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RESUMEN

El interés creciente por el uso de biosurfactantes con el pro-
posito de eliminar contaminantes hidrofébicos en suelos
contaminados va en aumento. El objetivo de este estudio fue
evaluar el proceso de descontaminacién de un suelo arenoso,
contaminado con aceite quemado de motor de coche, utili-
zando un detergente natural, extraido de una corriente resi-
dual de licores de lavado de maiz, para su uso como surfac-
tante natural en el tratamiento de vertidos. Primero se evalué
la capacidad emulsionante e interactiva del biosurfactante
con el aceite quemado y después se realizaron experimentos
de extraccién en discontinuo por triplicado con 5 g de suelo
arenoso y 50,000 ppm de aceite quemado, utilizando varias
disoluciones limpiadores formuladas con el biosurfactante,
por encima y por debajo de su concentracién micelar criti-
ca (CMC), utilizando relaciones sélido/liquido entre 1/10 y
1/30 (p:v). Los resultados mostraron que la relacién sélido/li-
quido 1/20 (p:v) fue la mds adecuada para el lavado; después
de 6 h de contacto el proceso de limpieza presenté buenos
resultados. La alta biodegradabilidad del extracto de biosur-
factante y los tiempos de tratamiento, relativamente bajos,
permiten sugerir su uso en procesos de descontaminacién in

situ de dreas contaminadas con aceites derivados del petréleo.
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ABSTRACT

The interest in biosurfactants for the removal of hydrophobic
contaminants on contaminated soils is increasing. The
objective of this study was to evaluate the decontamination
process in sandy soils polluted with burned car engine oil,
using a natural detergent, extracted from a residual stream
from the corn milling industry named “corn steep liquor”.
The emulsifier and interactive capacity of the biosurfactant
with the burnt oil was first evaluated. Then, discontinuous
extraction experiments were carried out in batch by triplicate
on a mixture of 5 g of sandy soil containing 50,000 ppm
burned oil, using several formulated cleaner solutions
with the biosurfactant, above and below its critical micelle
concentration (CMC), using solid/liquid relations between
1/10 and 1/30 (w:v). Results show that the 1/20 solid/liquid
ratio (w:v) was the most suitable for the washings. After 6
h in contact, the cleaning process showed good results. The
high biodegradability of the biosurfactant extract and the
relatively low treatment times allow us to suggest its use in
in-situ decontamination processes of petroleum-based oils

contaminated areas.

Key words: biosurfactant, burnt oil, corn steep liquor, sand.
INTRODUCTION

obilization and solubilization are the
mechanisms to eliminate hydrophobic
contaminants from soils (Edwards ez /.,
1991; West and Harwell, 1992; Mulligan, 2005;
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INTRODUCCION

os mecanismos para eliminar un contami-

nante hidréfobo del suelo son movilizacién

y solubilizacién (Edwards ez al., 1991; West
y Harwell, 1992; Mulligan, 2005; Vreysen y Maes,
2005). La movilizacién depende de la capacidad del
tensioactivo de disminuir la tensién superficial y faci-
litar que la disolucién de lavado arrastre el contami-
nante (Cameotra y Makkar, 2010). Las moléculas de
tensioactivo reducen la tensién interfacial en el sis-
tema aceite/agua y hacen que aumente el dngulo de
contacto del contaminante con el suelo, se reducen
las fuerzas capilares que los mantienen unidos y se
facilita la eliminacién del aceite (Moldes ez /., 2011).
La solubilizacién tiene lugar por encima de la con-
centracion micelar critica (CMC), momento a partir
del cual el tensioactivo forma micelas en el interior de
las cuales queda retenido el contaminante, de modo
que la cantidad de aceite eliminada aumentard con
la concentracién de tensioactivo. La solubilizacién
depende tanto del tensioactivo como del grado de
contaminacién de la matriz sélida, y puede no ser
significativo en el proceso de remediacién cuando la
contaminacién es muy elevada (Abdul ez al., 1990;
Urum y Pekdemir, 2004).

Una gran cantidad de residuos industriales, como
los aceites sintéticos y combustibles, los aceites de co-
cina y metales pesados procedentes de envases meta-
licos encontrados en los residuos domésticos, son la
causa principal de la contaminacién del suelo, rios y
lagos, provocando la destruccién de habitats en casos
extremos (Solans y Gadea 2015, Reglamento (UE)
N°1357/2014). Por ejemplo, la contaminacién de
suelos y aguas subterrdneas causada en gasolineras
por la naturaleza de los lubricantes, gasolinas o gasé-
leos tiene gran importancia debido a su magnitud y
el impacto negativo que produce debe evaluarse con
cuidado.

