incluidos los aromaticos (Kumar et al., 2020). Sin
embargo, en el presente estudio, el andlisis SARA de los sistemas SL no detectd degradacion
en las fracciones aromaticas, mientras que en CL la reduccion de esta fraccion fue del
12.54%, por lo que la biodegradacion de dicha fraccion estd directamente relacionada a la
accion del biosurfactante al incrementar la movilidad del aceite. Los diferentes grados de
degradacion de los compuestos saturados, aromaticos y resinosos indicaron que el
pretratamiento con biosurfactante modificé la biodisponibilidad y por tanto facilitdé su

biodegradacion.

Parthipan et al. (2017), reportaron la biodegradacion de un crudo por B. subtilis Al y
encontraron que los compuestos de bajo peso molecular, Cip a Ci4, fueron completamente
degradados, mientras los compuestos entre Ci5 y Ci9 lo fueron en un 97%, con tiempos de
siete dias para una eficiencia de remocion del 87% del total de hidrocarburos presentes. En
este sentido, es dificil realizar una comparacion con los resultados de este trabajo debido a
que los autores no indicaron el tipo de crudo, no obstante, los resultados del reporte citado si
permiten estimar en que intervalo podriamos esperar la biodegradacion en los sistemas sin
biosurfactante y, por tanto, poder atribuir la biodegradacion de las fracciones > Cyo al

pretratamiento con la espuma, en los sistemas CL.

Otros estudios han demostrado que los alcanos en el intervalo Cis — Cao son facilmente
utilizados como fuente de carbono y energia por la mayoria de las bacterias degradadoras de
hidrocarburos (Das y Mukherjee, 2007). En este trabajo, en los sistemas SL sin el
biosurfactante, se observo degradacion de las fracciones < Ca concordando con lo reportado.
La mayor degradacion de esta fraccion en los tratamientos CL y de las fracciones > C»o fue

atribuible a la accion del biosurfactante.

Sajna et al. (2015), utilizaron el biosurfactante producido por Pseudozyma sp. En la
biodegradacion mejorada de un crudo usando Pseudomonas putida y obtuvieron una mejora

del 46% en la degradacion de compuestos entre Cio-Cz4. Los soforolipidos producidos por
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Candida bombicola, son capaces de reducir en un 80% y 72% respectivamente, el contenido
de compuestos saturados y aromaticos de un crudo ligero en un periodo de 8 semanas (Kang
et al., 2010). En este trabajo, los tiempos de reduccion fueron de 4 semanas empleando un

crudo pesado altamente viscoso.

5.6.3 DIFERENCIAS EN LA FORMA DE CRECIMIENTO DEL
MICROORGANISMO

Se observo que durante los cuatro primeros dias de incubacioén en los sistemas SL sin
biosurfactante, el microorganismo Rhodococcus sp. Crecid en suspension formando floculos,
mientras que en los sistemas con el biosurfactante CL, el microorganismo crecié adherido al
crudo, como lo demostr6 la presencia de agregados de biomasa en contacto directo con éste
(Figura 35). Asimismo, la coloracion de los agregados fue blanca en CL mientras que los

fléculos en SL mostraron el caracteristico color naranja del género Rhodococcus.

El crecimiento celular sobre los aceites es un mecanismo de toma de nutrientes por parte de
algunos microorganismos biodegradadores (Kapellos, 2017). Este tipo de crecimiento ocurre
cuando por accion de biosurfactantes, forma una interfase sobre la superficie de los aceites;
la formacion de dicha interfase es un modo de accion de los biosurfactantes cuando los
hidrocarburos, por sus propiedades fisicas y reologicas, no pueden ser solubilizados o
emulsionados. La presencia de esta interfase favorece la adhesion de los microorganismos y
su crecimiento sobre el aceite. En esta forma de crecimiento la toma de nutrientes del crudo
esta supeditada a la difusion desde el aceite a la superficie celular. Teéricamente, este
mecanismo de toma de nutrientes ocurre a menores velocidades en comparacion con el
crecimiento en suspension, en el que la toma de nutrientes se ve favorecida por la agitacion,
la que aumenta la frecuencia de colision entre nutrientes y células, cuando los primeros se

encuentran solubles y las células suspendidas (Hua y Wang, 2012; Kapellos, 2017).

