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Resumen
El proceso de biorremediacion en suelos contaminados con hidrocarburos, llevado a cabo con
surfactantes, estd condicionado por las capacidades fisiol6gicas de los microorganismos, la
estructura quimica del hidrocarburo, el tipo de surfactante y los factores ambientales del suelo.
Aplicar surfactantes en una biorremediacién puede actuar incrementando la biodisponibilidad
del hidrocarburo mediante la accién paralela de la desorcién y solubilizacién del contaminante,
permitiendo la transferencia de masa y biodegradacién. Pero también puede actuar en una
inhibicién y/o toxicidad de la poblacion microbiana. La presente revision tiene por objeto
describir los efectos de los surfactantes en el proceso de biorremediacion dandole un énfasis a
los efectos que influyen en la biodisponibilidad y finalmente discutir sobre los factores que
ocasionan la inhibicién y toxicidad.
Palabras clave: Biodisponibilidad, surfactantes, biodegradacién, hidrocarburos, solubilizacion

micelar

Abstract

Bioremediation process in soil contaminated with hydrocarbons, carried out with surfactants, is
conditioned by physiological capabilities of microorganisms, chemical structure of hydrocarbon,
surfactant type and environmental factors of soil. Applying surfactants in bioremediation may act
by increasing the bioavailability of oil by the parallel action of the contaminant desorption and
solubilization, allowing mass transfer and biodegradation. However it can produce or cause an
inhibition and / or toxicity. The aim of this review is to describe the effects of surfactants in the
bioremediation process giving emphasis to the effects that influence the bioavailability and
finally to discuss factors causing inhibition or toxicity.
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1. INTRODUCCION

La contaminacién ambiental ocasionada por el petréleo y productos petroquimicos
(mezclas complejas de hidrocarburos) se reconoce como uno de los mas graves problemas de
la actualidad, sobre todo cuando se asocia a los derrames accidentales a gran escala (1).

Una vez derramado este contaminante en el suelo, la mayoria de los compuestos
alifaticos se pierden por volatilizacion, mientras que algunos hidrocarburos como los policiclicos
persisten en la superficie (2), generando un gran impacto en virtud de sus efectos tdxicos y
recalcitrantes para los seres vivos (3). Los hidrocarburos mas estudiados son benceno, tolueno,
etilbenzeno y xileno agrupados también bajo la apelacion BTEX y los poliaromaticos (HAP), el
diaromatico naftaleno y los triaromaticos fenantreno, antraceno y fluoreno (4) que generan un
impacto negativo a los ecosistemas y a la salud de los seres vivos (5).

Entre las técnicas mas empleadas hasta ahora para la eliminacion de los hidrocarburos
presentes en los suelos, podemos citar la extraccion de hidrocarburos por vacio, el lavado del
suelo contaminado con agua, la incineracion y la recuperacion electrocinética entre otros (6).
Se estima que los costos de restauracion de residuos peligrosos pueden acercarse a 1,7
billones de ddlares en los préximos 30 afos tan solo en E.U.A. (7). Con algunas de estas
técnicas se han conseguido efectos positivos, pero su elevado costo econémico constituye hoy
en dia un obstaculo muy a tener en cuenta para su empleo (Tabla 1). Por ello, se ha planteado
la posibilidad de buscar alternativas viables para la eliminacioén de los hidrocarburos contenidos
en los suelos que sean ambientalmente correctas, simples y econdmicas. Aparecen asi las
técnicas de biorremediacion, que consisten en hacer uso de microorganismos o plantas para
conseguir eliminar mediante biodegradacién una contaminacién por organicos (8), y constituye
una tecnologia en clara expansién y muy competitiva, capaz de conseguir la biodegradacién de

los hidrocarburos contenidos en los suelos.

Tabla 1 Costos de tratamientos. Ref. (9)

Tratamiento Costo por tonelada (ddlares, E.U.A.)
Depésito $140-200
Incineracion $150-140
Estabilizacién/fijacion $100-200
Biorremediacion $15-17

Numerosos microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y levaduras, son conocidos
por su capacidad para degradar hidrocarburos (10). Contaminantes presentes en la fase liquida
no acuosa (NAPL, por sus siglas en inglés) o absorbidos en la matriz del suelo no suelen estar
disponibles para la degradacién microbiana, por lo que la tasa de degradacion es a menudo
limitada por problemas de transferencia de masa (11).

Dependiendo de las caracteristicas del suelo y del contenido de materia orgéanica, los
hidrocarburos de mayor peso molecular y menor solubilidad pueden adsorberse en los

microporos de las particulas del suelo, resultando con esto ser inaccesibles como fuentes de
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carbono y energia para los microorganismos. Ante este escenario los surfactantes actian
logrando incrementar la biodisponibilidad mediante la accién paralela de la desorcion y
solubilizacién del contaminante (2,12,13). Sin embargo la toxicidad e inhibicién puede reducir el
potencial de las aplicaciones en la biorremediacion (7). Para elegir un surfactante para la
biorremediacién se debe tener en cuenta el tipo de contaminante que se desea remediar, las
propiedades del suelo asi como las propiedades del propio surfactante y por dltimo la
existencia de microorganismos degradadores del contaminante que se trate de remediar (14).

Los surfactantes son esenciales para el proceso de biorremediacién, esto confirma el
hecho de que algunos microorganismos producen su propio surfactante (biosurfactante) para
solubilizar compuestos orgénicos hidrofébicos (15).

En este articulo se analizan y discuten las interacciones que existen entre el
hidrocarburo, el surfactante y los microorganismos presentes en el suelo, con relacién a su
biodisponibilidad y biodegradabilidad, asi como el efecto de inhibicibn o toxicidad del
surfactante en la poblacion microbiana.

2. POTENCIAL DE LA BIORREMEDIACION EN SUELOS CONTAMINADOS CON
HIDROCARBUROS

Los suelos contaminados son, por lo general, colonizados por diferentes especies que
se adaptan a las fuentes de energia presentes en el sitio. Se estima que en un gramo de suelo
en condiciones naturales (no afectadas por acciones antropogénicas) se pueden encontrar
hasta 600 millones de bacterias, entre las cuales pueden existir entre 15 mil y 20 mil especies

distintas, en la Tabla 2 se presentan las bacterias mas representativas del suelo (16).