Dentro de estos residuos estd el aceite quemado
de motor, que por su peligrosidad para el medio am-
biente, es uno de los principales residuos sometido
a una estricta regulacién (Solans y Gadea 2015, Re-
glamento (UE) N°©1357/2014). La mayoria de los
hidrocarburos causantes de la contaminacién am-
biental son muy insolubles en agua y generan unio-
nes hidrofdbicas a determinadas superficies, como las
rocas, por lo cual su eliminacién es muy dificil, ya
que los microorganismos que pueden degradarlos no
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Vreysen and Maes, 2005). Mobilization depends on
the surfactant’s capacity to reduce surface tension
and facilitate the washing solution to drag the
contaminant (Cameotra and Makkar, 2010). Tenso-
active molecules reduce the interfacial tension in
oil/water systems and increase the contact angle of
the contaminant with the soil, reducing capillary
forces that kept them together, and facilitates oils
elimination (Moldes er al, 2011). Solubilization
takes place above the critical micelle concentration
(CMC). At these concentrations, surfactants form
micelles, inside of which the contaminant is retained,
so that the amount of removed oil will increase when
surfactants are above their CMC. Solubilization
depends both, on the surfactant and the degree of
contamination of the solid matrix, and might not
be significant in the remediation process when the
pollutants concentration is very high (Abdul ez 4/,
1990; Urum and Pekdemir, 2004).

A lot of industrial waste, such as fuels and
synthetic oils, kitchen oils and with heavy metals,
from metal containers found in household waste, are
the main source of pollution of soils, rivers and lakes,
causing habitats destruction in extreme cases (Solans
and Gadea 2015; Regulation (UE) No. 1357/2014).
For example, soil and groundwater pollution at gas
stations due to the nature of lubricants, petrol or
diesel should be carefully evaluated because of its
magnitude and the negative impact that produces.

Within this waste there is burnt engine oil, which
by its impact on the environment, is one of the major
residues that undergo strict regulations (Solans and
Gadea 2015, Regulation (UE) No. 1357/2014).
Most of the hydrocarbons causing pollution are
water insoluble and generate hydrophobic unions
to certain surfaces, such as rocks, for which their
disposal is very difficult, since microorganisms
that could degrade them cannot access them
because they are not bioavailable. For this reason,
bioremediation is trying to find microorganisms that
produce biosurfactants substances favoring these
hydrocarbons bioavailability (Banat ez al, 2000;
Ortiz-Herndndez et al., 2001; Youssef et al., 2007;
Yafiez-Ocampo ez al., 2009, 2011 and 2013; Vecino
et al., 2015).

Biosurfactants are amphiphilic compounds from
microbial origin with high tenso-active properties
that allow to reduce the environmental impact
caused by different pollutants released to the
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pueden acceder a ellos por no estar biodisponibles.
Por esto, en el campo de la biorremediacién se in-
tenta encontrar microorganismos productores de sus-
tancias biosurfactantes que favorezcan la biodisponi-
bilidad de estos hidrocarburos (Banat ez /., 2000;
Ortiz-Herndndez ez al., 2001; Youssef ez al., 2007;
Yafnez-Ocampo et al., 2009, 2011, 2013; Vecino ez
al., 2015b).

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos de
origen microbiano con altas propiedades tensioactivas
que permiten reducir el impacto ambiental causado
por diversos residuos liberados al medio ambiente
como los hidrocarburos (Moldes et 4/., 2011). En com-
paracién con los surfactantes producidos por sintesis
quimica, los biosurfactantes son menos téxicos que
sus homologos derivados del petréleo (Levison, 2009).
Debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad,
los biosurfactantes se estudian en varios campos in-
dustriales (Kourkoutas ez al., 2004; Banat et a/., 2010;
Reis et al, 2013): en la industria farmacéutica (Rodri-
gues et al., 2004; Cameotra y Makkar, 2010), cosméti-
ca (Gharaei-Fathabad, 2011; Vecino et al., 2017), en el
tratamiento de aguas residuales (Perez-Ameneiro ez 4l.,
2015), asi como en la biorremediacién de suelos con-
taminados con hidrocarburos (Desai y Banat, 1997;
Banat et /., 2010; Damasceno ez al., 2012; Moldes ez
al., 2011; 2013).