Cuando el aceite empleado se encuentra en forma insoluble, como el caso del crudo empleado

en este trabajo la toma de nutrientes se ve limitada hasta que el Rhodococcus sp. Sintetiza su
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propio biosurfactante asociado a la membran celular. La adicidon del biosurfactante externo
favorecio la adhesion del Rhodococcus sp. A la superficie del aceite, debido a la formacion
de la interfase citada. Esto explicaria en parte, porqué la velocidad de produccion de CO> es

mayor en el tratamiento CL.

Una vez que el microorganismo en los tratamientos con biosurfactante CL se implant6 sobre
el aceite, la interfase citada ayudd a aumentar las tasas de transporte transmembranal
aumentando la velocidad de biodegradacion y por tanto de produccion de COo. El contacto
inicial entre el microorganismo y la superficie del aceite es de suma importancia ya que se
considera que dispara la expresion de funciones celulares que facilitan la toma de nutrientes
(Van Hamme et al., 2003). El ataque microbiano a esta interfase como estrategia de consumo
de nutrientes a partir de hidrocarburos poco o no solubles, ha sido reportado anteriormente
(Kapellos, 2017). El crecimiento del Rhodococcus sobre el crudo, su rapida adherencia a este
en el tratamiento CL y la mayor velocidad maxima de produccién de CO», habrian estado

relacionados a la formacidn de esta interfase.

La adhesion a la superficie del aceite como promotora del crecimiento y biodegradacion fue
reportada también por Rahsepar ef al. (2017), en dicho informe se trabajé con Rhodococcus
qinshengii y se observd que cuando se inhibia la adherencia del microorganismo al aceite
con el compuesto CorexitEC9500A, se inhibia también la biodegradacion del crudo
empleado. El primer paso en la biodegradacion de hidrocarburos involucra a una oxigenasa
ligada a la membrana celular, por lo que el contacto directo con estos sustratos es de esencial

importancia (Ron y Rosenberg, 2002).

Las diferencias en la coloracion blanca de los agregados creciendo sobre el crudo en CL y la
coloracion naranja en SL (Figura 35), sugiere que la forma de crecimiento (en suspension o
adherido sobre el aceite) tuvo un efecto sobre la fisiologia del microorganismo. Asimismo,
las diferencias observadas en las producciones netas de CO», las velocidades de produccion
de CO; y las diferencias respecto a la fisiologia de crecimiento, sugieren una correlacion

entre estas, debido al pretratamiento con el biosurfactante.
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Figura 35. Crecimiento celular en los tratamientos de biorremediacion. SL tratamiento sin
biosurfactante. CL tratamiento con biosurfactante.

5.6.4 CAMBIOS DE MOJABILIDAD EN LOS TRATAMIENTOS DE
BIODEGRADACION

El angulo de contacto del aceite sobre rocas de los tratamientos SL y CL fue determinado
después de una semana de incubacion y este fue de 42.50° y 26.54° respectivamente (Tabla
25); en ambos tratamientos se observo un cambio de mojable al aceite a mojable al agua, sin
embargo, el cambio en CL fue mas drastico, lo que podria representar otro factor que habria
jugado un papel importante en los resultados obtenidos. El control tuvo un cambio de
mojabilidad de preferente al aceite a preferente al agua; el control no contaba con otra fuente
de carbono y energia, solo el aceite impregnado en la roca, por lo que, para utilizarlo, el
microorganismo tuvo que producir biosurfactante asociado a la membrana celular a fin de
poder adherirse y metabolizar el aceite impregnado. Esto explicaria porqué el cambio en el
angulo es menor en el mismo periodo de incubacion. El aspecto de las rocas después del

tratamiento de biodegradacion se muestra en la Figura 36.

