UCUENCA

Universidad de Cuenca

Facultad de Ciencias Quimicas

Carrera de Ingenieria Quimica

Estudio de surfactantes biolégicos producidos por Streptococcus thermophilus,
usando suero de queso como fuente de carbono para remediacién de aguas
contaminadas con aceite de motor

Trabajo de titulacion previo a la
obtencion del titulo de Ingeniero
Quimico

Autores:
Ariana Paola Chumi Pasato

Mary Carmen Rueda Vinces

Director:

Verodnica Patricia Pinos Vélez

ORCID: "£'0000-0001-8278-5873

Cuenca, Ecuador

2023-11-27



UCUENCA 2

Resumen

En este trabajo de investigacion se estudio la obtencién de un surfactante bioldgico producido a
partir de la fermentacién de lactosuero como fuente de carbono, usando bacterias Streptococcus
thermophilus. El proceso de fermentacion se efectu6 durante 72 h a 37 °C. Luego, se centrifug6
a 4000 rpm por 30 minutos para eliminar los residuos. La separacién del biosurfactante se realizé
por el método de precipitacion acida y se seco en estufa a 40° C. Se obtuvo un peso de 0.1 g de
biosurfactante por cada 100 ml de suero usado. Para optimizar la produccién del biosurfactante,
se realiz6 un disefio factorial completo de tres niveles y dos factores, siendo la variable respuesta
la cantidad de surfactante obtenido. Se evaluaron los efectos principales temperatura (38, 40 y
42 °C), tiempo (24, 48 y 72 horas) y su combinacion. Se encontro que los efectos principales
temperatura y tiempos resultaron significativos, ademas de su interacciéon. Se encontré que el
mayor rendimiento con respecto a la produccion del biosurfactante se obtuvo a una temperatura
de 40°C y un tiempo de 48 horas. La caracterizacion confirmé la presencia del biosurfactante, se
realizaron varias pruebas cualitativas y cuantitativas: actividad hemolitica, Parafilm, dispersién
del aceite, indice de emulsificacién (63.64 %) y tension superficial (52.7 mN/m). Ademas, se
realizé un test de ecotoxicidad con Daphnia magna antes y después de realizar el ensayo de
biorremediacién para corroborar que el biosurfactantes es amigable con el ambiente. Finalmente,
durante los 45 dias del proceso de biorremediacién, el biosurfactante combinado con

microorganismos consiguié una remocion del aceite de motor en un valor mayor al 50%.
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Abstract

In this research work, it was studied the obtaining of a biological surfactant produced from the
fermentation of cheese whey as a carbon source, using Streptococcus thermophilus bacteria.
The fermentation process was carried out for 72 h at 37 °C. Then, it was centrifuged at 4000 rpm
for 30 minutes to remove waste. The separation of the biosurfactant was carried out by the acid
precipitation method and it was dried in an oven at 40° C. A weight of 0.1 g of biosurfactant was
obtained for every 100 ml of cheese whey used. To optimize the production of the biosurfactant,
a complete factorial design of three levels and two factors was carried out, with the response
variable being the amount of surfactant obtained. The main effects of temperature (38, 40 and 42
°C), time (24, 48 and 72 hours) and their combination were evaluated. It was found that the main
effects of temperature and time were significant, in addition to their interaction. It was found that
the highest performance with respect to biosurfactant production was obtained at a temperature
of 40°C and a time of 48 hours. The characterization confirmed the presence of the biosurfactant,
several qualitative and quantitative tests were performed: hemolytic activity, Parafilm, oil
dispersion, emulsification index (63.64%) and surface tension (52.7 mN/m). In addition, an
ecotoxicity test was carried out with Daphnia magna and after carrying out the bioremediation test
to corroborate that the biosurfactants are environmentally friendly. Finally, during the 45 days of
the bioremediation process, the biosurfactant combined with microorganism achieve a motor oil

removal of more than 50%.
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Introduccién

El aumento de la poblacién y de la industria conlleva que se descarguen grandes cantidades de
desechos y residuos, que por lo general son toxicos y nocivos para los seres vivos, a las fuentes
de agua y los suelos, sin recibir un tratamiento previo, alterando asi los ecosistemas y habitats.
Los aceites de motor usados son un tipo de desecho que son vertidos al alcantarillado, producto
de los lavados de carros en lavadoras y lubricadoras, y posteriormente a las aguas de los rios y
mares, provocando contaminacion (Barrios-Ziolo et al., 2015). Estos aceites tienen compuestos
hidrocarburos, metales pesados, entre otros componentes peligrosos que no son faciles de
degradar (Garcia etal., 2019). Ante la problematica ambiental que se vive en las Ultimas
décadas, se busca implementar métodos que minimicen la contaminacion del medio ambiente.
Para ello, existen varias propuestas de métodos para la remediacion de aguas y suelos que ya
han sido contaminados, una de ellas es el uso de biosurfactantes. Actualmente, la elaboracién
de biosurfactantes se ha visto reducida debido a su alto costo de produccién, puesto que las
materias primas que se utilizan tienen un costo elevado de adquisicion, y largos tiempos de
fermentacion (Rodrigues & Teixeira, 2008). Varios estudios han analizado desechos como el
suero de los quesos, la melaza proveniente de la elaboracion de azucar de cafa, desechos de
destileria, cortezas de papas, entre otros, para ser usados como fuentes de carbono en los
cultivos microbiologicos para la produccion de los biosurfactantes. Estos desechos han dado
buenos resultados con la ventaja de no tener un valor monetario lo que abarata los costos de la
produccién (Rodrigues et al., 2006). Entre los antes mencionados, los residuos de la elaboracién
del queso tienen un alto contenido de nutrientes, por lo que son una fuente 6ptima de carbono
para la produccién de biosurfactantes. Ademas, dando valor a estos residuos se evitara que
terminen siendo desechados en fuentes hidricas con el peligro de eutrofizacién que conllevan
(Rodrigues et al., 2006). Al estudiar los biosurfactantes es indispensable que se considere el

estudio de metabolitos derivados de los microorganismos biocontroladores (Osorio, 2022).

Por lo antes mencionado este trabajo esta enfocado en investigar y desarrollar un biosurfactante

para ser aplicado en la biorremediacion de aguas contaminadas con aceite de motor.

En el capitulo del marco teérico se discute sobre la estructura, composicién quimica, clasificacion
y propiedades de los biosurfactantes, asi como también los componentes que intervienen en la
produccion como son el suero como fuente de carbono y los microorganismos productores de
biosurfactantes y sus condiciones de sembrado. Ademas, se habla acerca de los hidrocarburos

como contaminantes del agua y su biorremediacién utilizando biosurfactantes.
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En el capitulo de la metodologia experimental se aborda principalmente la obtencién del
biosurfactante con los procedimientos a seguir y los diferentes métodos para identificar y
caracterizar el mismo, asi como también el procedimiento que se empled para la biorremediacion.
Por dltimo, en los capitulos de resultados y en conclusiones se presentan los resultados
obtenidos de los procesos implementados en la metodologia y las principales conclusiones del

trabajo.

Ariana Paola Chumi Pasato — Mary Carmen Rueda Vinces



UCUENCA 15

Objetivos

Objetivo General.

e Obtener un biosurfactante por accion de Streptococcus thermophilus usando el suero de
gueso como fuente de carbono para el tratamiento de aguas contaminadas con aceite de

motor, a escala de laboratorio.

Objetivos Especificos.

e Optimizar el proceso de obtencion del biosurfactante variando los factores tiempos de
incubacién y temperatura.

e Caracterizar los biosurfactantes obtenidos: actividad hemolitica, Parafilm, dispersion del
aceite, indice de emulsificacién, tension superficial y de ecotoxicidad del biosurfactante
obtenido.

e Evaluar la eficiencia del biosurfactante en el tratamiento de los efluentes contaminados

con aceite de motor de lavadoras de carros, a escala de laboratorio

Ariana Paola Chumi Pasato — Mary Carmen Rueda Vinces
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Capitulo I: Marco tedrico

1. Biosurfactantes

1.1. Concepto y Tipos de biosurfactantes

1.1.1 Concepto

Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas, es decir, tienen la capacidad de interactuar con
compuestos tanto hidrofilicos como hidrofébicos, y pueden ubicarse en la interfase de los
compuestos presentes (Raiger & Lopez, 2009). Estos son de origen biolégico, puesto que son
producidos por varios microorganismos como bacterias, hongos y levaduras (Di Martino, 2015).
Los microorganismos producen una gran variedad de surfactantes bioldgicos de alto y bajo peso
molecular y naturaleza quimica. Las principales caracteristicas de los biosurfactantes son la de
reducir la tension superficial de un liquido en la interfase y aumentar la solubilidad (Toribio
Jiménez et al., 2014).

La mayoria de estos compuestos tienen cabezas polares que son anidnicas o neutras. Solo unos
pocos son catidnicos como los que contienen grupos amino. Segun Di Martino (2015) en su
investigacion, la parte hidrofilica de los biosurfactantes puede estar constituida de hidratos de
carbonos, aminoacidos, péptidos ciclicos, grupos fosfato, acidos carboxilicos o alcoholes y que
la parte hidrofébica de la molécula puede estar conformada de acidos grasos de cadena larga,

hidroxiacidos o a-alquil-B-hidroxiacidos (Di Martino, 2015).

Figura 1
Distribucion de moléculas de biosurfactante en la interfase de 2 liquidos inmiscibles.

Hidrocarburo

Motivo Hidrofébico

ééé/éé bRt
N\

Motivo Hidrofilico

Agua

Nota. Imagen tomada de (Di Martino, 2015).
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En la figura 1 se puede observar la estructura de las moléculas de biosurfactantes que se ubican
en la interfase de dos liquidos inmiscibles como son el agua y un hidrocarburo, en donde la
cabeza es polar y tendra afinidad por el agua, mientras que la cola es apolar y tiene afinidad por
el aceite (Di Martino, 2015).

1.1.2 Tipos de biosurfactantes

Los surfactantes son producidos por sintesis quimica o biolégica. Los que son producidos por
métodos quimicos son reemplazados por los de origen biol6gico, ya que, estos Ultimos tienen
una baja toxicidad, son biodegradables y poseen una mejor compatibilidad con el ambiente
(Jiménez et al., 2010).

Los biosurfactante se hallan de diversas formas (Irigoin, 2021) y pueden clasificarse segun su

origen, componentes quimicos, peso molecular, uso o aplicacion (Bohérquez, 2021).

- Segun su composicién quimica

Glicolipidos: Estos son los mas comunes y estdn compuestos por carbohidratos (sacaridos)
conectados a cadenas de acidos grasos alifaticos o acido hidroxialifatico a través de un grupo
éter o éster. Los carbohidratos que pueden estar presentes, incluyen ramnosa, manosa, glucosa,
galactosa, sulfato de galactosa o &cido glucurdnico (Adetunji & Olaniran, 2021). Estos
biosurfactantes pueden ser de naturaleza aniénica o no ionica. Entre los més estudiados se

encuentran ramnolipidos, trehalolipidos y soforolipidos (Bohorquez, 2021).

Lipopéptidos y lipoproteinas: Tienen propiedades antibacterianas gracias a su capacidad para
disolver enzimas. Se utilizan en diversas industrias, como la de petréleo y gas, quimica y
farmacéutica. Sus moléculas estan formadas por acidos grasos conectados por una cadena de
amino&cidos. Las sustancias méas frecuentemente estudiadas son la surfactina, la gramidicina y

la polimixina. (Bohérquez, 2021).