Tabla 2. Composicién de bacterias en el suelo Ref. (17).

Género Bacterias en el suelo
(%)
Arthrobacter 5-60
Bacillus 5-67
Pseudomonas 3-15
Agrobacterium 1-20
Alcaligenes 1-20
Flavobacterium 1-20
Corynebacterium 2-12
Micrococcus 2-10
Taphylococcus <5
Xanthomonas <5
Mycobacterium <5

En los suelos contaminados con hidrocarburos, las bacterias y hongos capaces de

utilizar hidrocarburos (18) representan el 1% de la poblacién total siendo aproximadamente 10*
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a 10° células por gramo de suelo, también se han encontrado cianobacterias y algas capaces
de degradar hidrocarburos. Los suelos contaminados con hidrocarburos contienen mas
microorganismos que los suelos no contaminados, pero su diversidad es mas reducida (19).
Todos los ecosistemas contienen algun tipo de microorganismo degradador de hidrocarburos,
solo que varia su cantidad y diversidad (16). Se conoce que las bacterias son el grupo
microbiano mas versatil en la biodegradacién de hidrocarburos, el 96% de las aisladas en
medios liquidos (lagos, rios y lagunas) presentan capacidad de crecer y emulsificar
hidrocarburos (20). Leahy y Colwell (21) reportan que los microorganismos degradadores mas
importantes tanto en el agua como en el suelo son: Pseudomonas sp, Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Flavobacterium y Norcadia.

Los hidrocarburos con menos de 10 atomos de carbono o bien de tres 0 menos anillos
aromaticos tienden a ser féciles de degradar (22,23). Igualmente algunos estudios han
revelado que practicamente todos los HAP con menos de 5 anillos son al menos parcialmente
biodegradables por una variedad de microorganismos tanto aerobios como anaerobios (7). El
benceno, xileno y tolueno, son ejemplos de componentes de la gasolina que se degradan con
facilidad; por otro lado, algunas estructuras moleculares complejas como parafinas ramificadas,
olefinas o alcanos ciclicos, son mucho mas resistentes a la biodegradacion (9). Las resinas y
asfaltenos se consideran como compuestos resistentes a la biodegradacion, esto se debe a
que su estructura es muy compleja y deben intervenir diferentes tipos de enzimas que sean
capaces de oxidar tanto alcanos lineales como ciclicos, aromaticos, policiclicos vy
heteropoliaromaticos (24,25). Pseudomona eruginosa es de los pocos organismos capaces de
degradar alcanos de cadena ramificada (26). Durante la biodegradacién ocurren dos eventos
principales: el consumo del sustrato y el crecimiento microbiano, los cuales estan
estrechamente relacionados (13). La respuesta de los microorganismos degradadores de
hidrocarburos a un agente surfactante dependerda de una serie de factores tales como la
ultraestructura celular, la capacidad de biodegradacién o flujo de salida, concentracion del
surfactante y la biodisponibilidad (26). Se estima que se necesitan de 10% a 10* UFC/g suelo de
microorganismos para una biodegradacion y 10° a 10® UFC/g de heterétrofos totales en el
suelo capaces de metabolizar y mineralizar el contaminante hasta CO, y H,O (27).

Numerosos estudios sefialan algunos factores ambientales que influyen en la
biodegradacién del hidrocarburo de los cuales se destacan: la presencia de nutrientes, oxigeno,
humedad y una adecuada temperatura. Si se aplican surfactantes junto con los factores
ambientales antes mencionados, se puede incrementar considerablemente el proceso de

biorremediacion.

3. APLICACION DE SURFACTANTES EN LA BIORREMEDIACION DE SUELOS
CONTAMINADOS CON HIDROCARBUROS
La biorremediacion se ha visto favorecida con la presencia de surfactantes y/o

biosurfactantes, en donde la biodisponibilidad se ha considerado como uno de los factores mas
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benéficos para la biorremediacion y la posible inhibicién y/o toxicidad como los factores
adversos a considerar.

Cualquier nueva tecnologia, como lo es la biorremediacion con la aplicacion de
surfactantes, pueden implicar ciertos riesgos. Sin embargo, reconocer los factores de riesgo es

un primer paso para reducirlos o evitarlos.

3.1 Los surfactantes

Los surfactantes son moléculas que tienen una fraccion de cabeza polar hidrofilica y
una cola hidrofébica de fraccién no polar (28) (Figura 1), manteniéndose principalmente en la
interfase aceite/agua o aire/agua (29).

Figura 1. Ubicacibn de la molécula de

]
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‘4_,, *% surfactante en la interfase. Si el surfactante
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—>

puede estar rodeado de moléculas de agua

[5]

(solvatacion). Si el surfactante esta disuelto

Parte Polar
_

en una fase oleica, su grupo apolar posee

interacciones con el solvente (29).

El uso potencial de los surfactantes para remediar suelos contaminados con
hidrocarburos depende principalmente de las capacidades fisioldgicas de los microorganismos,
la estructura quimica del hidrocarburo y los factores ambientales del suelo (12,30,31).

En un sistema la adicion de surfactantes puede tener dos consecuencias: en primer
lugar puede mejorar la dispersion y la pseudosolubilizacion como fue demostrado por Breuil y
Kushner (32) quienes sefalan que los acidos grasos Ci y Cqg Yy los surfactantes Triton X-100,
FI-70, 75 y Brij, estimulan el crecimiento de Pseudomonas eruginosa en hexadecano. En
segundo lugar, la presencia de surfactante liquido-liquido puede inhibir la adhesién bacteriana
a esa interfaz, reduciendo la tasa de degradacion, esto se demostrd por primera vez por Aiba et
al (33) para la degradacién de n-dodecano y tetradecano en presencia de Tween 20 y para el
n-hexadecano por Mimura et al (34). En la tabla 3 se presentan las ventajas y desventajas de

los surfactantes.
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Tabla 3 Ventajas y desventajas de los surfactantes

Ventajas Ref. | Desventajas Ref.

o Se le atribuye el aumento de o Su toxicidad y los efectos de los
solubilidad y biodisponibilidad. intermedios  (residuos) suelen 36

o De facil comercializacion, distribucién | 35 ser mas téxicos que los
y a bajo costo. compuestos originales

o Mejora la degradacion del o Degradacion preferencial del
hidrocarburo surfactante, puede disminuir la

o Algunos son biodegradables 14 degradacion del contaminante, 57

o Se podria utilizar como sustrato la degradacion del surfactante 38
primario cuando el contaminante se reducira el efecto de la
degrada biodisponibilidad.
co-metabdlicamente.