Tabla 25. Angulos de contacto en rocas impregnadas con el aceite y después cometidas al proceso
de biodegradacion. La determinacion se realizo a los siete dias de cultivo

Angulo de contacto (°)

Roca  Tratamiento Inicial Después de 7 diasde TS (mN-m)
incubacion

1 SL, sin biosurfactante ~ 118.30 42.50 64.077

2 CL con biosurfactante ~ 117.09 26.54 58.540

3 Control 113.93 74.66 64.109
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Figura 36. Aspecto de las rocas sometidas al proceso de biodegradacion después de siete dias de
incubacion. [A] Roca del tratamiento sin biosurfactante SL y [B] roca del tratamiento con
biosurfactante CL

La adicién de biosurfactantes exdgenos en concentraciones por encima de su CMC ha sido
reportada como benéfica en la biodegradacion de aceites, no obstante también se ha reportado
que en el caso de microorganismos hidrofébicos como lo es el género Rhodococcus, el uso
de surfactantes exdgenos es detrimental, debido a que la adicion de estos modifica la
hidrofobicidad de la superficie de los aceites (Kapellos, 2017). En la investigacién
desarrollada por Pi et al. (2017), se evidencio este efecto negativo usando aceites crudos y
Rhodococcus sp. como microorganismo biodegradador. Este efecto también fue reportado
por Hua y Wang (2012) y Rahsepar et al. (2016), quienes proponen que ademas de una
dilucién inicial de compuestos aromaticos toxicos, el impedimento de la adhesion del
microorganismo a la superficie del aceite jugd un papel muy importante en la baja
biodegradacion de este. Estos resultados contrastan con los reportados en este trabajo, esto
podria deberse a que en los reportes citados se usaron surfactantes quimicos (Corexit y
Triton-X) y por otro lado el efecto referido se obtuvo cuando se mezclo el surfactante con el
medio de crecimiento. En este trabajo el biosurfactante de B. subtilis fue retirado antes de

agregar el medio de cultivo e inocular el tratamiento CL.
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Estos resultados demostraron que la adicidon del biosurfactante exdgeno producido por B.
subtilis probo ser benéfico para la cepa de Rhodococcus sp., esto representa una ventaja sobre
los surfactantes y dispersantes comerciales actualmente en uso, demostrando la factibilidad
de emplearlo en derrames de crudos y recuperacion de suelos contaminados empleando

microorganismos hidrofobicos.

5.6.5 MECANISMOS DE ACCION DEL BIOSURFACTANTE

Los mecanismos basicos de accion de los biosurfactantes son disminucion de la TIF y cambio
de mojabilidad, ambos evidenciados durante los ensayos de liberacion y de AC. Ferradji et
al (2014) y Parthipan et al. (2017), propusieron que los residuos catidonicos del biosurfactante
atraen los compuestos de la membrana celular cargados negativamente, mientras la porcion
hidrofobica en contacto con el crudo permearia la membrana permitiendo el paso de los
componentes hidrocarbonados. Otro mecanismo aceptado, es el incremento en el area de

contacto microorganismo-sustrato (Parthipan et al., 2017).

Los BS ademas de disminuir la TIF, promueven la formacion de una interfase biosurfactante-
agua en la superficie de aceites (Kapellos, 2017). El crecimiento del microorganismo sobre
el crudo y su rdpida adherencia a este en el tratamiento CL facilité la adhesion al crudo y
promovi6 que la transferencia de materia se diera alrededor de dicha interfase, donde ocurrié
a mayores velocidades traduciéndose en una mayor velocidad de produccion de CO2 y dado
que el metabolismo intracelular ocurre a las mismas velocidades (Kapellos, 2017), lo que se
vio mejorado fue el transporte transmembranal. En este trabajo, el microorganismo
Rhodococcus sp. pudo aprovechar el BS en la superficie del crudo para adherirse y

degradarlo.