Fosfolipidos y acidos grasos: Este tipo de biosurfactantes son producidos en enormes
cantidades por microorganismos cuando se cultivan en medios ricos en n-alcanos (Adetunji &
Olaniran, 2021). Los fosfolipidos son componentes principales de las membranas microbianas y
realizan importantes tareas biolégicas, como la comunicacion celular y el transporte de nutrientes
y tensoactivos. Estos compuestos se forman cuando el glicerol se une a dos acidos grasos y un
fosfato. (Bohorquez, 2021).
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Biosurfactantes poliméricos: Son mezclas complejas que contienen proteinas, lipidos y

carbohidratos. Los méas populares incluyen Emulsén, Liposan, Alasan. (Bohorquez, 2021).

Biosurfactantes particulados: Distribuyen la mezcla de agua y aceite y forman una micro
emulsion en su interfase, lo que posibilita la absorcion de alcano por parte de los

microorganismos (Adetunji & Olaniran, 2021).

- Sequn su peso molecular

Bajo peso molecular: Normalmente, se trata de lipopéptidos, glicolipidos, aminoacidos
modificados y acidos grasos. La funcién principal de estos compuestos es reducir la tension
superficial y la superficie de contacto. Algunos de ellos son Surfactina, ramnolipido, soforolipido,

viscosina, lipido glucosa, lipido trahalosa. (Bohérquez, 2021).

Alto peso molecular: Normalmente se trata de polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas y
lipoproteinas. Estos compuestos no tienen la capacidad de reducir bien la
tension superficial, pero forman espuma vy estabilizan eficazmente el aceite en agua. Estos
incluyen Liposan, Glycoprotein, Alasan, BD4 Emulsan, insecticide emulsifier, Biodispersan
(Bohoérquez, 2021).

1.2 Preparacion de biosurfactantes

Algunos medios de cultivo que son comunmente empleados para el crecimiento de bacterias
acido lacticas son costosos como por ejemplo extracto de levadura, peptona y sales, por lo que

se ha buscado otras alternativas mas econdmicas (Rodrigues et al., 2006).

La produccion de surfactantes de origen microbiano se ve alterada por factores como la fuente
de carbono. El sustrato utilizado como alternativa econémica para la fermentacioén con bacterias
acido lacticas es el suero. Otra fuente de carbono usada es la melaza, el cual es un subproducto
de la industria azucarera, que por lo general es usado para la alimentacion de animales y para
la produccion de etanol y levadura. Existen otros factores importantes para la fermentacion de
las bacterias acido lacticas como la fuente de nitrégeno, también el pH, la agitacion, el oxigeno

y la temperatura (Martinez, 2014).
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1.2.1 Suero de leche como fuente de carbono

El lactosuero o suero de leche se define como un producto lacteo obtenido al separar la cuajada
de la leche durante la elaboracion del queso por la accion de acidos o enzimas de tipo cuajo que
descomponen el sistema coloidal de la leche en dos fracciones: primero la fraccion sdlida
compuesta principalmente de proteinas y lipidos insolubles que, en el proceso de precipitacién,
arrastran y atrapan algunos de los componentes solubles en agua. Segunda, una fraccion liquida,
equivalente al suero, en la que estan suspendidos todos los demas nutrientes que no han sido

integrados en la coagulacion de la caseina (Poveda, 2013).
La norma ecuatoriana INEN 2594 define al lactosuero como:

Producto lacteo liquido obtenido durante la elaboracién del queso, la caseina o productos
similares, mediante la separacion de la cuajada, después de la coagulacién de la leche
pasteurizada y/o los productos derivados de la leche pasteurizada. La coagulacion se
obtiene mediante la accién de, principalmente, enzimas del tipo cuajo. (Instituto

Ecuatoriano de Normalizacién, 2011, p. 1)

Segun el proceso seguido en la elaboracion de queso, existen 2 tipos de suero lacteo:

Suero dulce: Se obtiene a partir de la precipitacion de las proteinas en la elaboracion de queso,
donde existe una hidrolisis especifica de la k-caseina, por coagulacion de enzimas proteoliticas
(Hermosa, 2021). El pH es levemente acido, entre 6.1 a 6.8, tiene altos niveles de calcio y fésforo,

ademas de otros minerales solubles presentes en la leche (Carrero, 2019).

Suero 4cido: Se obtiene de la coagulacién acida (adicién de acidos organicos) de la proteina
caseina, en donde se provoca una disminucion de pH hasta 4.5 debido a la produccion de acido
lactico y alto contenido de minerales (Hermosa, 2021).

Figura 2

Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de queso fresco.
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Queso Fresco Rosas

Y

Recoleccion de la Leche

v

lera Filtracion de la Leche Lienzo

[
A

Recepcion de la leche en
planta

v

2da Filtracién de la Leche Lienzo

v

60 min Pasteurizacion de la leche 70- 75 °C

v

45 min - 60 min Enfriamiento de la leche 33°C

Mezcla manual Cuajado de la leche 200 mL cuajo Reniplus

v

45 min Reposo

[
Y

Lira con 1 cm de

15 min Cortado o
separacion

v

Desuerado

v

15 min Mezclado con sal 10 kg de NaCl

Y

Moldeado

v

24 horas Reposo en refrigeracion

v

Envasado Fundas plasticas

v

Almacenamiento Refrigeracion

Y

Distribucion

Nota. Diagrama de flujo de la elaboracion del queso fresco de la fabrica “Lacteos Rosas”.

Se estima que de 10 litros de leche de vaca se pueden producir de 1 a 2 kg de queso y un
promedio de 8 a 9 kg de suero. Esto representa alrededor del 90 % en volumen de la leche y
contiene mayoritariamente compuestos solubles en agua. Dependiendo del origen de la leche o
del tipo de queso producido, su composicion varia, pero por lo general, el contenido aproximado

es de 93.1% de agua, 4.9 % de lactosa, 0.9 % de proteina cruda, 0.6 % de cenizas, 0.3 % de
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grasa, 0.2 % de &cido lactico y vitaminas hidrosolubles. Estos porcentajes muestran un gran
desperdicio de nutrientes presentes en el suero, ya que la mayor parte es desechado y se vierte
en los rios y el suelo sin ningun tipo de tratamiento, lo que genera problemas de contaminacion,
presentando valores de DQO (demanda quimica de oxigeno) y DBO5 (demanda bioldgica de
oxigeno) de entre 60 a 80 mil ppm y de 30 a 50 mil ppm, respectivamente, siendo la lactosa la

mayor causante de estos altos niveles (Brito et al., 2015; Pais et al., 2017; Kotoupas et al., 2007).

En 2012, segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos del Ecuador (INEC), se registraron
un promedio de 5.6 millones de litros de leche diarios a nivel nacional. Alrededor de un tercio de
toda la produccién lactea se emplea en la fabricacién de los diferentes tipos de quesos, lo que
representa un aproximado de 135 mil litros diarios de leche, generando alrededor de 122 mil litros

diarios de suero (Pais et al., 2017).

1.2.2. Microorganismos productores de biosurfactantes

Varios estudios demuestran que algunos géneros microbianos producen biosurfactantes. La
cantidad de produccion del mismo esta influenciada por el tipo de microorganismos y sus fuentes
(Adetunji & Olaniran, 2021). La tabla 1 muestra los microorganismos y el tipo de biosurfactante

gue produce.

Tabla 1

Diferentes microorganismos que producen biosurfactantes.

Biosurfactante Microorganismos
Ramnolipidos Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas sp.,
Serratia rubidaea SNAUO2
Trehalolipidos Mycobacterium tuberculosis,
Rhodococcus erythropolis,
Arthrobacter sp.,
Nocardia sp.,
Corynebacterium sp.
Soforolipidos Torulopsis bombicola,
Torulopsis petrophilum,
Candida bombicola,
Torulopsis apicola,
Rhodotorula babjevae YS3

Acido corinomicolico Corynebacterium lepus
Acido espiculisporico Penicillium spiculisporum
Fosfatidiletanol-amina Acinetobacter sp.
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Rhodococcus erythropolis

Surfactina Bacillus subtilis
Lichenisina Bacillus licheniformis
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus RAG-1
Alasan Acinetobacter radioresistens KA-53
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus A2
Liposan Candida lipolytica
Mannoprotein Saccharomyces cerevisiae
Viscosina Pseudomonas fluorescens

Nota. Tomado de (De la Rosa et al., 2014).

1.2.2.1 Bacterias Acido Lécticas Streptococcus thermophilus para la
produccién de biosurfactante

En 1873, Joseph Lister, mientras analizaba una muestra de leche, descubrié unas bacterias que
fermentan la leche, produciendo &cido lactico, por lo que posteriormente fueron denominadas
bacterias acido lacticas (Mejia, 2022). Estas bacterias se caracterizan por ser microorganismos
grampositivos, no esporulados, que pueden estar como cocos por presentar formas esféricas u
ovoides o bacilos teniendo formas alargadas, estando aislados o en grupos y el pH en el que

sobreviven esta entre 4.4 a 9.6 (Martinez & Paredes, 2019).

Las bacterias acido lacticas son denominadas como un conjunto de microorganismos de varios
géneros que por su metabolismo producen acido lactico como principal metabolito y otros
compuestos como etanol, CO; y acetato como productos resultantes de la fermentacion a partir
de los carbohidratos presentes en los alimentos. Algunos de los géneros se incluyen
Lactobacillus y Streptococcus, de los cuales en su mayoria son utilizados para la preparacion de
cultivos iniciadores en la industria de alimentos, ademas de que ayudan a preservarlos, ya que
inhiben a otros microorganismos. Son utilizados como probidticos, puesto que algunas de estas

bacterias son saludables para el sistema gastrointestinal del ser humano (Sanchez, 2020).

Segun Achigar (2014) las bacterias acido lacticas “pertenecen al phylum Firmicutes, clase Bacilli,
orden Lactobacillales. Algunas familias incluyen a los Aerococcaceae, Carnobacteriacea,

Enterococcaceae, Lactobacilliaceae, Leuconostocaceae y Streptococcaceae” (p. 18).

Streptococcus thermophilus corresponde al grupo terméfilo de las bacterias acido lacticas, el
cual, es un coco grampositivo, de forma esférica a ovoide, con un diametro entre 0.7 a 0.9 um,
gue se puede presentar en pares y cadenas. La temperatura de crecimiento de esta bacteria es
de 40 a 45 °C y las cepas seleccionadas se desarrollan rapidamente en la leche quedando un

coagulo firme sin gas (Harnett et al., 2011).
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Figura 3

Estructura microscopica de Streptococcus thermophilus.

Nota. Imagen tomada de (CHR HANSEN, 2014).

Las bacterias Streptococcus thermophilus se utilizan por lo general en la produccion de yogur,
otras leches fermentadas como quark y kéfir, y varios tipos de queso como son mozzarella,
requeson y, mas recientemente, cheddar. Esta bacteria muestra una notable adaptacién al
crecimiento en la leche. Su principal caracteristica en una fermentacion lactica es la produccion
de acido lactico, lo que resulta en una rapida acidificacion e inhibicién de otros microorganismos

patégenos o no deseados (Markakiou et al., 2020).