3.2 Los Biosurfactantes

Algunos microorganismos pueden sintetizar sus propios surfactantes a los cuales se les
conoce como biosurfactantes, incluso pueden sinterizar en condiciones extremas (39), la
mayoria son neutros o de carga negativa, se clasifican por su composicion quimica en:
glicolipidos, lipopeptidos y lipoproteinas, fosfolipidos, acidos grasos y poliméricos (40). En la

tabla 4 se presentan las ventajas y desventajas de los biosurfactantes.

Tabla 4 Ventajas y desventajas de los biosurfactantes

Ventajas Ref. | Desventajas Ref.

o Son biodegradables o La produccién a gran escala de

o Menos téxicos que los sintéticos biosurfactantes es compleja y dificil. 42

o Las moléculas de superficie se adaptan 43
a los cambios de sustrato de o Algunos biosurfactantes pueden ser 44
crecimiento tan toxicos como los sintéticos.

o Tienen estructuras definidas. 41 | o Pueden competir con el

o Mejora la degradacion del hidrocarburo hidrocarburo como sustrato

o Se le atribuye el aumento de preferencial. %0
solubilidad y biodisponibilidad. o La produccion de biosurfactantes no

o Son amigables al medioambiente. es econémicamente viable.

Van Hamme et al (45) sefalan que el biosurfactante en realidad puede tener una
actividad antimicrobiana y es probable que los microorganismos produzcan moléculas tales
como agentes antagonistas para ganar ventaja competitiva por el sustrato en las comunidades
microbianas (es decir, amensalismo). Dicho lo anterior, a pesar de que el interés en

biosurfactantes va en aumento, estos compuestos no compiten econémicamente con los

125




Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 9, diciembre 2010 - quimicaviva@aqb.fcen.uba.ar

surfactantes sintéticos (46). Para ser efectivo el uso de surfactantes sintéticos en la
biorremediacioén los esfuerzos deben estar dirigidos en el desarrollo de surfactantes sintéticos

no téxicos que imiten la estructura de los surfactantes naturales (43).

3.3 Factores benéficos de los surfactantes en el incremento de la biodisponibilidad

Uno de los parametros principales que influyen en el alcance de la biodegradacién es
su biodisponibilidad y este es un objetivo prioritario para el campo de biorremediacion (47). Los
contaminantes hidréfobos no son facilmente biodisponibles debido a su baja solubilidad acuosa
0 su tendencia en adsorberse fuertemente al suelo (48,49). Se acepta que la biodisponibilidad
es el factor mas importante para que la degradacion bioldgica termine siendo lenta, ademas
parece disminuir con el tiempo del envejecimiento del suelo (7). La biodisponibilidad limitada de
un contaminante se presenta cuando su tasa de degradacidon por microorganismos esta
afectada por una barrera fisico-quimica entre el contaminante y los microorganismos. Para
comprender mejor el proceso de biodisponibilidad es necesario comprender las interacciones
entre el suelo, los contaminantes y los microorganismos (50). En la Figura 2 se muestra el
esquema de las interacciones entre microorganismo, el suelo, contaminante y surfactante, en
donde se describen las interacciones para la biodisponibilidad.

Figura 2. Las fases de interacciones: I.-
sorcion de contaminantes, Il.- sorcion de la
molécula de surfactante, Ill.- solubilizacién del
contaminante, IV.- contaminante fase acuosa
para los microorganismos, V.- particion de
contaminante entre la fase agua y la micela,
VI.- sorcién de micela al microorganismo, VII.-

contaminante fase sélida al microorganismo y

VIIl.- sorciéon del microorganismo al suelo.
Imagen modificada de Volkering (14).

El efecto méas importante del surfactante entre el suelo y el contaminante es la
estimulacién del transporte de masa del contaminante desde el suelo hasta la fase acuosa,
donde se puede dar la biodisponibilidad, la cual esta influenciada por; las interacciones de
surfactante-células, interacciones célula-contaminante e interacciones de superficie de
contaminantes, esto va relacionado con tres mecanismos; la emulsiébn de contaminantes
liquidos, solubilizacion micelar y la facilidad de transporte. Un contaminante adsorbido puede
facilitar el transporte en el suelo, siendo este el efecto mas importante de los surfactantes en
biorremediacién, por lo tanto, la reduccién de la tension interfacial y de superficie son
probablemente los mejores parametros para la seleccion del surfactante en la remediacion

biologica del suelo (51). Los factores que influyen en la biodisponibilidad son los siguientes.
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3.3.1 La emulsién de contaminantes

Muchos de los contaminantes persistentes tiene baja solubilidad en agua y por tanto la
biodisponibilidad es mejorada con la adicion de surfactantes, al reducir la tension superficial e
interfacial entre liquidos, sélidos y gases, les permite dispersarse facilmente en emulsiones
(52), lo cual se traduce en un aumento de superficie de contacto que permite la mejora de
transporte de masa del contaminante a la fase acuosa y la movilidad adsorbida de la fase
liquida del contaminante (53), por lo tanto la movilidad del contaminante a la fase de agua es
removido con una emulsién. La emulsificacién del surfactante puede aumentar el metabolismo
microbiano con el hidrocarburo y puede incrementar la actividad enzimatica microbiana o bien
facilitar el transporte del sustrato organico de las células microbianas (31). En suelos hidrofobos
que tienen un contenido critico de humedad més alla de como se comporten como suelos
hidrofilicos, una pequefia cantidad de surfactante puede emulsionar un poco de agua y luego

promover el comportamiento hidrofilico (54).