El BS fue capaz de movilizar el crudo, pero no de formar emulsiones con este, por lo que
durante el proceso de pretratamiento el crudo no se comporté como una fase dispersa dada
su alta viscosidad, impidiendo los fendmenos de emulsificacion y de pseudo-solubilizacion,
que son otros dos de los mecanismos de accion de los biosurfactantes y que son aprovechado
por los microorganismos. La pseudo-solubilizacidon consiste en la incorporacion de aceite al

interior de las micelas formadas cuando se trabaja por encima de la CMC (Santos et al.,
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2017). En este caso, el BS empleado tenia una ST de 27 mN-m™!, asegurando concentraciones
mayores a la CMC, no obstante, este fendmeno no ocurri6 por las propiedades del crudo y su
extremadamente baja solubilidad. Para los microorganismos que crecen en suspension
tomando componentes del petréleo pseudo-solubilizados o disueltos, es de crucial
importancia la sintesis de BS, lo que redundaria en una disminucion de las TS y TIF del

medio de cultivo.

El AC de rocas sometidas al mismo proceso bioldgico que SL y CL fue de 42.50 y 26.54°
respectivamente, mostrando que, aunque ambos tratamientos cambiaron la mojabilidad, el
tratamiento con biosurfactante (CL) disminuy6 en mayor medida este parametro. Al tener
una superficie mojable al agua (hidrofilica) y un microorganismo hidrofébico, se podria
esperar que el proceso de adhesion del microorganismo no se llevara a cabo, sin embargo, la
creacion de la interfase biosurfactante-aceite fue clave para que esta se llevara a cabo. Los
resultados encontrados durante los ensayos de biodegradacion mostraron que la mayor
disminuciéon del AC del tratamiento CL, se correspondié con una mayor produccion
acumulada de CO; y la mayor velocidad de produccioén de este gas. Esto indico que un

cambio mas rapido en la mojabilidad conlleva a mayores tasas de biodegradacion.

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la hipotesis de que el biosurfactante
producido a partir de B. subtilis aumenta la biodisponibilidad de los componentes del crudo,
por efecto combinado de los mecanismos de disminucion de la TIF, disminuciéon de la TS y

cambio de mojabilidad.
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6. CONCLUSIONES

La produccion del biosurfactante es resultado del metabolismo primario. La velocidad de
aireacion tiene un efecto sobre la velocidad de produccidn del biosurfactante y el rendimiento
de este. Se demostro que las velocidades de aireacion bajas promueven la produccion de un

biosurfactante con menores valores de concentracion micelar critica.

El analisis del biosurfactante obtenido reveld la presencia de grupos funcionales propios de
un lipopéptido y resultd ser una mezcla de dos variantes de surfactina y de una iturina. El
biosurfactante demostré estabilidad y conservacion de sus propiedades tensoactivas en

intervalos amplios de pH, temperatura y salinidad.

El biosurfactante probo tener la capacidad de liberar el crudo pesado impregnado en la arena
de caliza como resultado de la disminucion de la tension superficial, de la tension interfacial,
asi como de cambios en la mojabilidad del aceite sobre la arena de caliza. La actividad
tensoactiva del biosurfactante fue dependiente de las condiciones ambientales,
concretamente de la temperatura y de la salinidad, evidenciandose un efecto sinérgico entre

estas.

El tratamiento biologico de la arena impregnada con altas concentraciones del crudo pesado
fue mejorado en los sistemas con biosurfactante, como se demostrd por las mayores tasas de
produccion de CO», debido a que el biosurfactante promovid la biodisponibilidad de las
diferentes fracciones de hidrocarburos del aceite por accion de los mecanismos combinados

de cambio de mojabilidad, disminucion de la TIF y de la TS.