En las ultimas décadas, las bacterias &cido lacticas han sido estudiadas para ser implementadas
en la produccién de biosurfactantes. Martinez (2014) utilizé varias cepas de bacterias 4cido
lacticas para obtener un surfactante biolégico para posteriormente ser usado en procesos de
recobro mejorado de petréleo. En cambio, Rodrigues et al. (2006) estudiaron cepas de bacterias
Lactococcus lactis y Streptococcus thermophilus para la produccion de un biosurfactante usando
medios de cultivos de bajo costo. Alkan et al. (2019) utilizaron residuos de suero de leche como
fuentes alternativas para la produccién de biosurfactantes, usando varias cepas de bacterias
acido lacticas, dando resultados positivos con respecto a medios sintéticos. El biosurfactante

obtenido redujo efectivamente la tension superficial del agua de 72 a 48 mN/m
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1.3 Caracterizacién de un biosurfactante

1.3.1 Deteccion y cuantificacién de biosurfactante

Capacidad emulsificante: Se determina por el indice de emulsion, el cual se define como el
porcentaje de parafina liquida emulsionada durante 2 minutos en un agitador Vortex a
temperatura ambiente, registrada después de 24 horas (Sulbaran et al., 2005). Este indice se
determina calculando el porcentaje de la altura de la capa emulsionada (cm) dividido por la altura

total de la columna de liquido (cm), siguiendo con la siguiente ecuacion (Becerra & Horna, 2016):

WIE Altura de emulsion formada (cm) 100
= *
0 Altura total de la solucién (cm)

Medicién de la tension superficial: Consiste en medir la fuerza requerida para mover hacia
arriba un anillo sumergido en una solucion que contiene el biosurfactante a través de la superficie
de un liquido en el aire, el cual se realiza mediante el método del anillo de du Nouy (Rosas,
2018). La fuerza para mover el anillo esta relacionada con la tensién superficial e interfacial

mediante la siguiente formula:

_ _Bxf
y=—"t

4xmxr

Donde f es el empuje aplicado al anillo en dinas, r es el radio medio del anillo, B es un factor de

correccion y y es la tension superficial (Mondragon, 2011).

Actividad hemolitica: Los biosurfactantes tienen la capacidad de romper los glébulos rojos de
la sangre. La presencia de un halo de hemdlisis alrededor de las bacterias indica la lisis de los

eritrocitos y, por lo tanto, la presencia del biotensoactivo (Lara-Severino et al., 2017).

Dispersién de aceite: Esta prueba detecta la formacion semicuantitativa de biosurfactantes por
la formacién de un halo de emulsién sobre una capa ligera de hidrocarburo, la cantidad de
biosurfactante producido es directamente proporcional al diametro del halo formado de la

emulsion, este diametro es medido con una regla (Mondragdn, 2011).

Colapso de gota: Se coloca una gota del sobrenadante de cultivo preparado con anterioridad
sobre una superficie. Si el sobrenadante del cultivo bacteriano contiene biosurfactante, las gotas
colapsaran debido a una disminucién en la tension interfacial entre la gota liquida y la superficie

hidrofébica (Lara-Severino et al., 2017).
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1.3.2 Propiedades fisicoquimicas

Una de las principales propiedades de los biosurfactantes es la reduccion de la tension superficial
e interfacial. Esta disminucién de la tension superficial se produce a medida que aumenta su
concentracion en el sistema aceite/agua o agua/aire, alcanzando un punto critico cuando el
tensoactivo, inicialmente en forma monomérica, puede formar estructuras como micelas y
bicapas o burbujas. Esta concentracion, definida como concentracion micelar critica (CMC), es
el punto en el que los mondmeros libres comienzan a agregarse, con la region hidrofobica del
surfactante concentrada alrededor del compuesto hidrofébico y la hidrofilica en contacto con el
agua para lograr la maxima reduccién de la tensién superficial/interfacial (Santos, 2017). Esto
guiere decir que cuando se tiene una mezcla de 2 liquidos inmiscibles, el biosurfactante se ubica
en la interfase en una forma de monocapa en la cual se puede evidenciar la parte polar hacia la
fase acuosa y la no polar hacia la fase hidrof6bica, siendo que cuando aumenta la concentracion

del biosurfactante, se forma una emulsion (Barrionuevo, 2017).

Otra propiedad que presentan los biosurfactantes es la capacidad de formar emulsiones, esto se
puede evidenciar con el balance hidrofilico lipofilico (HLB) que es una medida que indica si un
biosurfactante produce emulsiones agua - aceite o emulsiones aceite - agua. Cuando la emulsion
tiene un valor de HLB bajo son lipofilicos y se estabilizan en emulsiones agua en aceite, y
mientras tengan un alto valor de HLB son hidrofilicos y poseen una mejor solubilidad en agua.
Los valores de HLB estan entre 1 a 20, y dependiendo del valor, se puede determinar su uso
(Martinez, 2014).

Otra propiedad es el numero de agregacion que indica el nUmero promedio de moléculas de
tensoactivo que forman las micelas. Los agregados micelares suelen constar de 20 a 100

monomeros con un radio aproximado de 1.5 a 30 angstrom. (Jiménez et al., 2010).

Un factor importante es la temperatura que afecta en la solubilidad de los biosurfactantes en
soluciones acuosas, en el cual su efecto se ha evidenciado en soluciones micelares de
surfactantes no iénicos. Dicho efecto se denomina punto de nube y esta es la temperatura a la
gue el tensoactivo pierde su solubilidad en solucion acuosa, dandole una apariencia turbia a nivel
macroscopico. A medida que aumenta la temperatura, la solubilidad del surfactante disminuye y
las moléculas insolubles alteran el equilibrio que existe entre la molécula de surfactante y la

molécula de agua, provocando transiciones de fase y turbidez resultante. (Jiménez et al., 2010).
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Se presentan otras propiedades como adsorcion de compuestos que ayudan a los

microorganismos a retener las moléculas hidrofobicas, la facultad de actuar como agente

dispersante y espumoso, aumento de la solubilidad mediante la formacion de micelas que

encierran las moléculas insolubles que posibilita su dilucion (Santos, 2017).

1.4 Aplicaciones de los biosurfactantes

Actualmente, los biosurfactantes son utilizados ampliamente en varias areas como se muestra

en la siguiente tabla.

Tabla 2

Aplicaciones de los biosurfactantes.

Area Aplicacion Referencia
Agricultura Control de plagas en cultivos  (Martinez & Osorio, 2007)
Industrial -Ingrediente para productos (Cruz, 2022)
de limpieza y sanitizacién
-Construccion, textiles,
plasticos, papel, petréleo
Medicina Funcionan como moléculas (Alpaca, 2016)
inmunomoduladoras y tienen
usos potenciales en vacunas
y terapia génica
Ambiental -Remociéon de arsénico en (Gonzales, 2011)

aguas subterraneas
destinada al consumo
humano

-Degradacion de
hidrocarburos

-Remocién de metales tdxicos
en el suelo

-Recuperacion de petréleo

(Araujo et al., 2008)
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-Remediacion de aguas
contaminadas con

hidrocarburos

Alimentos Ingrediente de formulacién (Cortés et al., 2013)

Farmacéutica Fabricacibn de productos (Satoque, 2010)

cosmeéticos y farmacéuticos

2. Biorremediacion de aguas contaminadas con hidrocarburos

2.1 Los hidrocarburos como contaminantes del agua

Los hidrocarburos como contaminantes son un severo problema debido a los componentes
toxicos que se encuentran tanto en el petrleo como en sus derivados, y al hecho de no ser
facilmente degradables. Cuando los hidrocarburos se mezclan con agua, algunos de ellos
pueden disolverse hasta cierto punto, causando problemas de salud en los humanos, incluido el

cancer (Marin et al., 2019).

La industria petrolera y petroquimica es la columna vertebral de la cadena de produccién de
hidrocarburos y derivados destinados a satisfacer los requerimientos energéticos de los
productos combustibles y lubricantes industriales y de transporte (Mesa et al., 2019). El crudo
petrolifero tiene una composicién quimica muy compleja y variable, dependiendo de su origen.
Contiene entre un 50 a 90 % de sustancias hidrocarbonadas como son n-alcanos, alcanos
ramificados, cicloalcanos e hidrocarburos aroméaticos. Ademas de la presencia de pequefias
cantidades de otros elementos como nhitrégeno, azufre y oxigeno, y algunos metales en forma de
complejos y particulas coloidales (Garcia et al., 2019), por lo tanto, no se degradan con facilidad
ya que sus compuestos son muy hidréfobos y de muy baja solubilidad en agua. Es asi, que
existen tratamientos altamente Utiles para resolver esta probleméatica como lo es la
biorremediacién, que permite la restauracion de suelos o aguas contaminadas, lo que supone

una alternativa biotecnoldgica muy interesante (Rodriguez-Gonzales et al., 2022).

Dentro del grupo de derivados del petrdleo, estan los aceites de motor, los cuales, su produccion
mundial es de aproximadamente el 2% del crudo total refinado, que corresponde a un consumo
cerca de los 38 millones de toneladas al afio. Estos aceites cumplen algunas funciones en la

industria por lo que son ampliamente utilizados, puesto que ayuda a mantener y evitar que los
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motores de las maquinas, automoviles se dafien (Terradillos et al., 2004). Luego de un tiempo
de uso, pierden sus caracteristicas iniciales, y como consecuencia su funcionalidad,
convirtiéndose en parte de uno de estos desechos dafiinos denominados aceites usados de

motor (Mosquera & Serrano, 2014).

El aceite lubricante usado de motor contiene varios compuestos quimicos como metales
pesados, ademas de hidrocarburos aromaticos polinucleares, benceno y en algunas ocasiones
puede haber presencia de solventes clorados, PCBs, etc., llegando a producir un efecto directo
sobre la salud humana ya que pueden llegar a ser cancerigenos (Fong et al., 2017). Estos aceites
pueden llegar a contaminar hasta un millén de galones de agua dulce con efectos importantes

sobre los ecosistemas expuestos (Barrios-Ziolo et al., 2015).

En el Ecuador se desechan alrededor de 54 millones de litros de aceites usados al afio, de los
cuales, solo el 70% pertenecen a uso doméstico y lo demas que equivale a aproximadamente 4
millones de galones corresponden al sector automotor e industrial. Actualmente, en la ciudad de
Cuenca, se recolectan alrededor de 34 mil galones de aceites usados al mes provenientes de
lavadoras, mecanicas, vulcanizadoras e industrias que representa el 55% que se utiliza en

mencionada ciudad (Vasconez, 2018).

Dentro de la legislacion ecuatoriana, en el libro VI de la TULSMA (Texto Unificado de Legislacién
Secundaria del Ministerio del Ambiente) se establece la gestion y el manejo de desechos
peligrosos, antes, durante y después de su generacion, para evitar contaminacion en el ambiente,
en el cual, define a los desechos peligrosos como:
Los desechos solidos, pastosos, liquidos o gaseosos resultantes de un proceso de
produccion, extraccion, transformacion, reciclaje, utilizacion o consumo y que contengan
alguna sustancia que tenga caracteristicas corrosivas, reactivas, toxicas, inflamables,
biol6gico-infecciosas y/o radioactivas, que representen un riesgo para la salud humana y

el ambiente de acuerdo a las disposiciones legales aplicables, y lo establecido en el

presente Libro (Ministerio del Ambiente, 2015, p. 4).

En el mismo libro, anexo 1, se establecen normas para la descarga de efluentes al sistema de
alcantarillado, en el cual, el limite maximo permisible de descarga de compuestos como

hidrocarburos totales de petréleo y aceites y grasas son de 20 y 70 mg/l respectivamente.

Ariana Paola Chumi Pasato — Mary Carmen Rueda Vinces


https://www.zotero.org/google-docs/?ROrKdT
https://www.zotero.org/google-docs/?WiyzEg
https://www.zotero.org/google-docs/?iAk0pw
https://www.zotero.org/google-docs/?cig4H0
https://www.zotero.org/google-docs/?J52Oa2
https://www.zotero.org/google-docs/?O3v29Z

UCUENCA 29

2.2 Biorremediacion de aguas contaminadas con hidrocarburos usando

biosurfactantes

Segun Contreras y Carrefio (2018) “la biorremediacién consiste en usar plantas y
microorganismos que pueden ser naturales o modificados genéticamente para neutralizar los
contaminantes, disminuyendo o eliminando su toxicidad para los seres vivos” (p. 28). Es un
método econémico y mas amigable con el medio ambiente, ademas de ser menos invasivo a

comparacion con otras técnicas donde se usan reactivos nocivos (Jiménez, 2020).