3.3.2 Concentracion Micelar Critica

La Concentracion Micelar Critica (CMC) es la concentracion minima para que el
surfactante forme agregados llamados "micelas", los cuales son responsables de las
propiedades de solubilizacién y de detergencia. Algunos estudios han demostrado que la
biodisponibilidad se puede aumentar mediante la adicion de los surfactantes en niveles
inferiores de la CMC (11). La CMC de los surfactantes en disolucién acuosa varia con la
estructura de surfactantes, la temperatura de la solucién, la presencia de compuestos
organicos, electrolitos, entre otros (28). Por lo tanto, un surfactante con un valor menor de CMC
serd mas deseable si puede llegar a solubilizar contaminantes en concentraciones bajas, con
un minimo de exposicién de sustancias toxicas para los microorganismos del suelo (55,56). El
potencial de los surfactantes en determinadas concentraciones por debajo de su CMC para
mejorar la degradacién de los compuestos hidréfobos es notable, porque las altas
concentraciones ademas de ser costosas también pueden ser tdxicas para los
microorganismos (57). Aronstein y Alexander (11), sefalan que el agente surfactante por
encima de la CMC puede ser apropiado para el lavado de suelo, pero esta alta concentracién
puede ser inapropiada para la biorremediacion. Del mismo modo Merrettig-Bruns y Jelen (58),
sefalan que los surfactantes para procesos de biorremediacion por lo general estan entre 10

mg/L es decir, aproximadamente 10-100 veces inferior a su CMC.

3.3.3 Solubilizacion micelar

La baja solubilidad de muchos hidrocarburos reduce su disponibilidad para los
microorganismos, incrementa la adsorcién de compuestos de superficie y limita el proceso de
biodegradacion (59). La solubilidad es causada por la presencia de micelas, los compuestos
organicos hidrofébicos se disuelven principalmente en el ndcleo de las micelas, donde tendran
un transporte micelar de los hidrocarburos a la fase acuosa, puede ser rapido debido al

pequefno tamano de la micela (60). Los microorganismos pueden acceder a un sustrato a
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través de contacto directo con cristales sélidos (ejemplo: azufre elemental, fenantreno) gotas de
liquido (ejemplo: el petréleo crudo disuelto en el agua) o por contacto con el sustrato
pseudosolubilizado en micelas de surfactante, hemi-micelas (monocapas interfase de
superficie) admicelas (bicapas interfacial de superficie) o gotas de emulsién (61). Kim et al (62)
estudiaron sobre la eliminacién de HAP con surfactante no idnico, llegaron a la conclusién que
la solubilidad de los HAP es proporcional con las concentraciones de surfactantes, por encima
de la CMC mejora, mientras que por debajo o cerca de la CMC no mejora la solubilidad de los
HAP.

El surfactante puede mejorar la biodisponibilidad de dos formas: a) la velocidad de
dilucién se puede aumentar mediante la separacién de los hidrocarburos por las micelas y b) el
surfactante puede influir en el proceso de dilucion mediante la interaccion con la superficie del
sustrato, esto afectara la maxima velocidad de dilucién y puede aumentar el crecimiento
microbiano (14), cuando estan solubilizados estan disponibles para ser metabolizados por los
microorganismos (13). Tiehm (37) informé que un patron exponencial se observé con un cultivo
mixto de fenantreno solubilizado por surfactante no i6nico. Segun Kim et al (62), resultados de
una mejor solubilidad (Brij30>Tween80>TritonX-100) indican que el naftaleno y fenantreno se
ven afectados por la estructura de la micela. Shin et al (63) reportan que el pH 6ptimo en la
solubilizacién del hidrocarburo puede no ser éptimo para el crecimiento microbiano y por tanto
para la degradacién. La captacion del sustrato en micelas por la célula bacteriana se explica en

la Figura 3 y en la Tabla 5.

Micela Figura 3. La transferencia de masa de

Sustrato ,/ . . .
micelas a la célula bacteriana se compone

Y 4
de tres pasos: Primer paso: es el transporte
2\ de la micela solubilizada con el sustrato.
< Segundo paso: es el intercambio de las
Paso 2

Paso 1 “~\ > moléculas del surfactante (micelas) con la

célula, esta etapa se puede interpretar

cémo el proceso para la degradacion, y

m finalmente el Tercer paso: es la

Microorganismo . ;
transferencia del sustrato a la célula

bacteriana. Imagen modificada de Guha
(61).
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Tabla 5 Fases de la solubilizacion micelar. (Ref. 64)

Dos fases de la solubilizaciéon micelar:

l.- Fase de la cinética micelar, el tiempo de su formacién es de microsegundos por lo tanto
en este paso no suele ser limitante.

Il.- Fase de la transferencia de masa de la micela en la célula, suele verse afectada por las
interacciones especificas entre las micelas adsorbidas y las superficies celulares, esta
etapa consta de tres pasos:

a) El transporte de la micela solubilizada con un sustrato a la célula o enzima mediante la
mezcla.

b) El intercambio de las micelas con la capa hemi-micela de los surfactantes que forman
las moléculas.

c¢) La transferencia del sustrato de la hemi-micela a la célula.

Tiehm (37) encontré que diferentes surfactantes no iénicos estimulan el crecimiento de
cultivos mixtos en algunos hidrocarburos aromaticos policiclicos, pero no pudo concluir si eso
se debié a la estimulacién del crecimiento del sustrato micelar, una pseudosolubilidad durante
el primer periodo del experimento o por un maximo aumento de la tasa de disolucién. El hecho
de que el sustrato micelar no es faciimente biodisponible tiene importantes consecuencias para
la aplicacion de los surfactantes en la biorremediacién: en primer lugar, la presencia de micelas
puede disminuir la concentracion de contaminantes en la fase agua, reduciendo asi la actividad
de las bacterias o el crecimiento, este efecto combinado con la toxicidad de los surfactantes,
podria explicar la inhibicién de la mineralizacién del contaminante por surfactante micelar, como
se describe por Laha y Luthy (65), en segundo lugar, en los procesos in situ, el sustrato no
disponible puede ser removido y por lo tanto causa una contaminacién no deseada en aguas
subterraneas. Por estas razones un estudio cuidadoso antes del uso de surfactantes en la
biorremediacién puede ser recomendado. Zhang et al (66) sefialan que a una alta
concentracién de surfactante, el sustrato no esta disponible porque se encuentra en la fase
micelar, las moléculas del sustrato tienen que ser transferidas de la fase micelar a la fase
acuosa para que sean biodisponibles para los microorganismos. Lee y Chen (67) sefialan que
casi el 87% de solucién de fenantreno fue degradado en presencia de Tergitol 15-5-7, la
conclusiéon es que el fenantreno no es facilmente biodisponible en la fase micelar en
comparacion a que si el fenantreno esta en la fase acuosa.