El pretratamiento con el biosurfactante mejord la biodegradacion de las fracciones de
saturados, de resinas y de alifaticos, asimismo, promovi6 la biodegradacion de compuestos
carbonados de alto peso molecular al mismo tiempo que se obtuvo una redistribucion de estos

compuestos en los aceites residuales.
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Los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron la hipotesis de que el biosurfactante
aumenta la biodisponibilidad de las diferentes fracciones y compuestos carbonados presentes
en el crudo, por accion de los mecanismos combinados de reduccion de tension superficial,
reduccion de tension interfacial, cambios de mojabilidad y modificar la forma de crecimiento
del microorganismo degradador, de hacerlo en suspension a hacerlo sobre la superficie de la

arena impregnada con el aceite.
Los resultados obtenidos demostraron la factibilidad del empleo futuro del biosurfactante en

forma de espuma colapsada, en aplicaciones de recuperacion de suelos contaminados con

petroleo y sus derivados.
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7.RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Identificar la especie de la cepa de Rhodococcus por amplificacion por PCR de la
porcion 16s del gen ARNr. El conocer la especie del microorganismo biodegradador
podria proporcionar informacion mds concisa en cuanto a las fracciones de petroleo
que es capaz de utilizar y realizar una revision bibliografica dirigida a la especie en

particular.

Aunque para las aplicaciones ambientales, quedd demostrado que el empleo del
biosurfactante en forma de espuma colapsada es eficiente y se obtienen resultados
satisfactorios, se recomienda incluir en trabajos posteriores metodologias para la
identificacion y confirmacion de los compuestos que forman parte del biosurfactante.
En los resultados reportados en este trabajo, las bandas del espectrograma FTIR
indicaron la presencia de grupos funcionales propios de lipopéptidos, pero no

brindaron informacion acerca de los compuestos presentes.

En los experimentos de biodegradacion se observaron diferencias en la forma de
crecimiento del Rhodococcus. Resultaria interesante realizar experimentos
confirmatorios acerca de este resultado y poder obtener mayor evidencia, ya que no
se encontraron reportes en la bibliografia acerca de dichas diferencias. Se ha
reportado que las cepas del género Rhodococcus producen acido micélico y algunos
otros compuestos asociados a la membrana celular, entre los que se encuentra un
biosurfactante, lo que le confiere su tipica coloracion naranja. En este trabajo se
observd que cuando el microorganismo crecia adherido al aceite, no se obtuvo la
coloracion mencionada, estudios venideros podrian enfocarse en dilucidar las
razones. Es muy posible que debido a la temprana adherencia del Rhodococcus al
aceite, por accion del biosurfactante, este no haya tenido la necesidad de producir el

biosurfactante asociado a la membrana celular, necesario para la adherencia al aceite.
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Reportar los resultados de las cinéticas de produccion del biosurfactante en términos
de concentracion de este respecto al tiempo, g-L™! vs t, ya que en este trabajo se infirid
la produccion del biosurfactante por la disminucion de la TS respecto al tiempo. Los
datos reportados en concentracion dan mas informacion acerca de los pardmetros
cinéticos de produccion. La obtencion de dichos parametros podra utilizarse para la
modelacion y simulaciéon del proceso de produccion, importantes para el

escalamiento industrial.

Los estudios de liberacion y de biodegradacion de aceite podrian ampliarse
incluyendo otros tipos de crudo, de diferentes gravedades API y con diferentes

composiciones iniciales. Asimismo, se pueden incluir otros factores ambientales.

La arena utilizada en este estudio fue seleccionada debido a que la bibliografia
revisada indica que en suelos arenosos la absorcion de hidrocarburos es mayor que
en suelos del tipo por ejemplo arcilloso, dificultando la degradaciéon y remediacion.
Resultaria interesante ampliar el estudio de biodegradacion del aceite impregnado en

diferentes tipos de suelos.

Estos estudios ampliados de biodegradacion podrian llevarse a cabo en muestras
reales de suelos de sitios contaminados con petrdleo e hidrocarburos, como lo son

aquellos cercanos a refinerias o pozos petroleros.