Maroto y Rogel (2004) explican el fundamento bioquimico de la biorremediacion, el cual esta
basado en el hecho de que en la cadena respiratoria, o transportador de células de electrones,
se producira una serie de reacciones de éxido-reduccion cuyo propdsito es obtener energia. Esta
cadena es iniciada por un sustrato organico como son los compuestos de hidrocarburos, que es
externo ala célulay actia como un proveedor de electrones, de modo que la actividad metabdlica

celular finalmente se degrade y se consuman estas sustancias.

Figura 4

Esquema de reacciones 6xido reduccion del proceso de degradacion microbiana.

Degradacion aerobia:
Sustrato + O, — biomasa + CO, + H,0
Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NO*, SO,%, Fe**, Mn“*, CO,) — Biomasa + CO, +(N,, Mn?*, S?*, Fe?*, CH,)

Nota. Imagen tomada de (Maroto & Rogel, 2004).

Dominguez-Gaibor etal. (2021) refieren algunos requisitos basicos para que exista la

biodegradacion de los compuestos hidrocarburos:

- Los organismos degradantes convenientes son por lo general bacterias y hongos.
- El carbono orgéanico es la fuente de energia, el cual es principalmente oxidado a CO.. La
fuente de energia es considerada como donador de electrones.

- El carbono para el crecimiento celular viene también del carbono organico.
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- Se necesita de nutrientes incluyendo nitrégeno, fosforo, calcio, magnesio, hierro y
elementos traza. EI N y P se necesitan en grandes cantidades.

- Los aceptores de electrones son generalmente Oz, NOs-, SO4, Fe3*y CO,.

- Las condiciones medioambientales aceptables como el pH, salinidad, presion
hidrostatica, radiacion solar, sustancias toxicas, oxigeno, entre otras, deben estar dentro

de los limites permitidos para el bioproceso en particular.

2.2.1 Organismos usados en la biorremediacion de hidrocarburos.

Algunos microorganismos tienen la capacidad para degradar hidrocarburos los cuales pueden
ser bacterias, hongos y levaduras. Las bacterias son el conjunto de microorganismos mas
variable con respecto a la degradacion de hidrocarburos, puesto que el 96% de los aislados en
medios liquidos presentan la capacidad de crecer y emulsificar compuestos de hidrocarburos
(Riojas et al., 2010).

Los hidrocarburos de petroleo al ser una mezcla compleja de varios compuestos, requieren la
accion de mas de una especie de microorganismos, ya que cada género tiene una capacidad
limitada para degradar las diferentes moléculas que los conforman y convertirlas en subproductos

y metabolitos que pueden ser menos peligrosos para el medio ambiente (Medina et al., 2014).

Ademdas de bacterias, los hongos son otro tipo de microorganismos que son utilizados en la
biorremediacion. Medina et al. (2014) aislaron 3 tipos de hongos del género Aspergillus de un
suelo contaminado con petréleo, de los cuales, la especie de Aspergillus niger demostré tener
una mayor capacidad de degradar hidrocarburos. La accion de los 3 tipos de hongos logro
obtener hasta un 85% de reduccion de los hidrocarburos totales de petréleo de una muestra de
suelo a los 30 dias.

2.2.2 Biorremediacién con biosurfactantes

La funcion principal de un biosurfactante es la de reducir la tensién superficial, por lo que al
aplicarlo permite la movilizacion y reduccion de los contaminantes presentes en el medio que se
vaya a tratar (Frolich, 2021). La mayoria de los compuestos presentes en los hidrocarburos son
hidréfobos, haciendo que sean dificiles de degradar por los microorganismos, por lo tanto, al
utilizar los biosurfactantes, permiten que estos compuestos se solubilizan e incrementan la

biodegradacion al tener un mayor contacto con el contaminante (Araujo et al., 2008).
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Varios estudios demuestran la efectividad en el uso de biosurfactantes para acelerar el proceso

de biorremediacién, como se puede ver en la tabla 3:

Tabla 3

Estudios realizados del uso de biosurfactantes en la biorremediacion

% Tiempo, Tratamiento Contaminante Efecto Referencia
Remediacion dias

81 90 Se utilizé Crudo liviano Aumento de (Araujo
surfactantes  en agua la eficiencia etal., 2008)
biol6gicos del proceso
producidos de
por cepas biorremediaci
bacterianas on.
junto con un
consorcio de
bacterias en
muestras de
aguas
contaminada
s con
hidrocarburo
s

94 90 Se utilizé Diésel Mejorar la (Whang
biosurfactant eficiencia de etal., 2008)
es de tipo biorremediaci
ramnolipido y 6nde aguasy
surfactina suelos
junto con contaminado
microorganis s con diesel
mos

39.4% 100 Se combin6é Petrdleo Mejorar de (Dai etal.,
nutrientes pesado manera 2023)

Ariana Paola Chumi Pasato — Mary Carmen Rueda Vinces


https://www.zotero.org/google-docs/?XP87iX
https://www.zotero.org/google-docs/?XP87iX
https://www.zotero.org/google-docs/?zumdzs
https://www.zotero.org/google-docs/?zumdzs
https://www.zotero.org/google-docs/?r3jfJq
https://www.zotero.org/google-docs/?r3jfJq

UCUENCA

32
minerales efectiva la
naturales de actividad
liberacion metabdlica de
lenta y los
biosurfactant microorganis
es mos
ramnolipidos autéctonos
en la Enriquecimie
biorremediaci nto de las
on bacterias que
degradan el
petréleo
mejorando la
biodegradaci
On del mismo.
23% Se comparé Aceite de Aumento de (Lai etal,

la eficiencia
de la
biorremediaci
on entre
biosurfactant
es y
surfactantes

sintéticos

petréleo en

suelo

un 63% de la
eficiencia de
la

biorremediaci
on al usar un
biosurfactant
e del tipo

ramnolipido

2009)
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Capitulo Il: Metodologia experimental

El proyecto se centré6 en la obtencion y optimizacion de un biosurfactante mediante la
implementacion de bacterias acido lacticas y el suero de queso como fuente de carbono, y a su

vez, utilizar en la biorremediacién de aguas contaminadas con aceite de motor.

1. Obtencién del biosurfactante

1.1. Cepas microbianas y condiciones de cultivo

La cepa empleada es Streptococcus thermophilus de la marca CHR HANSEN variedad STI— 12.
La temperatura de activacion estuvo entre 37 y 45 °C que corresponden a las condiciones
Optimas para el microorganismo. Para la activacion de la cepa se preparé una solucién de agua-
suero esterilizado en una relacién 8:2 y se incubd a 37°C durante 24 horas. La cepa fue

observada en el microscopio luego del proceso de incubacion.

Para el conteo de UFC se hizo por dilucién hasta 10, siguiendo la norma INEN 1529-7:2013, en
donde se prepararon medios de cultivo con agar en cajas Petri y luego se colocé 0.1 ml de las
diluciones del in6culo activado en cada caja, posteriormente con la ayuda de una espatula de
Drigalsky se extendio el indculo por todo el medio de cultivo. Se sellaron las cajas con Parafilm

y se incubaron en la estufa a 37°C por 48 h.

Se contd el nimero de colonias, luego se multiplicé por el factor de la dilucion y se dividié para

el volumen utilizado, empleando la siguiente férmula:

recuento de colonias * inverso de la diluciéon

F =
UFC/ml Volumen utilizado

Adicionalmente, para corroborar los resultados, se utiliz6 el equipo Turbidimetro con cada
dilucion empleada, en donde mientras mayor sea el factor de dilucién, menor sera el valor de

turbidez.
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1.2. Analisis preliminar y pretratamiento del suero

Se determinaron los parametros de densidad, proteina, lactosa, grasay pH, para ello se utilizaron

los equipos Milkotester (modelo Master Pro) y potenciometro para medir el pH.

1.2.1 Pretratamiento del suero

Como parte del pretratamiento del suero, se procedio a la esterilizaciéon del mismo a 121 °C
durante 45 minutos. Cumplido el tiempo se efectué un proceso de filtrado para separar las
proteinas y grasas del liquido. Se tomé una alicuota de 100 ml de suero y se ajusto el pH a 6.8
con NaOH 1N.

1.3. Produccioén del biosurfactante

Se activé el inéculo a una temperatura de 37 °C. Luego se tomé una alicuota del 10% de indculo
activado y se afiadio al suero esterilizado. El proceso de fermentacion se efectu6 durante 72
horas a 37 °C.

1.4. Separacioén del biosurfactante

Luego de la fermentacion, el caldo de cultivo se centrifugé a 4000 rpm durante 30 minutos. Se
retiré el precipitado. La extraccion del biosurfactante se llevé a cabo mediante el método de
precipitacion &cida con etanol al 96 %. Se tomé la muestra con el cultivo de 100 ml y se acidifico
con H,SO4 5N hasta ajustar un pH de 2. Se agreg6 un volumen de etanol igual a la muestra y se
agité vigorosamente hasta que los componentes se encuentren mezclados en su totalidad. Este
procedimiento se modificd en base a la metodologia descrita en Santos (2017). La aparicién de
un precipitado blanco indicara la presencia del biosurfactante. Posterior a ello, la muestra fue
separada mediante centrifugacién a 4000 rpm por 10 minutos, quedando el precipitado blanco,
el cual fue lavado dos veces con agua destilada y luego se evapor6 durante 12 horas en la estufa
a45 °C.

1.5. Optimizacion

Se realizd un disefio factorial completo de tres niveles y dos factores, ver tabla 4. Siendo la
variable respuesta la cantidad de surfactante obtenido. Se evaluaron los efectos principales
(temperatura y tiempo) y su combinaciéon mediante analisis estadistico ANOVA en el programa
R Studio.
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Tabla 4

Factores escogidos para el proceso de optimizacion

Factores Niveles Valores de niveles
Temperatura 3 38, 40,42 °C
Tiempo 3 24, 48y 72 horas

La temperatura juega un papel importante ya que de ella depende la velocidad del crecimiento
del cultivo y la produccién del biosurfactante, por ello cabe estudiar la influencia de esa y su

relacion con el tiempo de fermentacion.

Posterior al proceso de optimizacion, se realizaron las pruebas para la caracterizaciéon del

biosurfactante resultante.

2. Caracterizacion del biosurfactante

2.1.1. Actividad Hemolitica

Mediante la realizacion de la prueba se determind la presencia del biosurfactante, el cual provoco
la descomposicion de los globulos rojos. Se midié al inocular por puncién una colonia de las
cepas de Streptococcus thermophilus en placas de Agar Sangre, e incubadas a 37 °C por 48-72
horas (Santos, 2017). Se consideraron positivas aquellas cepas que presentaron una zona clara
alrededor de las colonias, y se tomé en cuenta el halo de las colonias. La presencia de una zona
difusa de color verde representa un comportamiento a-hemolitico, si tiene una zona clara, se
considera f-hemolitico y finalmente, si no presenta un cambio alrededor de la colonia, es un

comportamiento y-hemolitico.