Por el contrario, Cerniglia (68) demostré que el crecimiento de la E.coli en la glucosa no
fue afectada negativamente por la presencia de micelas del surfactante Triton X-100, los
ensayos de biodegradacién fueron realizados con glucosa y acido salicilico, esto es porque la
glucosa es un sustrato facilmente degradable, mientras que el acido salicilico es un metabdlico
intermedio de la oxidacién del naftaleno. Del mismo modo Lui et al (69) observaron la
biodisponibilidad de micela solubilizada en microorganismos degradadores de naftaleno en dos
surfactantes no iénicos Brij30 y Triton X-100, los resultados mostraron que el naftaleno

solubilizado por las micelas es biodisponible y degradable por el cultivo mixto de bacterias.
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Guha et al (61) estudiaron la cinética de biodegradacion de fenantreno en la fase
micelar con surfactantes no idnicos, la biodisponibilidad de fenantreno fue presentada por una
concentracién efectiva de fenantreno en la soluciéon micelar disponible para la biodegradacion.
Pritchard et al (71) sefialan que la solubilidad junto con el metabolismo microbiano de
contaminantes organicos es técnicamente factible y tiene potencial como técnica de
remediacion. Zhang et al (66) sefialan que el efecto de un sustrato sobre la biodegradacién son
consecuencia de una combinacion del poder solubilizante del surfactante y la biodisponibilidad

del sustrato en las micelas del surfactante.

3.3.4 Mecanismos del transporte de masa del contaminante

Para una facilidad del transporte de los contaminantes de la fase sélida a la fase
acuosa, debe ser causada por varios fenédmenos: la interaccion de moléculas de contaminante
con surfactante, la interaccion de surfactantes con las diferentes fases (tanto en monémeros
como en micelas), la movilidad del contaminante sobre la materia organica y las particulas del
suelo (71) y la reduccion de la tension superficial del agua sobre los poros de las particulas del
suelo (71-73). Cuando la biodegradacién esta limitada por la biodisponibilidad del sustrato, la
concentracién de sustrato en el liquido es muy inferior a la concentraciéon de saturacion, esto
significa que la facilidad de transporte es el mecanismo mas importante que rige la tasa de
biodegradacién (74-77). La influencia del surfactante en la biodegradacién se logra con la
mejora en la transferencia de masa y la tasa de transferencia directa de la micela al
microorganismo (78), tomando en cuenta que los hidrocarburos se pueden mover por medio de
la fase acuosa y/o micelar (70). Volkering et al (75) encontraron que para los compuestos de
baja solubilidad acuosa o de alta capacidad de adsorcion (por ejemplo HAP) la masa de
transferencia de la fase solida a la liquida, puede ser esencial para el proceso de degradacion

microbiana.

3.3.5 Balance Lipofilico-Hidrofilico

El valor del Balance Lipofilico-Hidrofilico (HLB por sus siglas en ingles) es un parametro
empirico que describe la contribucion relativa de la fraccién hidrofilica con el peso de la
molécula de surfactante. El HLB con un valor de 3 a 6 es lipofilico y puede ser utilizado para
preparar agua en aceite (w/0) en las emulsiones y los surfactantes con valor de HLB de 10 a 18
son mas hidrofilicos (54). Kang et al (79) senalan que los surfactantes con una mayor HLB
(Tween 80, Tween 60 y Tween 20) resultaron en una mejor solubilidad. Torres et al (80)
sefalan que el mas alto crecimiento microbiano se observa con Tween 80 (valor mayor a 10 de
HLB), los patrones de biodegradacion no son necesariamente vinculados a los patrones de
crecimiento de la biomasa. Si bien se tienen informes que la mejor biodegradacion se suele
tener en valores mayores de HLB de 10, Torres et al (81), reportaron que obtuvieron con Span
80 (4.3 de HLB) mejores resultados en la degradacion del diesel, lo cual lo atribuye que un HLB
bajo puede promover emulsiones aceite/agua, podria ser que el agua se emulsione en la

fraccion grasa y por lo tanto, los microorganismos contenidos en el agua estan mas cerca de la
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fraccién a degradarse y con agua disponible para la célula, Torres et al (54) sefiala que el mejor
crecimiento microbiano se obtuvo a bajos valores de HLB, a bajas dosis de surfactante y a altas
temperaturas. Del mismo modo, Fu y Alexander (82) realizaron un estudio con una amplia
gama de concentraciones de surfactantes y valores de HLB desde 4.7 hasta 18, en
concentraciones de 40 mg/kg hasta 400 mg/kg en 47 dias, el que dio mejores resultados de
remocion fue el Span 80 después de 37 dias el efecto de este ultimo puede estar relacionado

con su valor de HLB bajo.

3.3.6 Adsorcion-Desorcion

Varios estudios revelan que los microorganismos solo pueden tomar sustratos disueltos
(83). Existen sin embargo publicaciones que muestran que los compuestos adsorbidos son
hasta cierto punto disponibles para el microorganismo sin previa desorcion (84), incluso cuando
esta adsorbido al sustrato y pueda ser degradable serd menos biodisponible, por lo tanto la
desorcion desempefia un papel esencial en la biodegradacion (85). De igual manera la mayoria
de los estudios publicados demuestran que la desorcién y la movilidad del contaminante
hidr6fobo en el suelo pueden ser mejorados con la adicion de surfactantes (13,73).

Kim et al (62) realizaron pruebas que sefialan, el grado de magnitud de la desorcién del
hidrocarburo es menor para la arcilla que para la arena, esto se debe probablemente a que
interfiere el contenido de la materia organica en la desorcidon. Segun Volkering et al (14) los
mejores parametros para la seleccion de un surfactante para la remediacion bioldgica, es la
tension interfacial y la desorcion del contaminante. De acuerdo con Singh-Cameotra y Bollag
(41) los surfactantes son eficaces en reducir la interfase del petréleo y también pueden reducir
la viscosidad del aceite. Deschénes et al (86) sefialan que una concentracion muy alta de
Tween 80 (156 g/L, 10.000 veces de la CMC) moviliza alrededor del 70% a los HAP del suelo
contaminado. La adsorcion y retencion de HAP en la matriz del suelo son los procesos criticos

que influyen a la movilidad del contaminante, la toxicidad y persistencia.

