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RESUMEN

‘La biodegradacion de hidrocarburos estd limitada en parte por la disponibilidad del
substrato para los microorganismos degradadores. Los surfactantes, en
concentraciones superiores a la concentraciéon micelar critica (CMC), concentracién
minima para la formacion de micelas, aumentan la solubilidad de los hidrocarburos
en la fase acuosa y asi la disponibilidad para los microorganismos. Por debajo de la
CMC, pueden favorecer la degradacion aumentando la velocidad de transferencia de
masa entre las fases. Los surfactantes pueden ser producidos por algunos
microorganismos de la poblacion degradadora o pueden ser agregados al sistema. En
este trabajo, se estudié el efecto del agregado de un biosurfactante producido por
Bacillus subtilis O9 en la degradacién de un residuo hidrocarburado proveniente de
sentinas de barcos. Los ensayos se realizaron en frascos agitados a 25° C,
conteniendo agua de mar, nutrientes, y la poblacién autéctona bicaumentada del
mismo residuo. En presencia de 4 CMC, se observé una mayor degradaciéon de
hidrocarburos alifaticos y arométicos y un mayor crecimiento microbiano. Con 0,5
CMC, concentracion a la cual no se forman micelas, no se obtuvieron diferencias
significativas en la degradacion ni en el crecimiento microbiano, con respecto al
cultivo sin adicion de biosurfactante. El agregado de biosurfactante no alterd
significativamente la composicion de la poblacion microbiana del residuo. Este
biosurfactante tendria una aplicacién potencial para mitigar el impacto ambiental
producido por derrames de hidrocarburos.

INTRODUCCION

L

Los surfactantes son moléculas anfipaticas, que tienen una parte hidrofébica y
otra hidrofilica. Esta propiedad los hace capaces de disminuir la tensién superficial e
interfacial, y de formar micelas, que a su vez permiten la formacién de
microemulsiones de una fase oleosa en una fase acuosa o viceversa (Desai y Banat,
1997).

La mayoria de los surfactantes usados hoy, son sintetizados quimicamente a
partir del petroleo. Muchos microorganismos son capaces de sintetizar
biosurfactantes utilizando diferentes substratos. El interés en estos productos de debe
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una scrie de ventajas con respecto a los surfactantes sintéticos, como la
biodegradabilidad, la posibilidad de produccion en fuentes renovables y una mayor
variedad en sus estructuras, y mayor selectividad y efectividad en condiciones
extremas.

 Una de las potenciales aplicaciones de los biosurfactantes es su aplicacion en la
biorremediacién de ambientes contaminados con hidrocarburos y en el tratamiento de
residuos de la industria petroquimica.

Bacillus subtilis O9 es un microorganismo que fue aislado de sedimentos
contaminados y que es capaz de producir biosurfactantes cuando es cultivado en un
medio conteniendo sacarosa. El surfactante producido por Bacillus subtilis O9 es uno
de los que producen un mayor descenso de la tension superficial. La tension
superficial del agua a 25° C es igual a 72 dinas/cm. El surfactante producido por esta
bacteria hace que la tensién superficial descienda hasta aproximadamente 28
dinas/cm (Moran y col. 1998) mientras que los valores alcanzados por la mayoria de
los surfactantes sintéticos alcanzan valores entre 30 y 35 dinas/cm (Fietcher, 1992).

La biodegradacion de hidrocarburos por la poblacién microbiana nativa es el
mecanismo biolégico primario por el cual los hidrocarburos son removidos del
ambiente. Esta biodegradacion estd limitada por la baja solubilidad de los
hidrocarburos en la fase acuosa en la que estan los microorganismos. Los surfactantes
tienen la propiedad de aumentar el area interfacial y la concentracion en la fase
acuosa de compuestos de baja solubilidad, tornando estos sustratos insolubles mas
accesibles para los microorganismos. (Desai y Banat, 1997; Rouse y col., 1994).