2.1. Deteccibén de la presencia de biosurfactante

Transcurrido el periodo de fermentacion, el liquido resultante se sometié a un doble proceso de
centrifugacion durante 30 minutos para cada uno. Posterior a ello, se descart6 el precipitado y el
sobrenadante se colocé en refrigeracion para su uso en las diferentes pruebas de deteccion del

biosurfactante.
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2.1.2. Dispersion de aceite

La prueba de dispersién de aceite (OSM) se realizé modificando la metodologia citada en Alkan
et al. (2019) para el cumplimiento de los objetivos del estudio. En una caja Petri de 9 cm de
diametro se colocaron 25 ml de agua destilada y se adicionaron 10 uL de aceite de motor usado
en el centro de la placa. Posteriormente se afiadié 20 uL del producto obtenido después de la
fermentacion en la mitad del aceite. Se midi6 el diametro de la zona transparente en centimetros.
Se realiz6 una comparacién teérica con los diametros de la zona de Tween 80 como muestra de
control positivo. El diametro de la zona transparente (cm) se evalué como “+” para 0,5-0,9 cm,

“++” para 1-1,5 cm, “+++” para 1,5-2,1 cm y “++++” para 2,1 cm (Santos, 2017).

2.1.3. Prueba con Parafilm

A 2 ml del sobrenadante se le afiadi6 una gota de azul de metileno. Después se tomaron 10 pl
de la mezcla y se coloc6 sobre un pedazo de Parafilm, se asegurd de dejar una gota sin agitar
sobre este. El aspecto de la gota fue examinado 1 minuto después de ser colocada sobre el
Parafilm. Si la gota mantuvo su forma entonces, se estimé como negativo, en lo que, si la gota

tomé una forma plana o “colapsada”, se valoré como positiva (Santos, 2017).

2.1.4. Determinacion del indice de Emulsificacion (IE24)

La actividad emulsificante fue medida afiadiendo 5 ml de hexano en 5 ml de la muestra acuosa
y con agitacion a alta velocidad en un vértex durante 2 minutos. Las mediciones se realizaron 24
horas después. El indice de emulsién (E24) es la altura de la capa de emulsion, dividida por la
altura total, multiplicada por 100 (Di Martino, 2015).

Altura de la capa de emulsiéon

E =
nE Altura total * 100

2.1.5. Prueba de Tensién Superficial

En la determinacién de la tension superficial se utilizé6 una muestra del liquido fermentado que
contiene el biosurfactante. La prueba se realizd utilizando el método del anillo. Siguiendo la
norma NTE INEN 834, con un dinamoémetro se midié el empuje maximo ejercido por el fluido
sobre el anillo de Platino - Iridio. La tensidn superficial se calculé a partir del diametro del anillo y

de la fuerza medida (Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, 2013).
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Figura5

Tensiometro de Du Nouy.

Nota. Tomado de (Carrera et al., 2013).

2.2. Test de ecotoxicidad al biosurfactante

Para el fin del estudio, se sigui6 la metodologia planteada en (Nufiez & Hurtado, 2005). Daphnia
magna es un crustaceo cladécero utilizado como bioindicador ambiental de efluentes
dulceacuicolas en ensayos eco toxicologicos. Para evaluar la sensibilidad de las cepas se calculd
la concentracion efectiva media (EC50) frente al biosurfactante. Se expusieron 20 neonatos a las
diferentes cantidades de biosurfactante 30; 25; 20; 15; 10; 5y 0 mg/L y se realizé el conteo de
neonatos inmovilizados a las 24 horas y 48 horas. Se calculé el valor EC50, o concentracion

donde murié el 50 % de los crustaceos.

3. Aplicacién en biorremediacion del agua

Antes del proceso de biorremediacién es importante conocer la ecotoxicidad del biosurfactante
ya que, de aplicarse en procesos de remediacion, se debe procurar que el producto no cause

dafio al ambiente o este sea inferior al de productos sintéticos de uso similar.
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3.1. Biorremediacion

Las muestras analizadas fueron preparadas a partir de agua destilada y aceite de motor usado.
Segun la metodologia descrita en Araujo et al. (2008), cada tratamiento se prepar6 agregando el
biosurfactante obtenido de las cepas (10% v/v), el indculo (10%v/v) y el agua contaminada con
aceite de motor para un volumen total de 100 ml. Los diferentes tratamientos fueron incubados
durante 15, 30 y 45 dias a una temperatura de 40 °C y agitacién suave de 40 rpm. Ademas, se
realizaron analisis de hidrocarburos totales antes y después del tratamiento. Los resultados se

compararon con una muestra patrén que consiste en la mezcla de agua con aceite de motor.

Tabla 5

Diferentes tratamientos empleados para la biorremediacién.

Tratamiento Agua Aceite Biosurfactante  Inéculo (ml)
(ml) (ml) (ml)
Agua + aceite (AA) 99 1 —_ —_-
Agua + aceite +inGculo (AAl) 89 1 10 —
Agua + aceite + 79 1 10 10

biosurfactante + in6culo
(AAIB)

3.2 Determinacion de hidrocarburos totales de petrdleo

Para determinar el porcentaje de remocion del aceite de motor usado en el agua, se emplearon
2 métodos, el método gravimétrico basado en la norma 5520 de la Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater, y el método de espectroscopia UV-Visible

El procedimiento seguido para el método gravimétrico consistié en evaporar la muestra de agua
con aceite de los diferentes tratamientos propuestos, en un rotavapor y luego extraer el aceite
gue queda como residuo con una cantidad de 10 ml de n-hexano (marca EMSURE),

posteriormente secar el solvente y pesar.

La formula para calcular los HTP es la siguiente:
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(P2 — P1) * 1000000
Vv

HTP(mg/L) =

Donde P1 corresponde al peso del recipiente vacio en gramos, P2 al peso del recipiente con el

residuo de muestra en gramos y V al volumen de muestra inicialmente medido en ml.

Para el analisis en espectroscopia UV-Visible de las muestras, se utilizd6 un espectrofotbmetro
marca THERMO SCIENTIFIC, modelo GENESYS 180. Primero se obtuvo una curva de
calibracién midiendo la absorbancia de una serie de soluciones de concentraciones conocidas,
con n-hexano como sustancia patréon y se trabajoé en un intervalo de longitud de onda entre 200
a 400 nm para el caso de hidrocarburos (Mesa et al., 2019). Posteriormente, las muestras que
fueron evaporadas en el rotavapor y extraidas con n-hexano, fueron medidas en el
espectrofotdmetro para conocer la absorbancia, y utilizando la férmula de la curva de calibrado,

se obtuvo la concentracion de la muestra de aceite usado de motor.

Ariana Paola Chumi Pasato — Mary Carmen Rueda Vinces


https://www.zotero.org/google-docs/?b3Cnnd

UCUENCA 2

Capitulo Ill: Resultados y Discusion

1. Obtencién del biosurfactante.

1.1. Cepas microbianas y condiciones de cultivo.

El cultivo fue realizado a una temperatura de activacion de 37°C en una mezcla de agua y suero
esterilizado como fuente de carbono con una relacién 2:8 suero: agua. Al ser una bacteria
anaerobia, el proceso de fermentacion se realizé en un frasco sellado limitando la presencia de
oxigeno. En la figura 6 se muestra las bacterias observadas en el microscopio que tienen forma
ovoide y la mayoria estan agrupadas formando cadenas alargadas, que se desarrollan
conformando pares conocidos como diplococos como menciona Garcia (2010), por lo que se

puede evidenciar la presencia de Streptococcus thermophilus en la cepa estudiada.

Figura 6

Estructura de la cepa estudiada observada al microscopio a 100x.

Para el recuento de colonias, transcurridas 48 horas, se eligié la dilucion de 10 que dio un
recuento de colonias en la caja Petri de 134 y utilizando la férmula, se obtuvo el siguiente
resultado: UFC/ml = 1.34 x 107
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Figura 7

Recuento de colonias de Streptococcus thermophilus en caja Petri.

En la figura 7 se muestra el crecimiento de las colonias de Streptococcus thermophilus en las
cajas Petri, en las cuales se pueden observar circulos de diferentes tamafios de color
blanquecino correspondientes a las colonias de la bacteria estudiada. Cabe mencionar que el
medio de cultivo utilizado fue Agar enriquecido, por lo que los valores del recuento son menores
a comparacion de otros estudios en los cuales se utilizaban Agar M-17 o medio MRS (Garcia,
2010; Rodriguez et al., 2014). Se visualiz6 su caracteristico color blanco con didmetros menores
a 3 mm (Rodriguez et al., 2014).

1.2. Analisis preliminar y pre tratamiento del suero.

La medicién de los parametros del suero de queso fresco fue analizada con el equipo Milkotester,

entregando los valores presentados en la tabla 6:

Tabla 6

Valores obtenidos del equipo Milkotester de los diferentes parametros

Parametro Valor
Grasas, % 0
Proteinas, % 3
Lactosa, % 4.5
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Densidad, g/cm? 1.019

Figura 8

Suero sin esterilizar.

Viteri et al. (2014) reportaron valores entre 0.85-1.25% para contenido de proteinas, 5.2% para
lactosa, 0.25-0.6% para materia grasa, 6.45-6.6 para el pH, 1.025-1.027 g/cm?® para la densidad
y 6-7.3% para soélidos totales del suero dulce obtenido de la produccion de queso casero.
Ademas, Montesdeoca y Piloso (2020) obtuvieron valores de 6.66 de pH, 0.7% de materia grasa,
0.94% de proteina y 3.71% de contenido de lactosa en suero obtenido de queso fresco
pasteurizado. Estos valores difieren considerablemente con los presentados en la tabla 6
correspondientes al suero estudiado, sobre todo en los porcentajes de proteinas y grasas, lo que

se presume que es debido a un proceso deficiente en la obtencion del queso.

Segun la norma ecuatoriana INEN 2594 que corresponde a los requisitos del suero de leche
liquido, se establecen valores de los parametros fisicoquimicos para el suero dulce, de 5% de
contenido de lactosa, 0.8% de proteina lactea, 0.3% de materia grasa lactea, 6.4-6.8 de pH
(Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 2011). El pH medido del suero estudiado fue de 6.4

catalogando al suero como dulce y encontrdndose dentro de los rangos establecidos.

El porcentaje de grasa del suero estudiado refleja un valor inferior al referido en la normativa
nacional (0.3 %) lo cual puede explicarse por el largo tiempo de reposo del suero, en donde las
grasas forman una nata en la superficie que luego se retira, provocando que el lactosuero

contenga poca grasa.
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La cantidad de proteina lactea se encuentra por encima al valor normado (0.8 %), este fendmeno
lo explica Crespo (2016) mencionando que, al realizarse un corte anticipado de la cuajada, que,
al estar blanda, el coagulo prematuro se rompe provocando la liberacién de proteina y otros

componentes en el suero.

La cantidad de lactosa presente en el suero de estudio fue de 4.5%, valor cercano al rango (5 %)
citado en Anaya y Salinas (2020), el cual resulté un medio de cultivo excelente para el crecimiento

del Streptococcus thermophilus, siendo ésta la principal fuente de energia de la bacteria.

1.2.1 Pre tratamiento del suero.

Parte del pre tratamiento del suero consistié en la esterilizacion del liquido a 121°C durante 45
minutos para la eliminacién de microorganismos y desnaturalizacion de las proteinas existentes

en el mismo.

Este paso fue de suma importancia, puesto que se eliminaron compuestos que pueden interferir
en el proceso de fermentacidon como lo son las proteinas y ademas de facilitar el acceso de
nutrientes especificos, principalmente la lactosa, que requiere la bacteria estudiada para la
produccion del biosurfactante. Ademas, en el suero estudiado antes de ser llevado a
esterilizacion, se identificaron otros microorganismos como Bacillus, mediante observacion en el
microscopio. Para Naranjo (2006) y Menchon et al. (2016) en el lactosuero existe entre un 50%
y 55% de nutrientes provenientes de la leche y ademas, Ruiz et al. (2018) indican en su estudio
que el lactosuero contiene una cantidad importante de microorganismos que se deben eliminar
y ademas al encontrarse sin procesar es un medio favorable para el crecimiento bacteriano
cuando tiene un pH cercano a 7, por lo que se requirié de un proceso de esterilizacion a altas
temperaturas para garantizar la eliminacibn de microorganismos que puedan interferir en la

fermentacion, ver figura 9.
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Figura 9

A. Precipitaciéon de la proteina del suero después de esterilizar. B. Suero de queso después

del pre tratamiento.