3.3.7 Temperatura

La temperatura afecta la biodegradacion por medio de dos mecanismos, en primer
lugar, el incremento de temperatura puede aumentar la constante de velocidad de desorcién y
la disminucidn de los coeficientes de distribucion (Kd) (87) y en cierta medida aumenta esto a la
biodisponibilidad. En segundo lugar el aumento de temperatura (en un rango determinado)
puede mejorar el crecimiento microbiano y su actividad, por lo tanto estimula la tasa de
biodegradacién (54). La temperatura afecta el crecimiento microbiano, asi que a bajas
temperaturas la degradacion sera lenta (88). Torres et al (80) sefialan que los factores que
mas influyen en la biodegradacién, son en primer lugar la temperatura, en segundo lugar el
valor de HLB del surfactante y sorprendentemente en tercer lugar la dosis del surfactante, la
conclusién del estudio indica que el tipo de familia de surfactante (es decir, producto quimico) y

no solo el valor de HLB afecta claramente la tasa de biodegradacion.
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3.3.8 Facilidad del surfactante de ser biodegradado por los microorganismos

La disminucioén de las fuerzas de interfase ocasionadas por los surfactantes origina una
unién de moléculas organicas en la superficie del suelo, con esto se logra que los compuestos
sean mas faciimente disponibles para los microorganismos (31). Sin embargo la
biodegradacién de los surfactantes no iénicos se hace mas dificil cuando la parte hidrofobica
de la molécula es ramificada. Un anillo aromético en la parte hidr6foba de la molécula dificulta
aun mas la biodegradacion (37). Amplia informacién sobre la biodegradabilidad de los
surfactantes ha sido recopilada por Swisher (89) con una actualizacion de la degradacién
aerobica de los surfactantes por Van Ginkel (90). En un analisis de sorcién del suelo debe tener
en cuenta los aspectos ambientales si se dejan grandes cantidades de surfactante en el suelo
tratado, sin embargo ese problema es resuelto si este surfactante es facilmente biodegradable
(12). Sin embargo, si el surfactante es altamente biodegradable puede convertirse en
competencia como fuente de carbono, lo que influye en la degradacion del sustrato primario
(37). Los surfactantes que sean facilmente biodegradables perderan su capacidad de
solubilizacién, por lo que se debe encontrar un equilibrio entre la biodegradacién y su eficiencia
de solubilizacién (43).

Scott y Jones (91) publicaron una excelente revision sobre la biodegradacion de los
surfactantes en el medioambiente, ese estudio se centr6 en la presencia de detergentes en
aguas residuales donde los surfactantes estaban presentes a menudo en concentraciones
entre <0.1 y 3 mg/kg.

Torres et al (92) informan que existen surfactantes como Tween 80 y Surfacpol que
son altamente biodegradables, el Surfacpol se biodegrada alrededor del 96% y el Tween 80
alrededor de un 45% en un periodo de 168 hrs. Wong et al (93) sefialan que Pseudomonas
aeriginosa cuando se combina con Tween 80 mejora de manera efectiva la solubilidad y
degradacion de fenantreno, y ademas el Tween 80 es biodegradable (94). Algunas pruebas
dadas por Mihelcic et al (50) encontraron que la degradacién anaerobia de los surfactantes no
iGnicos coincidio con las zonas en las que se observé la eliminacion de tetracloruro de carbono.
Kim et al (62) sefala que Brij30 es el surfactante mas biodegradable, no mostrando inhibicion
de sustrato hasta una concentracion de 1.5 g/L y es usado como fuente de C (por la bacteria).

White et al (95) han sefialado que existen tres rutas para la biodegradacion primaria en
los compuestos ionicos: a) ataque y la degradacion progresiva del grupo hidrofébico, b) Ataque
y degradacion progresiva de grupo hidrofilico y c) Separacién de hidrofilico a los grupos
hidr6fobos. Por lo tanto, el proceso de degradacion, principalmente se limita a la degradacion
de la fraccién del surfactante etoxilado.

Deschénes et al (96) lograron con una concentracién de 0,5% un aumento sustancial
con surfactante aniénico SDS (Sodio Dodecil Sufato) en la movilizacién de fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno y pireno, el efecto de la degradaciéon de SDS, fue de 11 semanas de
incubacion, del cual fue casi completamente biodegradado. En una concentracién mayor de
SDS disminuyé la biodegradacién de HAP, esto se puede explicar por la alta biodegradabilidad

de SDS y su posible uso preferencial por los microorganismos nativos como sustrato. Este
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estudio demuestra que el SDS es muy eficaz en el aumento de la concentracién de HAP a la
fase acuosa, lo cual sugiere que este surfactante puede aplicarse en la remediacién. La adicion
de SDS en altas concentraciones reduce la biodegradacion de HAP, esto es atribuible no por
su toxicidad, sino en su uso como sustrato preferencial por parte de la microflora nativa. La alta
biodegradabilidad de SDS sugiere que este surfactante no va a persistir por largos periodos de

tiempo ni en el suelo ni en las aguas subterraneas después del tratamiento.