La remediacion de sitios contaminados con hidrocarburos por
microorganismos es una tecnologia emergente que implica la aplicaciéon de
surfactantes (Desai y Banat, 1997). Los biosurfactantes poseen la ventaja, con
respecto a los surfactantes sintéticos, de no causar efectos adversos en el ambiente.
Por otra parte se ha reportado que el agregado de surfactantes sintéticos resultd en
muchos casos en la inhibicién de la biodegradacion (Rouse y col. 1994).

En la remediacion de sitios contaminados se ha considerado la adicion de
microorganismos productores de biosurfactantes para estimular la biodegradacion.
Esto ofreceria la ventaja de proveer surfactantes no toxicos y biodegradables en
forma continua y a bajo costo (Shreve y col.,, 1995). Para que un Mmicroorganismo
productor de biosurfactantes cause efectos positivos en la recuperacion de un sitio
contaminado, el microorganismo debe ser capaz de producir biosurfactantes en forma
efectiva, bajo condiciones ambientales. Sin embargo, la inoculaciéon con
microorganismos exégenos ha dado resultados ambiguos. Una alternativa ante esta
situacion es el agregado del biosurfactante producido exégenamente. La literatura cita
diversos casos en los cuales esta alternativa ha resultado en un aumento de la
biodegradacion (Desai y Banat, 1997; Bertrand y col. 1994).

El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad del biosurfactante
producido por Bacillus subtilis O9 para estimular la degradacion de un-residuo
hidrocarburado por la poblacién autéctona bioaumentada del mismo. El residuo
utilizado en este trabajo proviene de piletas ubicadas en el basurero municipal de la
ciudad de Puerto Madryn donde se acumulan los residuos colectados de sentinas de
buques.
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DESARROLLO

ATERIALES Y METODOS.

Produccién y preparacion del biosurfactante. Bacillus subtilis 09 fue cultivado en
“enlenmeyers de 250 mL conteniendo 75 ml de un medio mineral con sacarosa y
‘extracto de levadura. El cultivo se llevo a cabo por 24 horas a 30° C en un agitador
‘rotatorio a 160 rpm. Los cultivos se centrifugaron a 12000 g para separar las células.
El sobrenadante obtenido fue llevado a pH 2 con 4cido clorhidrico 6N. En estas
condiciones el biosurfactante precipita, junto con otros productos. El precipitado
‘obtenido fue resuspendido en agua destilada y el pH fue ajustado aproximadamente a
8,5. La concentracién de surfactante en esta preparacién fue aproximadamente 200
CMC.

‘Experiencia de biodegradacién de hidrocarburos. La degradaciéon del residuo
hidrocarburado fue llevada a cabo en erlenmeyers de 125 ml conteniendo 40 ml de un
medio preparado con agua de mar filtrada (Millipore 0,45u). Este medio fue
suplementado con 1 g/L de nitrato de amonio, 4 ml/L de una solucién de fosfato
(Na2HPO4.12H20 0,07M y NaH2PO4 0,03M) y 0,2 g/L de extracto de levadura. Las
cantidades de inéculo, biosurfactante y residuo de sentinas estéril agregadas a cada
cultivo se detallan en la Tabla 1. El in6culo consistid de un cultivo con el mismo
medio usado en la experiencia de biodegradacién suplementado con 0,5 g/L de
glucosa y 1% del residuo no estéril. Los erlenmeyers fueron incubados en un agitador
reciproco a 25° C durante 7 dias. Se tomaron muestras periddicas para determinacién
de crecimiento celular y al término de la incubacién se determinaron los
hidrocarburos remanentes.

Determinacién del crecimiento celular. El crecimiento fue evaluado midiendo la
absorbancia a 450 nm de los cultivos.

Determinacién de la concentracién de surfactante. Se determind la concentracién
de la preparacién de biosurfactante midiendo la tension superficial de diferentes
diluciones de las muestras.