A. B.

Cabe destacar la importancia de la separacion ya que, de mantenerse la proteina en suspensién
en el lactosuero, se requeriria aumentar los ciclos de centrifugacion alargando el proceso.
Ademas, resultaria en una potencial interferencia en el proceso de separacion del biosurfactante,

precipitando con la disminucién del pH.

1.3. Produccioén del biosurfactante

Las bacterias se inocularon en el suero y transcurrido el periodo de 72 horas, tiempo que
corresponde a la finalizacién de la fermentacion, se observé un sedimento correspondiente a la

biomasa producida por Streptococcus thermophilus, como se muestra en la figura 10 A.
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Figura 10

A. Suero después de la fermentacion. B. Suero centrifugado

La biomasa sedimentada al no ser de interés para la investigacion se descarté mediante 1 ciclo
de centrifugado a 4000 rpm durante 30 minutos que garantizaron la eliminacién del componente
bioldégico dejando un liguido de mayor transparencia como se muestra en la figura 10 B. La
centrifugacion permitié que este material bioldgico no interfiera en los resultados de las pruebas
para detectar la presencia del biosurfactante. Posterior a eso, se reservd una cantidad

considerable del suero centrifugado para la realizacién de las pruebas de caracterizacion.

1.4. Separacion del biosurfactante

Para la obtencion del biosurfactante, el suero centrifugado se ajusté a un pH de 2 con H,SO4 5N
y se afiadié igual volumen de etanol 96%. Se mezclé ligeramente para mejorar la interaccién del
suero acidificado y el alcohol. Posterior a ello, se observé el cambio de color de un verde
traslicido a uno lechoso. Con la finalidad de mejorar la sedimentacion del biosurfactante, la

mezcla se refrigeré durante 8 horas.

Transcurrido el tiempo de reposo en refrigeracion, se descarté un 50% del liquido superficial, el
restante que contenia el biosurfactante se centrifugé a 4000 rpm durante 10 minutos, quedando
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el precipitado blanco. El precipitado recuperado se lavé dos veces con agua destilada, esto con
la finalidad de limpiar el biotensoactivo de azucares residuales. Para obtener un polvo blanco se
coloco en una estufa a 45 °C durante 12 horas para la evaporacion del agua residual como se

muestra en la figura 11 B.

Figura 11

A. Separacién del biosurfactante con etanol. B. Secado del biosurfactante.

Vasileva-Tonkova y Gesheva (2007) los cuales comprobaron la presencia del biosurfactante con
pruebas cuantitativas como tensién superficial e indice de emulsidn, obtuvieron concentraciones

de biosurfactante entre 0.8 a 1.2 g/l.

Se obtuvo 1 g/L de biosurfactante, el hecho de obtener cantidades menores de las que se
reportaron en otros estudios puede deberse al tipo de cepa empleada, asi como también la fuente

de carbono y el tiempo de fermentacién.

El polvo resultante de color blanco fue observado al microscopio dando estructuras cristalinas
como se muestra en la figura 12, esto se puede comprobar en el estudio de Dubey y Juwarkar
(2001) donde el biosurfactante obtenido tenia formas de cristales finos rectangulares cuando fue

observado al microscopio con lentes de 10X.
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Figura 12

Biosurfactante observado al microscopio

1.5. Optimizacion

Se realizaron ensayos a diferentes temperaturas y tiempos. Los pesos obtenidos se muestran en
la tabla 12 de anexos. Transcurrido el periodo de fermentacién se obtuvo el residuo blanquecino

seco para cada temperatura y tiempo ensayados.
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Figura 13

Grafico de cajas de la interaccién temperatura: tiempo vs. Peso.
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En la figura 13 se puede ver los graficos de cajas de los pesos (en gramos) del biosurfactante

obtenido en las diferentes muestras donde se varié la temperatura y el tiempo de prueba.

Figura 14

Gréfico de puntos temperatura/tiempo con respecto al peso.
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En la figura 14 se puede observar la grafica de dispersion de puntos de la interaccion del tiempo
y temperatura con respecto al peso. Cada color representa a un tiempo ensayado (rojo para 24

h, azul para 48 h y amarillo para 72 h) y los pesos que se obtuvieron en cada uno.

Figura 15

Grafico de puntos tiempo/temperatura con respecto al peso.
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En la figura 15, al igual que la figura anterior, se puede observar la grafica de dispersion de
puntos, pero esta vez de la interaccion de la temperatura y tiempo con respecto al peso. Cada
color representa a una temperatura ensayada (rojo para 38 °C, azul para 40 °C y amarillo para

42 °C) y los pesos que se obtuvieron en cada uno.

En las figuras 13, 14 y 15 se pueden observar la variabilidad que hay en el peso de las muestras
estudiadas con respecto a cada combinacion del tiempo y temperatura, mostrando asi que la
combinacién que da un mayor rendimiento es el escogido anteriormente. Ademas, se puede
observar que mientras mayor es el tiempo, se pueden obtener mejores resultados, y que la
temperatura también influye, esto en base a la literatura revisada, donde (Martinez Aguilar, 2014)
indica que los factores importantes que influyen en la produccion del biosurfactante son la fuente
de carbono, temperatura, pH, entre otros. Santos (2017) indica que la influencia del tiempo es
fundamental para la produccién, debido a que las bacterias en algunas ocasiones requieren mas

tiempo para procesar los nutrientes presentes en la fuente de carbono para producir el metabolito
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deseado, y que también depende de los microorganismos, puesto que cada tipo tiene su propio

metabolismo.

Se realizaron 3 réplicas de cada tiempo y temperatura propuestos, obteniendo como resultado
un mayor rendimiento en peso (0.14 g) para las condiciones de 40 °C durante 48h. Esto se

confirma en el analisis estadistico ANOVA realizado en R Studio donde se pudo observar una
evidente interaccion entre la temperatura y el tiempo de fermentacion para la obtencion del

biosurfactante, teniendo al peso como variable respuesta.

Tabla7

Andlisis estadistico ANOVA

Factor G.L Sum. Cuadr. Med. Cuadr. Valor F P (Prob>F)
Temperatura 2 0.0031 0.0015 11 0.00076 ***
Tiempo 2 0.013 0.0065 46 8.41e-08 ***
Temperatura 4 0.010 0.0025 17.75 4.63e-06 ***
: Tiempo
Residuales 18 0.0025 0.00014

Nota. G. L.: Grados de libertad, Sum. Cuadr.: Suma de cuadrados, Med. Cuadr.: Media de los
cuadrados, Valor F: Media de los cuadrados del factor dividida por la media de los cuadrados

del error, P: Evalla la validez de la hipétesis nula de que todas las medias son iguales.

Si P <0.05 existird una variacion entre los factores estudiados y por ende su interaccion afectara
directamente al resultado como se muestra en la tabla 7. Es decir, cada factor estudiado, el
tiempo y la temperatura, como su interaccién, influyen significativamente en la obtencion del

biosurfactante.
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Figura 16

Grafica de interacciones de los factores.
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Como se muestra en la figura 16, la temperatura y el tiempo en el que se obtuvo un mayor peso
promedio (0,14 g) fue de 40 °C y 48 horas respectivamente, por ello, se ha escogido a estos
valores como los optimos y que dan un mayor rendimiento en la produccion del surfactante
bioldgico. Esto también se evidencia en la comparacion de las medias de las diferentes
combinaciones de los factores. La cantidad total obtenida del biosurfactante optimizado fue de

5.6 g/L, que al comparar el valor con el biosurfactante sin optimizar (1 g/L), se puede decir que
hubo un aumento en la cantidad producida.
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Figura 17

Grafico de los residuos del modelo ANOVA.
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Los residuos muestran la misma varianza (homocedasticidad) para los diferentes niveles y se
distribuyen normalmente. Como se observan en las figuras 17 y 18, el dato 27 tiene un residuo
atipicamente grande por lo que se debe revisar ese valor con mas detalle, asi mismo, los datos

20y 25 tienen residuos anormales, pero de menor manera.

2. Caracterizaciéon del biosurfactante

2.1. Deteccién de la presencia de biosurfactante

2.1.1. Actividad Hemolitica

Posterior a las 48 horas de incubacion a una temperatura de 37 °C se observaron zonas de
crecimiento de aspecto blanquecino correspondientes al Streptococcus thermophilus. Se
considerd positiva la prueba debido a la presencia de un halo transparente alrededor de las
colonias generado por la lisis de los glébulos rojos, indicando una disminucién de la tension
superficial causado por la secrecion de biosurfactantes. Segun Santos (2017) el area clara
representa que las cepas de bacterias estudiadas tienen un alto potencial de produccién de
biosurfactantes, y mientras mayor sea el diametro del halo, mayor sera la concentracion del
biosurfactante que se produzca, esto Ultimo se recalca en el estudio de Martinez y Osorio (2007),
aungue en otros estudios reportan que el diametro del halo es irrelevante y no representa que
haya una relacion con la cantidad que se produzca del biosurfactante. En el caso de las cepas
estudiadas, se consider6 que el halo observado tiene un comportamiento g hemolitico, puesto

gue la hemdlisis fue total o completa por presentarse un halo transparente.

Barrionuevo (2017) consideré que es importante, ademas de realizar la prueba de actividad
hemolitica, otras pruebas de caracterizacién, para verificar la ausencia de produccién de
hemolisinas sin propiedades tensoactivas, puesto que daria un falso positivo, como ocurre en
Youssef et al. (2004), quienes presentaron resultados contradictorios en su estudio, ya que de
las cepas que mostraron actividad hemolitica, tuvieron resultados negativos en las otras pruebas
realizadas (colapso de gota y dispersién de aceite) y una baja reduccién de la tensién superficial
(mayor a 60 mN/m), debido a la presencia de otros compuestos diferentes a los biosurfactantes

que provocaron la lisis de los glébulos rojos.
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Figura 19

Prueba de actividad hemolitica.

En la figura 19 se muestra los resultados de la prueba de hemolisis, donde se observa claramente
los halos transparentes que se formaron debido al rompimiento de las membranas de los glébulos
rojos causados por la produccion de biosurfactantes de la bacteria estudiada. La siembra se hizo

por puncién y por estria, en ambos casos se formé el halo de igual manera.

2.1.2. Dispersion de aceite

La prueba de dispersion de aceite dio como resultado un diametro del halo de 6.5 cm (++++)
confirmando la presencia de biosurfactante en la muestra. Al comparar los resultados obtenidos
con el estudio de Alkan et al. (2019) que tuvieron un didmetro de 5.9 cm, para el biosurfactante

obtenido de bacterias acido lacticas.

Se puede estimar que ambos valores no difirieron mucho, tomando en cuenta que, en su estudio,
utilizaron petréleo crudo para la prueba. Ademas, se tomd como muestra de control positivo al
Tween 80, siendo este un surfactante quimico. Esta prueba, ademas de ayudar a confirmar la
presencia del biotensoactivo, también demostré la capacidad que tiene para romper la tensién

superficial.
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Figura 20

Prueba de dispersién de aceite.

En la figura 20 se muestra la prueba de dispersion de aceite en donde se puede observar un halo
producto del rompimiento de la gota de aceite de motor colocada sobre el agua al poner el

biosurfactante encima de la misma.