3.4 Factores adversos que pueden ocasionar los surfactantes

De todos los aspectos antes mencionados de este articulo, la inhibicién y toxicidad del
surfactante siempre es desfavorable, todos los demas aspectos pueden tener efectos positivos
0 negativos sobre la remediacion (14). El surfactante tiene poca utilidad cuando el propio
producto da lugar a una contaminacién ambiental. En consecuencia, la toxicidad de los
surfactantes y sus potenciales de degradacion son uno de los criterios mas importantes para la
seleccion de un agente surfactante en la remediacion del suelo. Una revision de la toxicidad de
los diferentes tipos de surfactantes sobre numerosas especies se da por De Oude (97). Los
estudios de surfactantes quimicos han demostrado que la carga tiene un impacto sobre la
toxicidad. En términos generales catidnicos son los mas toxicos y han sido usados
histéricamente como antimicrobianos, mientras que los aniénicos son menos téxicos y mas
activos contra gram positivos que gram negativos, los no i6nicos y biosurfactantes se
consideran como los menos toxicos. Los surfactantes pueden ejercer efectos tdxicos que
causan disrupcién en la membrana que conduce a la lisis celular, mediante el aumento de la
permeabilidad de la membrana causando fugas metabdlicas, alterando la estructura de la
membrana fisica o la interrupcién de la proteina, interfiriendo con la membrana en importantes
funciones tales como la generacion de energia y transporte. Los surfactantes pueden
interactuar con las proteinas producidas por los microorganismos alterando tanto su
conformacion como sus funciones fisiologicas, en el caso de las enzimas estas interacciones
pueden modificar la especificidad enzimatica, de actividad o caracteristicas de estabilidad (45).
Incluso cuando los no idnicos son menos activos contra las bacterias que los idnicos, a mayor
dosis de surfactante, mayor sera la toxicidad del surfactante (98). Torres et al (81), establecen
que la toxicidad del surfactante es determinada por la tendencia a la adsorcion del surfactante y
la facilidad de su penetracién en la membrana celular, independientemente si el surfactante es
catiénico, aniénico o no ionico. El efecto inhibidor se puede observar en concentraciones de
surfactante por encima de la CMC (99) y la inhibicién del contacto directo entre las células y las
micelas con el sustrato (100), también se observa que el efecto del surfactante depende
también de las bacterias que afectan lo que significa que las interacciones entre bacterias y
surfactantes también se deben considerar (101).

Una determinada cepa puede responder de manera diferente a los distintos
surfactantes expuestos, esto se debe a las interacciones especificas entre las moléculas de
surfactante y la membrana celular (43). Los microorganismos anaerobios parecen ser los mas

afectados por la presencia del surfactante (45). Los efectos de los surfactantes en la fisiologia
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de los microorganismos van desde la inhibicién debido a la toxicidad, a la estimulacién del
crecimiento debido al uso del surfactante como sustrato (14). Los surfactantes pueden interferir
con ftransportes de la célula, danando irreversiblemente la membrana estructural
(desnaturalizaciéon de las enzimas). Se ha demostrado que incluso la compatibilidad de
biosurfactantes con células estructurales de membrana a veces es especifica del
microorganismo que lo produce, y aunque los biosurfactantes son esencialmente
biodegradables, pueden producir efectos negativos en las membranas de otros
microorganismos (102).

Goncalves et al (103) utilizaron técnicas espectroscOpicas para caracterizar la
interaccién de los surfactantes aniénicos con actividades enzimaticas, llegaron a la conclusién
de que el surfactante promueve una interrupcién o desestabilizacién de cruciales interacciones
electrostaticas, 10 que indica una pérdida en la estructura de la enzima, por lo que a mayor

dosis de surfactante mayor es el grado de desnaturalizacién de la proteina.

3.4.1 Presencia de micelas en la biodegradacion

Existe controversia sobre la participacién micelar en el proceso de biorremediacién. Las
moléculas de surfactante pueden llegar a penetrar en la membrana lipidica de las bacterias y
por lo tanto cambiar el equilibrio osmaético a través de la membrana celular o que conduce a la
perforacién de la célula y eventualmente a su muerte (68). Sin embargo, Li y Chen (43)
reportan que, a concentraciones bajas (por debajo de la CMC), no se pueden formar micelas.
Pero la incorporacién de monémeros de surfactantes en la membrana celular es suficiente para
afectar la funcién de la barrera de la membrana celular, induciendo algunos trastornos
enzimaticos o bien penetrando en la célula.

Singh et al (12) sefalan que cuando la concentracién del surfactante tiene un valor por
encima de la CMC se inhibe la biodegradacion, lo que sugiere que el sustrato que esta dentro
de la micela no esta biodisponible. Del mismo modo Laha y Luthy (99) mostraron que la
concentracién por encima de la CMC ocasiona inhibicion en la biodegradacion ya sea porque el
grupo polar crea una barrera entre las micelas y los microorganismos degradadores los cuales
no tienen facil el acceso al sustrato o porque las moléculas de surfactantes pueden ser téxicas
para los microorganismos. Bewley et al (104) encontraron que los surfactantes no iénicos
Triton X-100 y Tansoxid 550 mejoran la desorciéon del suelo, pero inhiben la degradacién de
varias cepas. Zhang y Miller (105) informaron el hecho de que la presencia de micelas no hace
facil la biodisponibilidad, lo cual influye en la aplicacion de la biorremediacion, la presencia de
micelas puede disminuir la concentracion de contaminantes con lo que crea una
desaceleracién o reduce el crecimiento microbiano, este efecto combinado con la posible
toxicidad del surfactante podria dar cuenta a la inhibicién de la degradacién del hidrocarburo.

En contraste, otros estudios sefialan que la presencia de las micelas de surfactantes no
inhibe la degradacion de hidrocarburos, éstos se solubilizan por micelas de surfactantes en

medios liquidos logrando su biodisponibilidad y biodegradabilidad (65).
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Volkering et al (75) realizaron experimentos de crecimiento microbiano adicionando
surfactantes, informaron que no hubo efectos téxicos de los surfactantes en concentraciones
de hasta 10 g/L demostraron que no esta facilmente disponible (en la fase micelar) para la
degradacion por los microorganismos. Colores et al (106) reportaron que el surfactante
Witconol NS70 (alcohol no idnico etoxilado) a una concentracién por debajo de su CMC no
afecta las tasas de mineralizacién de hexadecano y fenantreno, mientras que por encima de la
CMC inhibe la degradacién de hidrocarburos.

Laha y Luthy (99) sefialan una inhibicion de la degradacion en varios surfactantes en
donde se encontraban las concentraciones por encima de la CMC de fenantreno en un cultivo
mixto, en concentraciones por debajo de la CMC no tuvo inhibicibn en estos mismos
surfactantes, sin embargo los mismos autores no pudieron dar una explicacién sobre el
fendmeno inhibitorio. Makkar y Rockne (7) mostraron que los surfactantes por encima de la
CMC no tuvieron efectos inhibitorios o toxicos, la degradacion mayor de fenantreno se debi6 a
la solubilizacién por los surfactantes.