Determinacién de hidrocarburos remanentes. Con el fin de recuperar los
hidrocarburos no degradados al término de periodo de incubacion, los cultivos y
controles fueron extraidos con 2 alicuotas de 50 ml de hexano. Los extractos se
combinaron y se llevaron a un volumen de 100 ml. Se tomé una alicuota de 1 ml de
este extracto y se evapor6 a sequedad a temperatura ambiente para evitar la pérdida
de los hidrocarburos mas volatiles. El residuo se redisolvié en hexano (0,2 ml) y se
pas6é a través de una columna de fraccionamiento de alimina para separar los
hidrocarburos alifaticos de los arométicos. La columna se eluy6 primero con hexano
para colectar la fraccion de alifaticos, y luego con una mezcla de 7:3 hexano y
cloruro de metileno, seguida por cloruro de metileno puro para colectar la fraccién de
aromdticos. Los hidrocarburos alifaticos fueron medidos usando un cromatégrafo
gaseoso, equipado con columna capilar, detector de ionizacién a la llama y un
inyector splitless. Se cuantificaron alifaticos resueltos (n-alcanos, pristano y fitano) y
mezcla compleja no resuelta (MCNR). La identificacion y cuantificacion de los
hidrocarburos se realiz6 por comparacién con mezclas de estindares externos de
alcanos. Los aromaticos totales se cuantificaron por fluorescencia, a una longitud de
onda de excitacion de 310 nm y de emision de 360 nm. La calibracion fue realizada
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de criseno.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos por cromatografia gaseosa de la fraccion de
hidrocarburos alifaticos del residuo de sentinas mostraron que contenia la serie
homéloga de n-alcanos comenzando en n-Cl1 hasta aproximadamente n-C30, con
predominancia de alcanos de bajo peso molecular (n-alcanos <20). La mezcla
compleja no resuelta presenté una distribucién bimodal caracteristica de la presencia
de fracciones livianas y pesadas de hidrocarburos. Una parte de la misma se extendié
por debajo de la zona comprendida entre el n-C12 y el n-C19 con un maximo cerca
de los C15 y C16; la otra a partir del n-C23 con un méaximo en el n-C28 y n-C29
(Figura 1).

El residuo de sentinas usado en esta experiencia contenia aproximadamente
60,83 mg/ml de alifaticos resueltos, 226,0 mg/ml de MCNR, 286,9 mg/ml de
alifaticos totales y 31,79 mg/ml (en equivalentes de criseno) de aromaticos totales.

El biosurfactante en una concentracién inferior a la concentraciéon micelar
critica no afecté el crecimiento celular en comparacién al cultivo bioaumentado sin
biosurfactante, mientras que en una concentracion de 4 CMC se observé una fase de
crecimiento més prolongada y que el crecimiento alcanzado es mucho mayor (Figura
2).

Se determinaron los porcentajes de biodegradacion de los cultivos
bioaumentados, sin surfactante (CH) y con concentraciones sub-CMC (CHB-) y
supra-CMC (CHB+) del biosurfactante. También se determiné la capacidad de
biodegradacion de la preparacién de biosurfactante, sin el agregado de inéculo de la
poblacién degradadora (CADPB). En todos los casos los porcentajes se calcularon
con respecto a un control de evaporacion (CE) estéril. El biosurfactante en una
concentracion de 4 CMC aument6 la degradacién de alifaticos totales con respecto al
cultivo sin biosurfactante, pero el efecto mas pronunciado se observa en la
degradacion de arométicos, la cual no es apreciable excepto en el cultivo con 4 CMC.
Por lo tanto, solamente la combinacién de la bioaumentacion y agregado de
biosurfactante en una concentraciéon superior 2 la CMC produjo un aumento en la
biodegradacién de los hidrocarburos. Por otro lado, la biodegradacion observada en
los cultivos sin inéculo y con biosurfactante, puede deberse a la presencia de esporas
de Bacillus subtilis 09, las cuales son estructuras de resistencia que pueden haber
estado presentes en la preparacion de biosurfactante, debido a que esta preparacion se
us6 en forma no estéril.