Youssef etal. (2004) afirmaron que hay una relacion lineal entre la concentracion del
biosurfactante con el didmetro obtenido en la dispersion de aceite, en donde a mayor didmetro,
mayor sera la concentracion, y a su vez es inversamente proporcional con respecto a la tension

superficial, donde mayor diametro, menor tensién superficial.

2.1.3. Prueba con Parafilm

Transcurrido el tiempo estimado de 1 minuto se verifico la forma de la gota colocada sobre el
Parafilm. La prueba se consideré como positiva al observarse un colapso de la gota colocada.
Ademas, se coloc6 una gota de agua destilada en el Parafilm como un blanco y se observé que
mantuvo su forma redonda como se muestra en la figura 21. Segun Santos (2017) la prueba de
Parafilm estudia los cambios de la tension superficial por medio del comportamiento de una gota

sobre una superficie hidrofébica.
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Figura 21

Prueba de Parafilm.

a) Sobrenadante b) Agua destilada

Al igual que en la prueba de dispersion de aceite, en esta prueba también existe una relacion con
la concentracion del biosurfactante, en donde un colapso total e inmediato de la gota, existira
una mayor concentracion del producto. También puede ser debido al tipo de fuente de carbono
utilizado para produccion, lo que explic6 Santos (2017) que, si se usan grasas 0 aceites, por su
naturaleza hidrofébica, les es més dificil a las bacterias conseguir sus nutrientes, que cuando se
usan azucares como fuente de carbono, por lo tanto, la concentracion del surfactante biolégico
va a variar.

2.1.4. Determinacion del indice de Emulsificacion (IE24)

Cumplidas las 24 horas se midi6 la altura de la emulsion obteniéndose un valor de 2.8 cm de una

altura total de 4.4 cm. Al aplicar la formula, se tuvo un valor de %E de 63.64%
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Figura 22

Determinacioén del indice de emulsificacion.

El indice de emulsificacion a las 24 h fue de 63.64 %, y se observé que luego de un tiempo las
emulsiones se mantuvieron estables puesto que no varié significativamente su altura como se
muestra en la figura 22. Estos resultados son similares a Alkan et al. (2019) que obtuvieron un

%E. de 50 % a las 24 horas y se mantuvo estable una semana después.

Santos (2017) considerd que la presencia de emulsion y un indice de emulsificacion mayor al 40
% que se mantenga estable durante el tiempo es una prueba positiva, ademas, reportdé que
dependiendo de la fuente de carbono, se forma la emulsién, como es el caso de la glucosa y
acetato de sodio como fuentes de carbono en la produccién del biosurfactante los cuales
generaron una alta respuesta positiva al realizar esta prueba, caso contrario a lo que sucede con

otras fuentes como gasoil donde no se formé la emulsién.

Barrionuevo (2017) estudio diferentes microorganismos en distintas fuentes de carbono e indico
gue ambas variables son relevantes al momento de realizar la prueba, puesto que para una cepa
le es facil adaptarse a un medio especifico que, para otro, y de ello radica la produccién del
biosurfactante. Con respecto al indice de emulsificacién, reporté que tuvo un porcentaje mayor
en glucosa y aceite para la cepa de Ralstonia taiwanensis, mientras que para la cepa de

Pseudomona veronii tuvieron un bajo indice en los mismos sustratos.
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Es asi que Alkan etal. (2019) al usar un sustrato sintético para la cepa de Streptococcus
thermophilus obtuvo un menor %E que, al usar suero lactico, repitiendo lo mismo con otras cepas

de bacterias acido lactico donde el indice aument6 al utilizar el suero como fuente de carbono.

2.1.5. Prueba de Tensién Superficial

La prueba de tension superficial fue realizada en el laboratorio del Departamento de Petroleos,

Energia y Contaminacién perteneciente a la Universidad Central del Ecuador en Quito.

El resultado de la prueba tuvo un valor de tension superficial de 52.7 mN/m, comparando con
otros estudios como Alkan et al. (2019), en donde obtuvieron un resultado similar de 48.85 mN/m,
teniendo suero de queso como fuente de carbono y Streptococcus thermophilus como bacteria
productora de biosurfactante, tomando como referencia el agua pura como valor control de 72
mN/m, se puede decir que existe una reduccion considerable de la tension superficial,

confirmando asi, la presencia de biosurfactante.

Martinez (2014) consider6é como criterio de seleccion de cepas productoras de biosurfactantes,
valores de tension superficiales menores a 40 mN/m, asi mismo, Santos (2017) menciono lo
mismo y ademas de que valores mayores a este, se considera un emulsificante. Mientras que
Youssef et al. (2004) opind que las cepas que muestran valores mayores a 60 mN/m de tension
superficial no son consideradas como productoras de surfactantes biol6gicos, puesto que
afirmaron que existe una relacién inversamente proporcional entre la concentracion del
biosurfactante y la tensién superficial, mientras haya una reduccién alta de tension superficial,

mayor sera su concentracion.

Santos (2017) también menciond que existe una relacion importante entre la reduccion de la
tension superficial con la fuente de carbono, teniendo varianzas significativas entre un medio y
otro, independientemente de las cepas utilizadas, y afirmé que distintas fuentes de carbono

ejercen diferentes efectos sobre la produccion del biosurfactante.

2.2. Test de ecotoxicidad al biosurfactante

En los diferentes tratamientos en agua para la remocion del aceite con el biosurfactante, se utilizé
una concentracion de 30 mg/l que equivale al 10% de la solucién, que al principio del estudio se
realizo el test a esa concentracion dando como resultado la muerte de 7 neonatos de las 20

colocadas, a las 48 horas.
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Pero luego, al seguir con la norma para el test, se realizaron a diferentes concentraciones del
biosurfactante para conocer si el mismo es toxico y a que cantidad se mueren las Daphnias. Al
realizar la prueba, se pudo observar que pasadas las 24 horas de haber colocado las Daphnias
en las soluciones con el biotensoactivo, a menor concentracion hay una baja mortalidad, y a partir
de 10 mg/l, la mortalidad va aumentando como se muestra en la tabla 8 y figura 24, llegando a

morir todas a las 48 horas.

Tabla 8

Concentracion del biosurfactante con respecto a la inmovilidad de Daphnia magna.

Concentracién (mg/l) Inmovilidad
0 2
5 2
10 10
15 11
20 12
25 13
30 13
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Figura 24

Gréfico de barras de la concentracién del biosurfactante con respecto a la inmovilidad de Daphnia magna.
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Concentracion del biosurfactante con respecto a la tasa de mortalidad.
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Tabla 9

Andlisis estadistico de las Daphnia Magna

Estimacioén Std Error Valor t Valor p
Pendiente -1.232 0.335 -3.668 0.0003 **
EC50 14.366 2.180 6.588 8.653e-10***

El valor de EC50 (concentracion efectiva media) se puede observar en la figura 23 y tabla 9
donde se muestra que a una concentracion de 14.366 mg/L se muere el 50% de los neonatos,
obtenido del analisis estadistico donde el valor es significativo, teniendo una confiabilidad del

97%, y se puede decir que el biosurfactante tiene una toxicidad baja.

Jurado et al. (2011) mencionaron que tuvieron un EC50 de entre 3 y 120 mg/l en la evaluacion
de toxicidad de tensoactivos quimicos anidnicos, que por lo general son utilizados en
detergentes, ensayados a las 24 horas con Daphnia magna, demostrando tener una toxicidad
baja a intermedia. A pesar de que estos valores no representan la toxicidad de un surfactante
biolégico, se puede tomar como referencia y permitir la comparacién de ambos tipos, puesto que

son comercializados y ampliamente usados en la vida cotidiana.

3. Aplicacién en Biorremediacion del agua

3.1. Biorremediacion

Los tratamientos fueron expuestos a diferentes condiciones como colocarlos en una incubadora
con agitacion constante a 40 °C y utilizar un consorcio de bacterias-hongo, en el que se propuso
usar el hongo Aspergillus niger. Los diferentes tratamientos mostraron una reduccion
considerable del aceite en el agua durante el tiempo de incubacién, a excepcion del tratamiento
gue contenia Unicamente agua con aceite de motor usado, el cual tuvo una reduccion del 5%
debido a pérdidas en el envase al realizar otras pruebas. Araujo et al. (2008) reportaron que la

muestra patrén tuvo una reduccién del 7% debido a que el agua que usaron no era estéril.
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Figura 25 Tratamiento AAIB Figura 26 Tratamiento AAI

3.2. Determinacidn de hidrocarburos totales de petréleo

Los diferentes tratamientos tuvieron una concentracion inicial de hidrocarburos totales de
petroleo de 8780 mg/L. Transcurridos los 45 dias propuestos en el estudio, se tuvieron
concentraciones finales entre 5348 y 3012 mg/L. El tratamiento que tuvo un mayor porcentaje de
remocion es el de agua, aceite, consorcio de microorganismos y biosurfactante (AAIB), logrando
obtener un 57.68% de remocion del aceite, mientras que el tratamiento que tuvo un menor
porcentaje de biorremediacién es la muestra control de agua y aceite, teniendo un 5% de
reduccion. Estos resultados se compararon con el estudio de Araujo etal. (2008) donde
reportaron una remocién del 50% en los primeros 30 dias y un 81% a los 90 dias, ademas que

el tratamiento con biosurfactante y cultivo mixto tuvo la mayor remocion.

Las tablas 10 y 11 muestran los resultados de los pesos de los diferentes tratamientos desde el

dia O hasta los 45 dias:
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Tabla 10

Resultados de los tratamientos de biorremediacion usando bacterias.

Dias AAI Absqrb HTP %Remo AAIB Absqrban HTP %Rem
(Peso)(g) ancia (mg/L) cion (Peso)(g) cia (mg/L) ocibn

0 0.878 2.665 8780 0 0.878 2.665 8780 0
15 0.6265 0.96 6265 25.15 0.6453 1.393 6453 23.27
30 0.6009 1.653 6009 27.71 0.524 4.418 5240 35.4
45 0.5348 5 5348 34.32 0.4182 5 4182 45.98

Nota. AAI: Agua, aceite y bacterias S. thermophilus. AAIB: Agua, aceite, bacterias ST y biosurfactante

Tabla 11

Resultados de los tratamientos de biorremediacién usando consorcio bacteria-hongo

Dias AAI Absorb HTP %Remoci AAIB Absorb HTP %Remo
(Peso)(g) ancia (mg/L) on (Peso)(g) ancia (mg/L) cion
0 0.878 2.665 8780 0 0.878 2.665 8780 0
15 0.6107 2.327 6107 26.73 0.5502 1.661 5502 32.78
30 0.583 1.801 5830 29.5 0.4251 1.87 4251 45.29
45 0.5075 5 5075 37.5 0.3012 2.132 3012 57.68

Nota. AAI: Agua, aceite y bacterias-hongos. AAIB: Agua, aceite, bacterias-hongos y biosurfactante

Los resultados de los diferentes tratamientos demuestran que el uso de biosurfactante en la
biorremediaciébn aumenta significativamente la degradacién de los hidrocarburos totales de
petroleo presentes en el aceite con respecto al tratamiento que solo tenia el inéculo (bacteria 'y
hongo). Con respecto a los datos obtenidos de la absorbancia, se descartaron para el estudio,
puesto que los valores eran inconsistentes debido a posibles interferencias en las muestras

correspondientes a metabolitos secundarios producidos por los microorganismos.
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Conclusiones

El lactosuero es el principal subproducto de la industria lactea y por su alto nivel de nutrientes
posee una carga contaminante elevada y que lejos de su aprovechamiento este se desecha en
fuentes hidricas o sistemas de alcantarillado sin un previo tratamiento. Dicho esto, al usar el
suero como fuente de carbono, se logré obtener un surfactante biolégico mediante la
fermentacion del lactosuero por accién de las bacterias Streptococcus thermophilus. Su
extraccion se obtuvo por medio del método de precipitacion acida, el cual fue modificado, puesto
gue desde un principio los solventes usados eran metanol y cloroformo, conocidos su riesgo y

su costo, se decidio reemplazar por etanol al 96%, obteniendo resultados semejantes.