Liu et al (69) informan que el surfactante no iénico Triton X-100 en concentraciones por

encima de la CMC no inhibe el crecimiento de la cepa Gram negativa E.coli en glucosa, esto
confirma que las concentraciones de surfactante no producen efecto toxico inherente.
Little et al (107) examinaron la estructura celular de las bacterias y los biofilms con técnicas de
microscopia electronica, el andlisis de la muestra de barrido por microscopia se realizé para
comparar las estructuras de la célula en el naftaleno, se evallo con dos surfactantes Brij30 y
Triton X-100 a 103 CMC, esta comparaciéon mostré que no existen importantes diferencias
estructurales entre las bacterias que crecen en el naftaleno, en ausencia y en presencia de
micelas de surfactante. Esto confirma que el surfactante no tiene efectos sobre una ruptura de
la membrana celular de la bacteria degradadora. La presencia de surfactante no tuvo efectos
adversos sobre la glucosa en la mineralizacién con 0,20% (vol/vol) Brij30 (2253 CMC) y Triton
X-100 (203 CMC).

3.4.2 Alternativas para reducir la toxicidad

Los surfactantes no i6nicos son las mejores opciones para mejorar la biodegradacion
de hidrocarburos debido a su baja toxicidad, sin embargo tienen diferentes grados de toxicidad
en funcion de su estructura molecular. Polioxietileno octil fenol (Series Triton X) ha demostrado
ser toxico para las células, ya que puede solubilizar la biocapa lipidica de la membrana (108).
Polioxietileno sorbitan (Series Tween) han demostrado que poseen baja toxicidad (109).

No necesariamente siempre causa el surfactante la inhibicion y toxicidad, el solubilizar
el contaminante en el suelo con ayuda de surfactantes puede ocasionar toxicidad, pero puede
ser causado por el contaminante y no por el surfactante, asi lo comenta Bramwell y Laha (110)
mostraron que la presencia de fenantreno solubilizado (aplicando surfactante no iénico Tween
20) aumenta la toxicidad, esto indica que la toxicidad fue por el sustrato. También puede ocurrir
que el contaminante incremente la toxicidad del surfactante tal como lo menciona Shin et al

(111) al reportar pruebas de toxicidad al solubilizar el fenantreno, causando que aumentara la
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toxicidad del surfactante 100 veces. De cualquier manera se debe reducir los efectos adversos
de los surfactantes, algunas alternativas son las siguientes.

Por lo general la toxicidad del surfactante disminuye con el aumento de longitud de la
cadena (es decir el aumento del HLB), esto se debe a la alta solubilidad acuosa de un
surfactante con la HLB mayor, logrando con esto una menor intervencién entre sus moléculas
con la membrana celular (112). Se reduce la toxicidad de algunos surfactantes cuando estan
en concentraciones por debajo o cercanas de la CMC (113), de igual forma se puede reducir su
toxicidad agregando dosis bajas.

Cserhati et al (114) sefalan que los surfactantes mas téxicos son los que tienen las
partes hidrofdbicas del surfactante con grupos de 6 a 13 moléculas de etileno, disminuyendo su
toxicidad con cadenas mas cortas 0 mas etoxiladas (115).

Sikkema et al (116) recomiendan agregar membranas biolégicas las cuales consisten
principalmente de fosfolipidos moleculares, que son muy similares a los surfactantes, por lo
tanto estas membranas son muy eficaces en la adsorcién de los surfactantes evitando que
estos puedan generar efectos téxicos o la posibilidad de una fusién micelar. Bardi et al (53)
recomiendan agregar ciclodextrinas para la remediacion de hidrocarburos en suelos, los cuales
son compuestos naturales que forman complejos solubles con moléculas hidrofobas, son
ampliamente usadas en la medicina e inofensivas para los microorganismos y enzimas. Boldrin
et al (117) reportan que la toxicidad de los surfactantes disminuye con el aumento de longitud
de la cadena etoxilada, incrementando la degradacién de los hidrocarburos. Li y Chen (43),
observaron que la toxicidad de Triton X-100 para la cepa Sphingomonas tuvo reduccién
significativa en la presencia de iones de calcio (Ca‘?*) es probable que los iones ca* pueden
estabilizar la membrana de la célula, haciendo que la célula se haga menos sensible a los
agentes surfactantes. Mg2+ se observo que también mejora la tolerancia del surfactante a la
célula, pero en un rango menos que Ca’".

El surfactante no iénico es normalmente menos toxico para los microorganismos que
los i6nicos debido a las interacciones débiles con la membrana celular. Se deben hacer
esfuerzos en el desarrollo de surfactantes sintéticos que sean compatibles biol6gicamente con

las células (43).
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4. CONCLUSIONES

e La biorremediacion es una tecnologia que tiene un gran potencial en la recuperacion de
sitios contaminados por hidrocarburos de petréleo y generalmente es mas barata que otras
alternativas de restauracion. Los factores externos de la biorremediacion tales como los
nutrientes, humedad, temperatura, oxigeno, pH, entre otros son importantes para lograr
condiciones favorables. La biorremediacion se ve muy favorecida con la aplicacion de
surfactantes, le ayuda en la biodisponibilidad del contaminante y con esto en su
biodegradacién, si bien pueden existir efectos negativos, esto hace suponer realizar
pruebas previas, para definir el tipo de surfactante a utilizar y su dosis.

e lLos surfactantes son compuestos que tienen la particularidad de mantenerse en dos
interfases cuyo potencial y caracterizacion es su capacidad de emulsion, desorcién,
solubilidad y como agentes de superficie, son necesarios en procesos biolégicos, en
algunos tratamientos de biorremediacién no se podrian llevar a cabo sin ayuda de estos
compuestos.

e Si bien, existe interés en sustituir los surfactantes sintéticos por los biosurfactantes, estos
ultimos no compiten econémicamente y resulta muy compleja y dificil su produccién a gran
escala, por lo tanto las investigaciones deben ser orientadas a mejorar los surfactantes
sintéticos como por ejemplo en que su estructura sea similar al surfactante natural, que se
pueda reutilizar y reciclar, en que no sean téxicos o bien en buscar sinergias con mezclas

de otras sustancias para aminorar los efectos negativos.
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