Vecino et al. (2014a, 2014b, 2014c, 2015a) eva-
luaron y patentaron los licores de lavado de maiz
como fuente para obtener biosurfactantes de bajo
coste y propusieron un proceso para la extraccion y
caracterizacion de estos compuestos tensioactivos que
se pueden aplicar en distintos sectores industriales. La
ventaja de estos biosurfactantes, comparados con sus
homologos, es que son econémicamente competitivos
con los surfactantes quimicos porque su produccién
no requiere ningdn proceso fermentativo controlado,
y se producen de forma espontdnea en un corriente
residual procedente de la industria del maiz.

El objetivo de este estudio fue evaluar la capaci-
dad del biosurfactante extraido de los licores de lava-
do de maiz, para la eliminacién de aceite quemado de
motor, sobre un suelo arenoso. Esta es la primera vez
que se evalta este biosurfactante como agente limpia-
dor de aceite sobre suelo y se espera que los resultados
permitan establecer las condiciones idéneas para su
uso como surfactante natural, de origen renovable,
en vertidos industriales.

environment as hydrocarbons (Moldes ez a/., 2011).
Compared to surfactants produced by chemical
synthesis, biosurfactants are less toxic than their
petroleum counterparts (Levison, 2009). Due to their
biodegradability and biocompatibility, biosurfactants
are studied in several industrial fields (Kourkoutas ez
al., 2004; Banat et al., 2010; Reis et al, 2013): in
the pharmaceutical industry (Rodrigues ez al., 2004;
Cameotra and Makkar, 2010), cosmetics (Gharaei-
Fathabad, 2011; Vecino et al., 2017), in waste water
treatment (Perez-Ameneiro et al., 2015), as well as
in the bioremediation of soils contaminated with
hydrocarbons (Desai y Banat, 1997; Banat er al.,
2010; Moldes ez al, 2011 and 2013; Damasceno et
al., 2012).

Vecino et al. (2014a, b and ¢ and 2015a)
evaluated and patented the corn steep liquors as a
source of “low-cost” biosurfactants and proposed a
method for the extraction and characterization of
these surfactant compounds that could be applied
in different industrial sectors. The advantage of these
biosurfactants, compared with its chemical counter
partners, is that they are economically competitive
with chemical surfactants because their production
does not require a controlled fermentation process
and spontaneously occur in liquid residual from corn
industry.

The objective of this study was to evaluate the
biosurfactant extract, obtained from corn steep
liquor, for the removal of burned motor oil from
sandy soil. This is the first time that this biosurfactant
is evaluated as a cleaning agent of oil on soil and it
is expected that the results allow to establish the
conditions for their use as natural surfactant of
renewable origins on industrial discharges.

MATERIALS AND METHODS
Soil and contaminant
Sandy soil was obtained from a beach in the Galician coast,
Northwestern Spain, which was mixed with car engine burned
oil from a local automotive workshop (Vigo, Spain).
Biosurfactant extraction from corn steep liquors
Biosurfactant (BS) in the corn steep liquors (CSL) was

extracted with chloroform in three stages (Vecino ez al., 2015):

1) a liquid-liquid extraction at 65 °C using a CSL/chloroform
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MATERIALES Y METODOS

Suelo y contaminante

El suelo arenoso se obtuvo de una playa de la Costa Gallega,
del Noroeste de Espana, que se mezclé con aceite quemado de

motor de coche de un taller automovilistico local (Vigo, Espaa).

Extraccién del biosurfactante a partir

de los licores de lavado de maiz

El biosurfactante contenido en los licores de lavado de maiz
(CSL) se extrajo con cloroformo en tres etapas (Vecino ez al.,
2015): 1) una extraccién liquido-liquido a 65 °C utilizando una
relacién CSL/cloroformo de 1/2 (v:v) durante 1 h; 2) luego, la
mezcla permanecié 24 h en un embudo de decantacién para per-
mitir alcanzar el equilibrio, la separacién de la fase acuosa y la
fase orgdnica que contiene el biosurfactante; 3) el cloroformo fue
destilado y recuperado, y se obtuvo un extracto de biosurfactante
concentrado que se diluyé en agua para obtener la disolucién

limpiadora.