Ampliar el estudio de liberacion de aceite en medios consolidados, como la roca

caliza en si, para evaluar la influencia de las fuerzas capilares.
Una aportacion importante para aplicaciones ambientales, seria poder determinar qué

cantidad de biomasa celular y de biosurfactante se requeririan para poder limpiar o

recuperar una determinada cantidad de arena o suelo.
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L. CURVA TIPO DE BIOMASA

Se desarroll6 un cultivo en medio liquido de la cepa de Bacillus subtilis y cuando éste alcanzo
la fase exponencial de crecimiento (aproximadamente 24 horas de incubacidn) se tomaron
10 mL y se determino la densidad optica a 620 nm (previamente se realizo un barrido en el
espectro ultravioleta-visible). A partir de ésta alicuota, se desarrollaron diluciones y se
determinaron sus densidades Opticas. Posteriormente, se filtraron a través de membranas de
teflon de 0.45 micras de tamafio de corte que habian sido llevadas previamente a peso

constante.

Las membranas con la biomasa retenida se incubaron a 50 °C durante 48 horas a fin de
desecar ¢ésta ultima. Al término de este periodo, se pesaron. Con estos datos, se construyo
una curva de calibracion y se le practicd una regresion lineal, la que arrojé un valor de
conversion de 0.3487 g de biomasa seca/L por cada unidad de densidad optica. Este valor es
muy aproximado a los reportados por Gao et al. (2012), estos autores utilizaron una longitud
de onda de 600 nm y medios de cultivo minerales suplementados con glucosa y otras fuentes

de carbono diferentes a las empleadas en este estudio.
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Gao, T., Wong, Y., Ng, & Ho, K. (2012) L-lactic acid production by Bacillus subtilis MUR1. Bioresource Technology, 121, 105-110.
DOI: 10.1016/j.biortech.2012.06.108
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[I. ALGORITMO PARA EL AJUSTE DE DATOS

0 0.005

2 0.005

4 0.004

6 0.002 Vectores que contienen los datos

17 0.213 experimentales, en este caso t es el tiempo en

horas y x la concentracion de biomasa en g/L
t:=120 x:=|0.279

22 0.392
24 0.398
28 0476
30 0.506
48 0.532
n:= length(x) — 1 = 10 Longitud del vector de ajuste de la variable dependiente
(biomasa), es decir el numero de datos que contendra.
j=0.n
max(x) = 0.532 Valores maximo y minimo de la trayectoria de ajuste, que seran los
3 limites superior e inferior y que corresponden con la concentracion
min(x) =2 x 10 maxima y minima de la variable dependiente
. max(x) — min(x)
F(t,o, B8,7) = min(x) + ) Funcion de ajuste, que en este caso es la
- ecuacion logistica generalizada, tes la
[1 b oe B~(t—’y)] variable independiente. a, B y y son

parametros de juste cuyos valores
deseamos encontrar.

Sumatoria de errores al cuadrado entre la funcion

SSE(a, B,7) = Z (x. - F(t.,a, B,y))z de ajuste y los valores experimentales de la
] ] variable dependiente. Esta es la funcidn objetivo,

la que deseamos minimizar.

Valores iniciales de los parametros de la

a:=01 Bi=.224 =20 gcuacion de ajuste.
Dad SSE 0 1=1 2=2 Queremos que la sumatoria de errores al
ado (o, B,7v) = - - cuadrado sealo mas cercana a cero
posible.
b
B3,| = Minerr(ar, 3,y)  Indicamos que el vector de salida que contendra los

parametros de la funcién logistica debe resultar de
minimizar la sumatoria de errores al cuadrado
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o = 0.465 y = 1796

B =0.218 Valores encontrados para los parametros de la
ecuacion

Graficamos los valores esperimentales junto a la trayectoria de ajuste

z:=0,05..50
0.6 T T T T
04
-
~
on
0.2
— Ajuste
ooo Datos experimentales
b 1 1 1
0 10 20 30 40 50
tiempo (h)

Comprobamos la sumatoria de errores al cuadrado entre la funcién de ajuste y los datos
experimentales

SSE(a,B,7)

n-—2

-4
= 2412 x 10 Es bastante pequefia, por lo que podemos decir que el

ajuste es bueno.