Se demostré que el tiempo, la temperatura y su interaccion juegan un papel fundamental en la
produccién del biosurfactante, en donde se pudo evidenciar que a una temperatura de 40°C y a
48 horas de fermentacion se logra las condiciones ideales donde el Streptococcus thermophilus

produce mayor cantidad de surfactante biolégico mejorando el rendimiento del proceso.

El biosurfactante pudo ser identificado gracias a las diferentes pruebas cualitativas y cuantitativas
realizadas, confirmando asi la presencia del producto. Ademas, con las pruebas de ecotoxicidad
y los resultados obtenidos, se llegé a la conclusién que el surfactante bioldégico no representa un

peligro para la fauna acuética en caso de ser usado en cuerpos de agua marina.

Se evaluo la eficiencia del biosurfactantes en los diferentes tratamientos realizados para el
proceso de biorremediacion, teniendo un resultado favorable al utilizar el producto obtenido junto
con los microorganismos que degradan el aceite en el agua contaminada. Se recomienda
aumentar el tiempo de biorremediacion para mejorar la biodegradacién de los compuestos

contaminantes, dado que el aceite es una muestra compleja.
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Anexos

Anexo A

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
DEPARTAMENTO DE PETROLEOS, ENERGIA Y CONTAMINACION

INFORME DE RESULTADOS
AREA DE PETROLEOS
Informe N°: 23-132.1
Fecha de emisién: 20230717
Cliente*: ARIANA PAOLA CHUMI PASATO
Contacto™: Srta. Ardana Chumi
Direccién® Cuenca, sector El Batin
Teléfono*: 0962006231 Correo-e*  anana chumifducuenca.edu.ec
Tipo de muestra® BIOTENSOACTIVO
Descripcién de la muestra*:
Condiciones de la Muestra: Muestra en envase de vidrio dmbar, sellado
Fecha de ingreso de muestra: 2023-07-05
Cédigo de la muestra: 23-132.1
Fecha de realizacion de ensayos: 2023-07-10
Lugar donde se realizaron =
ensayos Laboratorio DPEC — Area de Petrdieos
DETERMINACION UNIDAD METODO / TECNICA RESULTADO | ™CefTicumeont
TENSION SUPERFICIAL* Nm METODO INTERNO (Anilo) 0,0527

Nota: Los ensayos marcados con (* ) no estén incluidos en ¢ alcance de acreditacién del
Nota: Los resultados que constan en el presente s0lo estdn relac mummwdmum
Nota: Los resultados se aplican 2 la muestra, tal y como se recibié

Observaciones®: El resultado de la tensidn superficial se realizé a una temperatura de 20°C.
Condiciones Ambientales. - Presion: 542,0 a 543,0 mm Hg, Temperatura: 18,3 a 20,0 °C

'Mwnndﬂnpmpormmapordm el 10 DPEC no se por esta
iGN corresp

Analistas: RHV

Eiaborado por: VRT

ADVERTENCIA: EL USUARIO DEBE EXIGIR EL ORIGINAL DEL INFORME COMPLETO O SOUICTTAR UNA COPIA CONTROLADA DEL MISMO,
EL DPEC NO SE RESPONSASILIZA POR LA REPRODUCCION PARCIAL DE ESTE INFORME

Direccidn; Enrique Rither s/n y Bolivia Teléfono: 2904794 / 2544631 oxt. 26 E-makk: fig.secretara dpsciiuce edu.ec

QUITO - ECUADOR
MC2201-P01-8 Hojaldel
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Anexo B
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STI-12

Product Information
Version: 5§ Pl EU EN 11-11-2019

Description
Thermophilic lactic acld culture.

Culture composition:
Streptococcus thermophilus

Material No: 713516 Color: Off-white to slightly reddish or brown
Size 30X50 U Format: FD-DVS
Type Pouch(es) in box Form: Granulate

Storage and handling
<-1B°C / <0°F

Shelf life
At least 24 months from date of manufacture when stored according to recommendations.
At +5°C (41°F) the shelf life is at least & weeks

Application

Usage

The culture Is primarily applied in Pasta Filata cheese types e.g. Mozzarella and Pizza cheese types. The culture can be
applied alone or in combination with other lactic acid cultures, e.g. Lactobacilius delbrueckii subsp. bulgaricus and
Lactobacillus helveticus

Recommended inoculation rate
Amount of milk to be
inoculated (in liters)
Amount of DVS culture | 50U 200U | 500U |[1,000U | 1,500V )2,000U 2,500V

500 ([ 2,000 | 5,000 | 10,000 | 15,000 | 20,000 | 25,000

Amount of milk to be
inoculated (in lbs)
Amount of DVS culture | 50U | 200U | 500U | 1,000V | 1,500 U | 2,000 U | 2,500 U

1,140 | 4,500 | 11,350 | 22,700 | 34,000 | 45,500 | 57,000

Designed for optimal performance, the camposition and recommended inoculation rate for this culture were carefully
developed by use of unique microbial strains, advanced biotechnological principles and more than 140 years of accumulated
experience from the dairy industry

Warning: Applying lower than recommended Inoculation rate may cause undesired varlation in product quality, lower
production efficlency, product yleld losses, patential fermentation fallures and an increased risk of bacteriophage attacks.

Directions for Use

Remove cultures from the freezer just prior to use. Sanitize the top of the pouch with chlorine. Open the pouch and pour
the freeze-dried granules directly Into the pasteurized product using slow agitation. Agitate the mixture for 10-15 minutes
to distribute the culture evenly. The racommended Incubation temperature is 35-45°C (95-113°F). For more information on
specific applications see our technical brochures and suggested recipes

www chr-hansen . com Page: 1(4)
The Information contalned herein Is 1o the best of our knowledge and belief, true and accurite and the product(s) mentioned herein dofes) nat Infringe the
Intedlectual praperty rights of any third party. The product (s) may be covered by pending ar issued patents, registered or unregistered trademarks, or imilar
intellectual property rights. All rights reserved
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nproving food & health

STI-12

Product Information

Version: 5 PI EU EN 11-11-2019

Range

Cultures In this series Include frazen cultures STI-06, STI-07, ST1-08 and STI-09 and freeze-dried cultures ST1-12, STI-13,
STI-14 and STI-15

Technical Data

Acidlification curve

— 35'C/95°F
-=- 41°CH108°F
-==+ 43°CI08°F

NwawnN®

wo

Lelolabololotolalylel
ox

oo
0

ARG R N R N B B RN |

| S L o i s . [ [,
0123 45¢6 78 911121314151617 18
Time (hr)

Fermentation conditions:
Lab milk 9.5 % T.S.: 140°C/8 seconds - 100 C/30 minutes
Inoculation: 500U/5000L

Other Information

Salt sensitivity

- 50% inhibition: 2.7% NaCl

- 100% Inhibitlon: >3 0% NaCl

Analytical Methods
References and analytical methods are available upon request

Dietary information

Kosher: Kosher Dairy Excl. Passaver
Halal Certifled

VLOG: Conform

Legislation

Chr. Hansen's cultures comply with the general requirements on food safety laid down In Regulation 178/2002/EC, Lactic
acld bacteria are generally recognized as safe and can be used in food, however, for specific applications we recommend to
consult national legislation

The product Is intended for use In food.

weww_chr-hansen com Page: 2(4)
The Information contained herein Is 10 the best of our knowledge and bellef, true and accurate ad the product(s) mentioned hereln dodes) not infringe the
Intedlectual praperty rights of any third party  The product(s) may be covered Dy pending or lssued patents, registerad or Wwiegistered trademarks, o simifar
intetlectual praperty rights. All rights reserved
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STI-12

Product Information
Version: 5 PI EU EN 11-11-2019

Food Safety

No guarantee of food safaty Is implied or Inferred should this product be used in applications other than those stated In the
Usage section. Should you wish to use this product In another application, please contact your Chr. Hansen representative
for assistance

Labeling
Suggested labeling “lactic acid culture” or “starter culture®, however, as legisiation may vary, please consult national
legisiation.

Trademarks

Product names, names of concepts, logos, brands and other trademarks referred to In this document, whether or not
appearing In large print, bold or with the ® ar TM symbal are the property of Chr. Hansen A/S or an affillate thereof or used
under license. Trademarks appearing in this document may not be registered in your country, even If they are marked with
an®,

Technical support
Chr. Hansen's Application and Product Development Laboratories and personnel are available if you need further
Information

GMO Information
In accordance with the below mentioned legislation of the European Unlon we can Inform that:

$T1-12 Is not a GM (genetically madified) food *,

It does not contaln or consist of GMOs and Is not produced from GMOs In accordance with Regulation 1829/2003" an GM food
and feed

As such GM labelling Is not required for STI-12 or the food it is used to produce®™. Moreover, the product does not contain
any GM labelled raw materials,

* Regutation (EC) No 1829/2003 of the European Parllament and of the Cownll of 22 September 2003 on genetically modified food and feed
** Regulation (EC) No 183072003 of the European Parliament and of the Councll of 22 Seplamber 2003 concerning the traceability and labelling of genetically
madified organisms and the traceability of food and feed products produced fram genetically modified arganisms and amending Directive 2001/ 18/EC

Please note the information presented here does not imply that the product can elther be wsed in, or is externally certified to be used In, food or feed
labelled as ‘organic’ or ‘'GMO free’. Requirements to make these claims vary per country, please contoct us for move Information.
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The Information contained herein is 1o the best of our knowfedge wid beliel, true and accwate and the product{s) mentioned herein dofes) not infringe the
Intetlectual property rights of any third party. The product(s) may be covered by pending or issued patents, registered or wiregistered trademarks, or similar
intedlectual praperty rights. All rights reserwd.
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WNM,{M & health

STI-12

Product Information
Version: 5 PI EU EN 11-11-2019

All lon

ereals contalning gluten® and products thereof No
Crustaceans and products thereof No
Eggs and products thereof No
Ish and products thereaf No
anuts and products thereof No
Soybeans and products thereof No
Milk and products thereof (including lactose) Yas
INuts® and products thereof No

elery and products thereof
Mustard and products thereof
[Sesame seeds and products thereof
Lupine and products thereof
Mollusks and products thereof

Sulphur dioxide and sulphites (added) at concentrations of more than
0 mg/kg or 10 mg/litre expressed as SO No

HEEHEB

¥ Please consult the EU Regulation 1169/2001 Annex If for a legal definition of comman allergens, see European Union law a1 www eur-lex. esrops ey

he-hansen ¢ Page: 4 (1)
The Information contalned harein is 10 the best of owr knowledge and belief, true and accurate and the product(s) mentioned herein dofes) not infringe the
Intediloctunl praperty rights of any third party. The product (s) may be coveved by pending or issbed patents. registered or wiregistered trademarks, or simifar
Intedlectual praperty rights. All rights reserved
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Anexo C

Tabla 12

Pesos del biosurfactante obtenido con respecto al tiempo y temperatura

24 horas 48 horas 72 horas
38°C 0.098 0.105 0.112
0.096 0.109 0.121
0.093 0.102 0.102
40°C 0.021 0.132 0.093
0.025 0.141 0.088
0.019 0.141 0.081
42 °C 0.051 0.078 0.112
0.079 0.099 0.111
0.044 0.077 0.068
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