Evaluacién de la capacidad del biosurfactante para formar

emulsiones con el aceite quemado de motor

La capacidad emulsionante del biosurfactante obtenido des-
de licores de lavado de maiz para formar emulsiones se calcul6 en
funcién de dos variables, EV (% volumen de emulsién relativo)
(ecuacién 1) y ES (% estabilidad del biosurfactante para mante-
ner la emulsién cuando se mezclan aceite con agua) (ecuacién
2). Las variables que miden la capacidad emulsionante del bio-
surfactante (EV'y ES) se registraron 30 d con las ecuaciones de
Neufeld y Zajic (1984) y Das et al. (1998). Para ello, una muestra
de 2 mL de aceite quemado se puso en una disolucién de BS a
la CMC (200 mg L"), se agité 2 min en un vortex, se estabilizé
72 h'y se cuantificé el EV'y el ES. El célculo de EV se basa en
el porcentaje de emulsién formada entre la fase oleosa y la fase
acuosa, respecto al volumen total. Para ello se toman los valores
de la altura de emulsidn, de la altura total de ambas fases y la
seccién transversal de tubo (ecuacién 1). ES es la relacién entre

EVa un tiempo determinado y £V a tiempo 0 (ecuacién 2):

EV (%)=altura de la emulsién
(mm) X seccién transversal del tubo (mm?) / 1)

volumen total de fases empleada (mm?)

ES (%)=(EV a un tiempo
¢t/ EVa tiempo 0) X100
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ratio of 1:2 (v:v) for 1 h, 2) the mixture remained 24 h in a
separating funnel to allow its equilibrium, we obtained aqueous
phase and the organic phase containing the biosurfactant, and 3)
we obtained a concentrated biosurfactant in chloroform extract
by distilling and after diluting in water to obtain the cleaning

solution.

Evaluation of the biosurfactant capacity to form emulsions

with burnt engine oil

The emulsifying ability of the biosurfactant obtained from
corn steep liquors to form emulsions was calculated as a function
of two variables, EV (relative emulsion volume, %) (Equation 1)
and ES (biosurfactant stability, %, to maintain emulsion when
mixed with oil and water) (Equation 2). Variables that measure
the emulsifying ability of the biosurfactant (EV and ES) were
assessed 30 d with the Neufeld and Zajic (1984) and the Das et
al. (1998) equations. For this purpose, a 2 mL sample of burned
oil was a dissolved in BS to the CMC (200 mg L"), stirred 2 min
in a vortex, stabilized for 72 h and then quantified the EV and
ES. The EV calculation is based on the percentage of emulsion
formed between the oil phase and the aqueous phase, respect
to the total volume. For it, height of emulsion and both phases
total height values are taken, as well as the cross section of tube
(equation 1). ES is the relationship between EV at a determinate

time and EV at time cero (equation 2):

EV (%) =height of the emulsion (mm) X the
pipe cross section (mm?) / total volume of (1)
used phases (mm?)

ES (%)=(EV at time #/ EV at
time 0)X 100 ()

Oil displacement test

The test of the oil displacement by the biosurfactant
indicates it ability to solubilize oil. To perform this test, 20
mL of water were placed in a Petri dish, then, 40 uL of the
engine burned oil were added and 80 uL of the biosurfactante
dissolution were added over the oil, above the CMC. As a
control, two other experiments were performed. On them,
water or a sodium dodecyl sulphate solution (SDS) was added
(detergent used for cleaning oil tanks, obtained by chemical
synthesis) at its CMC (2365 mg L™"). The cleaning solution
that displaces the largest oil quantity over the water and shows
a greater diameter of displacement will have greater capacity as

a cleaning solution.
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Test de desplazamiento de aceite

El test de desplazamiento de aceite por el biosurfactante indi-
ca su capacidad para solubilizar el aceite. Para realizar este test se
depositaron 20 mL de agua en una placa Petri, se adicionaron 40
mL de aceite quemado de motor, y sobre el aceite se adicionaron
80 mL de disolucién de biosurfactante por encima de la CMC.
Ademds, como testigo se prepararon otros dos experimentos en
los cuales se adicioné agua o una disolucién de dodecil sulfato
sédico (SDS) (detergente usado en la limpieza de tanques petro-
liferos, obtenido por sintesis quimica) a su CMC (2365 mg L™").
Aquella disolucién limpiadora que logre desplazar en mayor me-
dida el aceite sobre el agua y que muestre un mayor didmetro de
desplazamiento tendrd mayor capacidad como disolucién lim-

piadora.
Medida de la tensién superficial

La tensién superficial de la disolucién de biosurfactante,
asi como de los testigos realizados con agua, antes y después del
lavado de la arena, se midieron con un tensiémetro superficial
(KRUSS K6, Espana) equipado con un anillo de platino 1.9 cm
(método del anillo de Du Noiiy). Las medidas se realizaron por

triplicado a temperatura ambiente.