Por otra parte, el anélisis microbiologico de la poblacion microbiana presente
en el inoculo, reveld la presencia de una levadura, identificada como Rhodotorula,
glutinis y dos bacterias, bacilos gram negativos, no hemoliticos. Los mismos
microorganismos estaban presentes después de 96 horas de cultivo con residuo de
sentinas y 4 CMC de biosurfactante, més un microorganismo, con capacidad
hemolitica, la cual es indicativa de la produccion de biosurfactantes, que podria ser
Bacillus subtilis O9. Esto fue indicativo de que la presencia del biosurfactante no fue
perjudicial para los microorganismos presentes en el inoculo.

En otros casos también se ha observado que surfactantes de origen microbiano
han estimulado la biodegradacion de hidrocarburos. El ramnolipido producido por
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~ este microorganismo (Shreve y col., 1995). El agregado del biosurfactante producido
"“pgr Candida lipolytica a cultivos con hexadecano, resulté en un aumento en la
degradacion y en una maxima tasa de crecimiento (Pareilleux, 1979). El agregado del
biosurfactante producido por Pseudomonas aeruginosa UG2 fue capaz de aumentar la
degradacion de hidrocarburos alifaticos por microorganismos de un suelo
contaminado (Jain y col. 1992). Por otro lado, la mayoria de los surfactantes
sintéticos, provocaron una inhibicion de la biodegradacion en concentraciones
superiores a la CMC (Rouse y col, 1994).

Actualmente, el uso de biosurfactantes en la industria quimica y alimenticia, en
general, no es competitivo a causa de su alto costo de produccién asociado a las
etapas de fermentacion y de purificacion. Para esta aplicacion, la produccién requirié
un tiempo relativamente corto (24 h) en comparacién a otros procesos fermentativos
y la preparacién se us6 en forma de un extracto crudo que no implica un proceso
complejo de purificacién. El sustrato utilizado fue sacarosa, la cual podria ser
reemplazada por melazas que son residuos de la industria azucarera. Cabe destacar
que la produccién es susceptible de ser optimizada en cuanto a la composicién del
medio y las condiciones de cultivo, y de escalamiento.

CONCLUSIONES

El biosurfactante producido por Bacillus subtilis O9 aplicado en una
concentracion superior a la concentracién micelar critica estimulo la biodegradacion
de hidrocarburos del residuo estudiado y el crecimiento de la microbiota presente.
Este biosurfactante podria resultar de utilidad en el tratamiento de residuos
hidrocarburados.
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Inéculo  Biosurfactante ~ Residuo de

sentinas
Control de evaporacion (CE) 6 ml/l
| de actividad degradadora de la

cion de biosurfactante (CADPB) 4CNE o al

imiento en la preparacion de :
rfactante (CPB) 10 mi/l 4 CMC

imiento en hidrocarburos (CH) 10 ml/l 6 ml/l

imiento en hidrocarburos con '

pactante sub-CMC (CHB.) 10m1 - 0.5CMC 6 miA

ecimiento en hidrocarburos con
urfactante supra-CMC (CHB+) 10 ml/l 4 CMC 6 ml/1

- Tabla 1. Cultivos realizados para la experiencia de biodegradacién
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Figura 2. Crecimiento de los cultivos bioumentados en residuo de sentinas,
sin biosurfactante (CH), y con concentraciones sub-CMC (CHB-) y supra-
CMC (CHB+)
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Figura 3. Porcentajes de biodegradacion de hidrocarburos alifaticos y aromaticos

203



14 151617 18 19 20

21
13 o 3 22

23
24

25
26

‘ 11 o

| | ] | ]

I i

I
0 20 40 60 80
Tiempo de retencién (min)

Figura 1. Analisis por cromatografia gaseosa del residuo de sentinas
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