El ajuste de datos se realizo con el software mateméatico MathCad Prime version 7.00.
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III. CLASIFICACION DE CRUDOS DE PETROLEO DE
ACUERDO CON EL AMERICAN PETROLEUM INSTITUTE

Los crudos se clasifican como ligeros, medios o pesados segun su gravedad API, de acuerdo
con la Tabla 26. Clasificacion del crudo de petroleo segiin el American Petroleum Institute.
La gravedad API no tiene unidades propiamente dicho, sin embargo, se ha adoptado la
costumbre de expresarla como una graduacion. De acuerdo con esta clasificacion, el crudo

empleado en este trabajo es uno del tipo pesado, ya que su gravedad API fue de 14.85°.

Tabla 26. Clasificacion del crudo de petroleo segun el American Petroleum Institute

Clasificacion Gravedad API Densidad absoluta (kg-m™)
Crudo de petroleo ligero mayor de 31.1° menor de 870
Crudo medio o intermedio  entre 22.3°y 31,1° de 870 a 920
Crudo pesado entre 22,3°y 10° de 920 a 1000
Crudo extrapesado API menor de 10,0° mas de 1000

La gravedad API se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

141.5
Gravedad API = gravedad especifica del aceite - 1815

La gravedad especifica del aceite es la relacion de su densidad respecto a la del agua. Las
determinaciones se realizan a 60 °F que equivalen a 15.56 °C. El instrumento para determinar

la gravedad API de un aceite, se conoce como hidrometro.

http://www.petroleum.co.uk/ap
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Abstract

Bioremediation of hydrocarbon contaminated soils requires releasing the oil from the porous matrix to render it bioavailable.
This work aims at evaluating a biosurfactant produced by a Bacillus subtilis strain to improve the release and biodegradation of
heavy crude oil contaminating limestone sand. The biosurfactant effect on biodegradation of crude oil was elucidated, using a
Rhodococcus sp. strain. The CO, production rate was used as indicator of biological activity that improved by 32.84%. Moreover,
at least 67% of the >C») fraction was degraded in the systems with biosurfactant, reducing aromatic and resin fractions (12.5%
and 2%, respectively), whereas without biosurfactant only 37% of the > C, fraction was removed compared with the null
reduction in aromatics and resin. The decrease in surface and interfacial tension, as well as the modification to wettability caused
by biosurfactant activity, were the main mechanisms promoting the release of heavy oil, thus making it bioavailable.

Keywords: biosurfactant, heavy oil release, wettability modification, bioavailability, biodegradation.

Resumen

La biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos requiere su liberacion de la matriz porosa para hacerlos
biodisponibles. Este trabajo tiene como objetivo evaluar un biosurfactante producido por una cepa de Bacillus subtilis para
mejorar la liberacién y biodegradacién de crudo pesado contaminando arena caliza. El efecto del biosurfactante sobre la
biodegradacion del crudo fue dilucidado usando una cepa de Rhodococcus sp. La velocidad de produccion de CO», utilizada
como indicador de la actividad biolégica, fue mejorada en un 32.84%. Al menos el 67% de la fraccién> Coq se degradé en los
sistemas con biosurfactante, reduciendo las fracciones aromaticas y de resina (12.5% y 2% respectivamente), mientras que sin
biosurfactante solo se elimind el 37% de la fraccién > C»g y la reduccion de aromadticos y resinas fue nula. La disminucion de
la tensién superficial e interfacial, asi como la modificacién de la mojabilidad causada por la actividad biosurfactante, fueron los
principales mecanismos que promueven la liberacién de aceite pesado haciéndolo biodisponible.

Palabras clave: biosurfactante, liberacion de aceite, modificacion de la mojabilidad, biodisponibilidad, biodegradacion.
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