Pruebas de lavado del suelo contaminado

a escala de laboratorio

Para estas pruebas se pesaron 5 g de suelo arenoso contami-
nado con aceite quemado de motor de coche con un contenido
de aceite de 0.25 g (50,000 ppm) presente en este suelo. Los
experimentos de lavado a escala de laboratorio se realizaron en
discontinuo, en matraces Erlenmeyer de 250 mL, a temperatura
ambiente en un agitador orbital a 150 rpm. La relacién sélido /
liquido establecida entre el suelo contaminado y las disoluciones
limpiadoras fue entre 1:10 y 1:30 (p:v). Las disoluciones limpia-
doras se prepararon con biosurfactante dos veces por debajo de la
CMC (BS/2) 0 ala CMC (BS). El tiempo de limpieza se fijé en
6 h.

Tras el lavado de la arena se separé la disolucién limpiado-
ra mediante filtracién, utilizando un embudo de placa porosa,
cuantificando el aceite extraido en la disolucién limpiadora me-
diante andlisis gravimétrico y para ello se tomé 1 mL de la diso-
lucién limpiadora y permanecié 48 h en estufa a 100 °C.

La arena descontaminada y filtrada se sometié a un proceso
de extraccién utilizando acetona en un dispositivo Soxhlet (Na-
hita. Heating mantles. Mod 655. Navarra-Espafia), para cuan-
tificar el aceite que permanecié en la arena, el cual tiene que ser

complementario al aceite extraido en las disoluciones limpiadoras.

Surface tension evaluation

The surface tension of the biosurfactant solution, as well
as the water made control, were assessed before and after the
sand washing with a surface tensiometer (KRUSS K6, Spain)
equipped with a 1.9 cm platinum ring (Du Notiy ring method).
The measurements were carried out by triplicate at room

temperature.

Contaminated soil washing test
at laboratory scale

For these tests, 5 g of sandy soil we weighed. These were
contaminated with burnt car engine oil with 0.25 g (50,000
ppm) oil content. Laboratory scale washing experiments were
performed in batch, in 250 mL Erlenmeyer flasks, at room
temperature in an orbital shaker at 150 ppm. The solid/liquid
ratio established between the contaminated soil and the cleaning
solutions was between 1:10 and 1:30 (w:v). Cleaning solutions
were prepared with the biosurfactant twice below the CMC
(BS/2) or the CMC (BS). Cleaning time was set at 6 h.

After washing the sand, the cleaning solution was separated
by filtration, using a porous plate funnel, and then quantifying
the extracted oil in the cleaning solution by gravimetric analysis.
For this, 1 mL cleaning solution sample remained 48 h in an
oven at 100 °C.

The decontaminated and filtered sand then passed to an
extraction process in a Soxhlet device using acetone (Nabhita,
Heating mantles, Mod 655. Navarra-Spain) to quantify the oil
that remained in the sand, which must be complementary to the

oil extracted in the cleaning solutions.

Process to extract remaining

oil in sandy soil

For the extraction of the oil remaining in the sand from
the Soxhlet, the treated sand was introduced into a cellulose
cartridge, and acetone was placed inside a heating mantle at 65
°C (temperature higher than the acetone’s boiling point, 56 °C),
which allowed its evaporation. The Soxhlet device includes a
condensation system that drags as it falls the remaining oil in the
sand. This device worked for 1 h, then the Soxhlet cartridge was
removed, and an acetone sample containing the residual oil from
the sand was assessed in a double beam spectrophotometer at 328
nm (Jasco Mod. V-650, Spain). The relationship between the oil
concentration in the acetone and the absorbance measured at
328 nm was linear (Figure 1), in this way the equation for oil

concentration was obtained in relation to absorbance.
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Proceso de extraccién del aceite remanente

en el suelo arenoso

Para la extraccién del aceite remanente en la arena con el
Soxhlet, la arena tratada se introdujo en un cartucho de celulosa,
y la acetona se colocd dentro de una manta calefactora a 65 °C
(temperatura mayor que la de ebullicién de la acetona, de 56 °C),
lo cual permitié su evaporacion. El dispositivo Soxhlet incluye un
sistema de condensacién que permite pasar a la acetona de estado
vapor a estado liquido, arrastrando en su caida al aceite rema-
nente en la arena. Este dispositivo funciond por 1 h, después se
retird el cartucho del Soxhlet, se tomé una muestra de la acetona
que contentia el aceite residual en la arena y se midié a 328 nm
en un espectrofotémetro de doble haz (Jasco Mod. V-650, Es-
pana). La relacion entre la concentracién de aceite en la acetona
y la absorbancia medida a 328 nm fue lineal (Figura 1), y asi se
obtuvo la ecuacién de la concentracién de aceite en relacién con

la absorbancia.
Célculo de la eficacia del proceso de extraccién

La eficacia de extraccién (EE) se define de acuerdo con la

ecuacién (3) como el porcentaje del aceite eliminado de la arena:
EE=((A,—A,)IA)X100 3)

donde A, y A, representan los gramos iniciales y finales de aceite

presente en la arena, respectivamente.
RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de la capacidad emulsionante
y dispersante del biosurfactante sobre
aceite quemado de motor

Tras el proceso de extraccién se obtuvo un extrac-
to biosurfactante con un rendimiento de 8+0.5 g
extracto kg™' de CSL con 50 % en sélidos, aunque
este rendimiento puede sufrir variaciones pequefias
entre lotes porque los licores de lavado de maiz son
fermentados espontineamente en condiciones no
controladas, si se supone un residuo industrial.

El extracto obtenido se disolvié en agua por en-
cima de su CMC (Figura 2), y CMC es la concen-
tracién de surfactante que puede reducir al maximo
la tensién superficial del agua. A la CMC (200 mg
L™") o por encima de esta, el biosurfactante puede
mantener la tension superficial del agua constante
en valores cercanos a 40 mN m™', punto donde el
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Figura 1. Recta de calibrado establecida para la cuantifica-
cién del aceite residual extraido con acetona me-
diante el Soxhlet.

Figure 1. Calibration line established for the quantification
of residual oil extracted with acetone via Soxhlet.

Calculation of the extraction process efficiency

Extraction efficiency (EE) is defined according to equation 3

as the percentage of the oil removed from the sand:
EE=((4,—A)IA)X100 3)

where A and A, represent the initial and final grams of oil

present in the sand, respectively.
RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of the emulsifying and dispersing
capacity of the biosurfactant on burnt engine oil

After the extraction process, a biosurfactant
extract with a yield of 8+0.5 g extract kg™' of CSL
with 50 % solids was obtained, although this yield
may vary slightly between batches because the corn
washing liquors are spontaneously fermented in
uncontrolled conditions, if an industrial waste is
assumed.

The extract was dissolved in water above its CMC
(Figure 2). At the CMC (200 mg L™') or above it,
the biosurfactant can keep the water surface tension
constant at values close to 40 mN m™, this is the
value where the biosurfactant begins to form micelles
with the capacity to surround those molecules not
soluble in water, which facilitates their mobilization
and solubilization.

Once established the biosurfactant CMC the
cleaningsolution was prepared to CMC concentration
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Figura 2. Aspecto de la disolucién de biosurfactante extrai-
do de los licores de lavado de maiz, solubilizado en
a.
Figure 2. Aspect of the biosurfactant dissolution extracted
from corn steep liquors solubilized in water.

biosurfactante empieza a formar micelas con capaci-
dad para rodear a aquellas moléculas no solubles en
agua, lo que facilita su movilizacién y solubilizacién.

Una vez establecida la CMC del biosurfactante se
preparé una disolucién limpiadora con una concen-
tracién de biosurfactante a la CMC (BS) o a la mitad
de la CMC (BS/2) y se evalud su capacidad para es-
tabilizar emulsiones aceite/agua. El biosurfactante a
la CMC (BS) pudo emulsionar el aceite con el agua
en su totalidad en comparacion con el sistema agua/
aceite en ausencia de biosurfactante (Figura 3). Esta
emulsion fue estable durante mds de un mes, periodo
durante el cual se evalué su estabilidad.

El biosurfactante obtenido de los licores de lavado
de maiz dispersé el aceite y lo desplazé en mayor me-
dida hacia los bordes de la placa, en comparacién con
el detergente de origen sintético, SDS, lo que indica
una mayor capacidad del biosurfactante para extraer
y solubilizar el aceite (Figura 4).

Pruebas de lavado del suelo arenoso contaminado
con aceite quemado de motor de coche

La eficacia del proceso de extraccién logrado con
el biosurfactante y extraido desde los licores de lava-
do de maiz fue notablemente mayor que la alcanzada
con agua como testigo, sobre todo cuando la disolucién

Figura 3. Sistema aceite/agua estabilizado y emulsionado con
biosurfactante procedente de los licores de lavado
de maiz (izquierda), comparado con un sistema
aceite/agua sin biosurfactante (derecha).

Figure 3. Water/oil system stabilized and emulsified
with a biosurfactant from corn steep liquors
(left), compared to an oil/water system without
biosurfactant (right).

(BS) or to half of the CMC (BS/2) and their ability
to stabilize oil/water emulsions was assessed. The
biosurfactant to the CMC (BS) was able to emulsify
the oil with water as a whole, compared to the water/
oil system in absence of the biosurfactant (Figure 3).
This emulsion was stable for more than one month,
period during which its stability was evaluated.

The biosurfactant from corn steep liquor scattered
the oil and displaced it to a greater extent to the edges
of the plate compared with the detergent of synthetic
origin, SDS, indicating a greater capacity of the
biosurfactant to extract and solubilize oil (Figure 4).

Figura 4. Desplazamiento del aceite quemado de motor en
agua en presencia del biosurfactante (BS), extraido
de los licores de lavado de maiz, y dodecil sulfato
sédico (SDS), respecto a un control con agua.

Figure 4. Burnt oil motor displacement in water in presence
of a biosurfactant (BS), extracted from corn steep
liquor and dodecyl sulfate sodium (SDS), respect

to a water control.
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limpiadora se formulé con concentraciones de bio-
surfactante en torno a la CMC (Figura 5).

Concentraciones de biosurfactante alrededor de
la CMC, definidas como BS, presentaron alrededor
de 67 % de extraccién de aceite, mientras que al re-
ducir la concentracién de biosurfactante a la mitad
de su CMC, definidas como BS/2, el porcentaje de
extraccién de aceite fue 28 %. Aunque el volumen
de la disolucién limpiadora aumentd, los resultados
alcanzados fueron similares a los obtenidos con la di-
solucién limpiadora testigo consistente en agua.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio con
BS son mejores que los reportados por Vreysen y
Maes (2005) de 50 % y 20 % de extraccidn de aceite
diésel usando el tensioactivo Tergitol NP-10. Moldes
et al. (2011) usaron un biosurfactante producido por
Lactobacillus pentosus, y eliminaron 58.6 % de octano
después de 15 d de contacto entre el BS y el suelo
contaminado.

Esto permite considerar que las causas de los
peores resultados obtenidos por debajo de la CMC
en nuestro estudio, podrian deberse a que en tales
concentraciones el biosurfactante no forma micelas
que rodeen a las moléculas de aceite, ni favorece la
movilizacién y solubilizacién del aceite presente en el
suelo arenoso.

En la Figura 6 se muestran los valores de tensién
superficial alcanzados en las distintas disoluciones
limpiadoras, tras el tratamiento de la arena contami-
nada. En los experimentos en los que se usaron 100
mL de disolucién limpiadora la relacién sélido/liqui-
do fue 1:20 (p:v), mientras que con 150 mL dicha
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Figura 6. Comparacién de la tensién superficial de las disolu-
ciones limpiadoras utilizadas.

Figure 6. Surface tension comparison between the evaluated
cleaning solutions.
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Figura 5. Porcentajes de extraccién de aceite, alcanzados con
el biosurfactante obtenido de los licores de lavado
de maiz después de 6 h de tratamiento comparados
con agua (testigo).

Figure 5. Oil extraction percentages reached with a
biosurfactant obtained from corn steep liquors
after 6 h of treatment compared with water
(control).

Washing tests for sandy soils contaminated with
burned car engine oil

The efhciency of the extraction process achieved
with the biosurfactant extracted from corn steep
liquor was significantly greater than that achieved
with water as the control, especially when the
cleaning solution was formulated with biosurfactant
concentrations around the CMC (Figure 5).

Biosurfactant concentrations around the CMC,
defined as BS, produced nearby 67 % of oil extraction,
while BS/2 set the oil extraction percentage at 28 %,
in these conditions although, the cleaning solution
volume increased, the results were closer to those
obtained with the cleaning solution consisting of the
water control.

The results obtained in our study regard the BS
are better than those reported by Vreysen and Maes
(2005) of 50 % and 20 % extraction of diesel oil
using Tergitol NP-10 surfactant. Moldes ez a/. (2011)
used a biosurfactant produced by Lactobacillus
pentosus and eliminated 58.6 % octane after 15 d of
contact between the BS and contaminated soil.

‘This allows us to consider that the causes of the less
satisfactory results below the CMC in our study could
be due the low biosurfactant concentrations, which
does not form micelles that surround oil molecules,
or promotes mobilization and solubilization of the
oil present in the sandy soil.
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relacion fue 1:30 (p:v). La tensidn superficial menor
(37 mN m™") se observé en la disolucién limpiadora
con la concentracién mayor de biosurfactante (200
mg L"), pero la disolucién limpiadora BS/2 con 100
mg L~ de biosurfactante tiene una tension superficial
superior (46 mN m™'), lo que explica su menor capa-
cidad de limpieza en comparacién con la disolucién
limpiadora BS, y la tensién superficial aproximada de
la disolucién limpiadora a base de agua (denominada
agua testigo) fue 60 mN m™" (Figura 6).

Moya-Ramirez ez al. (2014) durante el tratamien-
to de un suelo arenoso con 10 g L' de un surfactan-
te sintético (G600) demostraron que al aumentar la
temperatura se alcanza mayor eficacia en el proceso
de extraccién. Estos autores observaron extracciones
menores del 20 % a temperatura ambiente, y has-
ta casi 40 % cuando la temperatura aumenté hasta
65 °C. El uso de temperaturas en torno a 65 °C no
hacen factible este proceso a nivel industrial, princi-
palmente en procesos de extraccién in situ, ya que el
costo energético y de los equipos para dicho proceso
serfa muy elevado. En comparacién con detergentes
naturales Moya-Ramirez ez al. (2014) usaron un bio-
surfactante producido por B. subtillis y obtuvieron
mejores porcentajes de limpieza que los obtenidos
con el surfactante sintético G600, aunque concen-
traciones mayores de biosurfactante causaron rendi-
mientos menores. Pero la extraccién alcanzada con el
biosurfactante usado por dichos autores fue inferior
al 40 %, para 45 °C, y es menor al obtenido con el
biosurfactante evaluado en nuestro estudio (67 %) a
temperatura ambiente (25 °C).

CONCLUSIONES

El biosurfactante extraido de los licores de lavado
de maiz pudo solubilizar el aceite quemado de motor
en agua y desplazé al mismo en mayor medida que el
SDS. Concentraciones de biosurfactante en torno a
la CMC muestran buenas propiedades como agente
limpiador de suelos arenosos contaminados. Por lo
tanto, este detergente natural se podria usar en verti-
dos industriales, de caracter hidrofébico, en sustitu-
cién de agentes limpiadores de origen no renovable.
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Figure 6 shows the surface tension values recorded
in the different cleaning solutions after the treatment
of the contaminated sand. Experiments that used
100 mL cleaning solution had a solid/liquid ratio of
1:20 (w:v), while with 150 mL this ratio was of 1:30
(w:v). The lowest surface tension (37 mN m™!) was
observed in the cleaning solution with the highest
biosurfactant concentration (200 mg L"), but the
BS/2 cleaning solution with 100 mg L' biosurfactant
has a higher surface tension (46 mN m™), which
explains its lower cleaning capacity compared with
the BS cleaning solution. The approximate surface
tension of the water-based cleaning solution (water
control) was 60 mN m™ (Figure 6).

Moya-Ramirez ez al. (2014) showed that, during the
treatment of a sandy soil with 10 g L™" of a synthetic
surfactant (G600), the increase of temperature makes the
extraction process more effective. These authors reported
extraction rates under 20 % at room temperature, and
up to almost 40 % when the temperature increased up
to 65 °C. The use of temperatures around 65 °C makes
this process unviable for industrial scale, mainly in “in
situ” extraction processes, since the energy cost and
equipment for such a process would be high. Compared
to natural detergents Moya-Ramirez ¢z al. (2014) used a
biosurfactant produced by Bacillus subtillis and obtained
higher percentages than those obtained with G600
synthetic surfactant cleaning agent; although, higher
biosurfactant concentrations caused lower yields. The
extraction with biosurfactant used by these authors was
less than 40 %, at 45 °C, and was less than that obtained
with the biosurfactant evaluated in our study (67 %) at
room temperature (25 °C).

CONCLUSIONS

The biosurfactant extract obtained from corn
steep liquor could solubilize engine burned oil in
water and displaced it to a greater extent than the
SDS. Biosurfactant concentrations around the CMC
show good properties as contaminated sandy soil
cleaning agent. Therefore, this natural detergent
could be used on hydrophobic industrial discharges
instead of cleaning agents from non-renewable
sources.

—End of the English version—
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